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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-DLL3
Campo de la invencion

La presente solicitud reivindica la prioridad basada en la solicitud de patente japonesa N.° 2010-019391 (presentada
el 29 de enero de 2010).

La presente invencidn se refiere a un agente anticanceroso
Antecedentes de la técnica

El cancer de pulmén microcitico representa aproximadamente el 20 % de la incidencia global de cancer de pulmon.
El cancer de pulmén microcitico progresa rapidamente y es dificil extirparlo quirdrgicamente porque en muchos
casos la metastasis a los ganglios linfaticos o la metastasis a distancia ya se ha producido en el momento del
diagnostico. Este cancer muestra altas tasas de respuesta a un agente anticanceroso en su etapa inicial. Por lo
tanto, la quimioterapia se considera la primera opcién para tratar el cancer. El cancer, sin embargo, se vuelve
resistente inmediatamente a la quimioterapia y reaparece, lo que resulta en una tasa de supervivencia a los 3 afios
del 5 % o inferior. Por lo tanto, existe necesidad de una nueva terapia.

La proteina delta-like 3 (DLL3) es una proteina de membrana de tipo | que pertenece a la familia de ligandos de
Notch. DLL3 es necesaria para la formacion y desarrollo del patron normal de somitas. Las mutaciones en DLL3
provocan defectos costales o espondilolisis en pacientes con disostosis espondilocostal autosémica recesiva
[Bibliografia No de patente 1y 2]. DLL1 se localiza en la superficie de la célula y se une a Notch, mientras que DLL3
se localiza predominantemente en el aparato de Golgi y no se une a Notch [Bibliografia No de patente 3y 4].

Existen estudios previos que describen la amplificacién del gen DLL3 en el cromosoma y el aumento de la expresion
de este gen en lineas celulares de cancer de pancreas [Literatura No de patente 5] y una mayor expresion de DLL3
en algunos casos de glioma [Literatura No de patente 6]. Sin embargo, la cantidad de proteina DLL3 en la superficie
celular todavia no se ha descrito. Se requiere la expresién de 10° o mas moléculas de antigeno para moléculas de
anticuerpos no modificados o incluso del orden de 10* moléculas de antigeno para los anticuerpos defucosilados que
tienen una mayor capacidad de inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), para dirigir las
moléculas de antigeno en la superficie celular usando tales anticuerpos o para destruir células cancerosas mediante
el mecanismo antitumoral de la actividad ADCC [Literatura No de patente 7]. Por lo tanto, no esta claro si DLL3 es
adecuado como diana terapéutica basada en anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales anti-DLL3 de ratén (MAB4315, R&D Systems, Inc.) ya estan comercializados como
reactivos de investigacion.

Lista de citas
Bibliografia No de patente

Bibliografia No de patente 1: Bulman, M. P. et al. (2000) Nat Genet 24, 438-441.
Bibliografia No de patente 2: Turnpenny, P. D. et al. (2003) J Med Genet 40, 333-339.
Bibliografia No de patente 3: Geffers, I. et al. (2007) J Cell Biol 178, 465-476.
Bibliografia No de patente 4: Ladi, E. et al. (2005) J Cell Biol 170, 983-992.

Bibliografia No de patente 5: Phillips, H. S. (2006) Cancer Cell 9, 157-173.

Bibliografia No de patente 6: Mulledndore, M. E. (2009) Clin Cancer Res 15, 2291-2301.
Bibliografia No de patente 7: Kenya Shitara (2009) YAKUGAKU ZASSHI 129, 3-9.

Los siguientes documentos adicionales también se mencionan:

e Millipore “Anti-Delta 3, clon 1E7.2", cita de Internet, paginas 1-3, XP002697359;

e Tianyun et al (2009) Cancer Research, 69 (3): 845-854 que se refiere al homdlogo del complejo Achaete-Scute 1
como regulador de la capacidad de iniciacion tumoral en el cancer de pulmén microcitico humano; y

e W02007/111733 que se refiere a métodos para el diagndstico, prondstico y tratamiento del glioma.

Resumen de la invencién

Problema técnico

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo anticuerpo, un agente anticanceroso que comprende el
mismo, y un método para diagnosticar el cancer usando el mismo.
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Solucién al problema

Los presentes inventores encontraron que la expresion del ARNm de DLL3 aumentaba en el cancer de pulmén
microcitico. Su expresion fue baja en todos los tejidos normales a excepcion del cerebro fetal. Los presentes
inventores prepararon anticuerpos monoclonales contra la proteina DLL3. El nivel de antigeno en la superficie
celular medido en funcion de la capacidad de unién al anticuerpo fue solo inferior a 10* por célula con expresion.
Inesperadamente, los presentes inventores encontraron que un anticuerpo que se unia a DLL3 a través de un
epitopo caracteristico en las proximidades del extremo C del dominio extracelular residia de manera estable en la
membrana celular y tenia una actividad inductora de ADCC. Especificamente, los presentes inventores
seleccionaron sucesivamente un anticuerpo que tiene una actividad antitumoral. Ademas, los presentes inventores
encontraron que un anticuerpo conjugado con toxina tenia una actividad citotdxica contra células que expresan
DLL3. A partir de estos hallazgos, los presentes inventores encontraron que el anticuerpo anti-DLL3 era util en el
diagndstico, prevencion y tratamiento del cancer primario o metastasico que expresaba DLL3. En base a estos
hallazgos, se ha completado la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo
que se une a la proteina DLL3 como un principio activo, en la que el anticuerpo tiene una actividad citotéxica. La
presente invencién proporciona ademas una composicién farmacéutica de la invencién para su uso en un método
para tratar el cancer, en la que el agente anticanceroso se dirige al cancer de pulmon.

La composicion farmacéutica de la presente invencidon comprende un anticuerpo que se une a la proteina DLL3, en
la que el anticuerpo tiene una actividad citotoxica. De forma particularmente preferible, la actividad citotéxica es una
actividad citotoxica celular dependiente de anticuerpos (actividad ADCC). También preferiblemente, el anticuerpo
tiene una actividad de internalizaciéon. También preferiblemente, el anticuerpo esta conjugado con una sustancia
citotéxica. También preferiblemente, el anticuerpo reconoce una regién de los aminoacidos 216 a 492 en la DLL3
humana que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto, la composicion farmacéutica de la invencion comprende un anticuerpo seleccionado de anticuerpos
gue se unen a la proteina DLL3 descrita en cualquiera de los siguientes:

(1) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13 y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
18, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 20;

(2) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 24, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 25 y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 26, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
30, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 31, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 32;

(3) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 37 y la CDR3 de la cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 38, y una regién variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
42, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 43, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 44;

(4) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 48, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 49 y la CDR3 de la cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 50, y una regién variable de la cadena ligera
gue comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
54, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 55 y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 56;

y

(5) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el de la proteina DLL3 al que se une cualquiera de los
anticuerpos (1) a (4).

Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender cualquiera de los anticuerpos descritos
anteriormente como un principio activo que se une a DLL3 y tiene actividad citotoxica. La presente invencién
también proporciona el uso de una composicion farmacéutica de la invencién en un método para tratar el cancer, en
el que el agente anticanceroso se dirige al cancer de pulmon.
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También se hace referencia a un método para diagnosticar el cancer, que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una muestra aislada de un sujeto de prueba; y

(b) detectar el nivel de expresion de la proteina DLL3 o del gen DLL3 en la muestra. Preferiblemente, el método
de diagnostico esta destinado al diagndstico del cancer de pulmén. También se hace referencia a un agente de
diagndstico para el cancer que comprende cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra una mayor expresion de DLL3 en el cancer de pulmén microcitico y en el cerebro
del feto.

[Figura 2] La Figura 2 muestra la unién de un anticuerpo monoclonal anti-DLL3 a una proteina DLL3 soluble.
[Figura 3] La Figura 3 muestra la unién de un anticuerpo a la proteina DLL3 en una membrana celular y el
recambio del anticuerpo unido a la célula.

[Figura 4] La Figura 4 muestra la induccién de ADCC por un anticuerpo anti-DLL3 (concentracion: 2,5 ug/ml).
[Figura 5] La Figura 5 muestra la dependencia de la concentracién de anticuerpo de una actividad de ADCC
contra las células diana DLL3/BaF3 (a) y NCI-H1184 (b).

[Figura 6] La Figura 6 muestra la inhibicion del crecimiento celular mediante la absorciéon de un anticuerpo anti-
DLL3 y un anticuerpo secundario anti-ratbn Mab-ZAP marcado con toxina.

[Figura 7] La Figura 7 muestra la union de un anticuerpo recombinante anti-DLL3 a la proteina DLL3 en la
superficie celular.

[Figura 8] La Figura 8 muestra la unién de un anticuerpo quimérico humano recombinante anti-DLL3 a una
proteina DLL3 soluble y la competencia por la unién de un anticuerpo quimérico anti-DLL3 con un anticuerpo de
ratén contra una proteina DLL3 soluble.

[Figura 9] La Figura 9 muestra la estructura esquematica de las proteinas DLL3 de longitud completa y solubles y
un sitio reconocido por un anticuerpo anti-DLL3.

[Figura 10] La Figura 10 muestra la unién de un anticuerpo quimérico humano recombinante anti-DLL3 DL306 a
la proteina DLL3 en la superficie celular.

[Figura 11] La Figura 11 muestra la dependencia de la concentracion de anticuerpo de la actividad de ADCC de
un anticuerpo quimérico humano anti-DLL3 contra las células diana DLL3/BaF3 y NCI-H1184.

[Figura 12] La Figura 12 muestra la dependencia de la concentracion de anticuerpo de la actividad ADCC de un
anticuerpo anti-DLL3 de ratdn con una baja proporcién de residuos de fucosa contra las células diana DLL3/BaF3
y NCI-H1184.

Descripcion de las realizaciones
DLL3

La secuencia de aminoacidos de DLL3 (Delta-like 3) es conocida en la técnica. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de DLL3 humana es expuesta en la SEQ ID NO: 1 (NM_016941), y la secuencia de aminoacidos de
DLL3 de ratén es expuesta en la SEQ ID NO: 2 (NM_007866).

La proteina DLL3 usada en la presente invencion puede ser una proteina DLL3 que tiene la secuencia descrita
anteriormente o puede ser una proteina modificada que tiene una secuencia derivada de la secuencia descrita
anteriormente mediante la modificacion de uno o mas aminoacidos. Los ejemplos de la proteina modificada que
tiene una secuencia derivada de la secuencia descrita anteriormente mediante la modificaciéon de uno o mas
aminoacidos pueden incluir polipéptidos que tienen 70 % o mas, preferiblemente 80 % o mas, mas preferiblemente
90 % o0 mas, incluso mas preferiblemente 95 % o mas homologia con la secuencia de aminoacidos. En otra
alternativa, pueden usarse péptidos parciales de estas proteinas DLL3.

La proteina DLL3 usada en la presente invencion no esta limitada por su origen y es preferiblemente una proteina
humana DLL3.

Anticuerpo anti-DLL3

El anticuerpo anti-DLL3 usado en la presente invencion solo necesita unirse a la proteina DLL3 y no esta
particularmente limitado por su origen, tipo, forma, etc., pero tiene una actividad citotéxica. Especificamente, se
puede usar un anticuerpo, tal como un anticuerpo derivado de un animal no humano (por ejemplo, un anticuerpo de
ratén, rata o camello), un anticuerpo derivado de un ser humano, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo
humanizado. El anticuerpo anti-DLL3 usado en la presente invencién puede ser un anticuerpo policlonal o
monoclonal y es preferiblemente un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo anti-DLL3 usado en la presente invencion es preferiblemente un anticuerpo anti-DLL3 humana. El
anticuerpo anti-DLL3 humana puede ser un anticuerpo que se une especificamente a la DLL3 humana o puede ser
un anticuerpo que se une a la DLL3 humana asi como la DLL3 derivada de un animal no humano (por ejemplo,
DLL3 de ratén).
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El anticuerpo anti-DLL3 usado en la presente invencién se puede obtener como un anticuerpo policlonal o
monoclonal usando medios conocidos en la técnica. El anticuerpo anti-DLL3 usado en la presente invencién es
particularmente preferiblemente un anticuerpo monoclonal derivado de mamifero. El anticuerpo monoclonal derivado
de mamifero abarca, por ejemplo, los producidos por hibridomas y los producidos por hospedadores transformados
con vectores de expresion que contienen un gen de anticuerpo mediante un enfoque de ingenieria genética.

El anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencidon se puede modificar con varias moléculas tales como polietilenglicol
(PEG). Como se describe mas adelante, el anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencion también se puede
modificar con un agente quimioterapéutico, un producto quimico radioactivo o similar, que tiene una actividad
citotoxica.

Los ejemplos del anticuerpo usado en la presente invencion, que reconoce DLL3 y se une a los mismos, pueden
incluir los siguientes anticuerpos:

(1) un anticuerpo (DL301) que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de
la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13, y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
18, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 20;

(2) un anticuerpo (DL306) que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de
la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 24, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 25, y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 26, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
30, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 31, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 32;

(3) un anticuerpo (DL309) que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de
la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 37, y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 38, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
42, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 43, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 44;

(4) un anticuerpo (DL312) que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de
la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 48, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 49 y la CDR3 de la cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 50, y una regién variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
54, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 55, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 56; y

(5) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el de la proteina DLL3 al que se une cualquiera de los
anticuerpos (1) a (4).

Los anticuerpos (1) a (5) pueden contener regiones constantes. Las regiones constantes utilizadas no estan
particularmente limitadas, y se puede usar cualquier regién constante. Los ejemplos preferibles de las regiones
constantes usadas en la presente invencion pueden incluir regiones constantes derivadas de seres humanos. Por
ejemplo, una region constante derivada de IgG1l humana, derivada de IgG2 humana, derivada de 1gG3 humana o
derivada de 1gG4 humana puede usarse como una region constante de la cadena pesada. Ademas, por ejemplo, la
regién constante derivada de la cadena k humana o derivada de cadena A humana puede usarse como una region
constante de la cadena ligera. Las regiones constantes usadas en la presente invencion pueden ser regiones
constantes que tienen una secuencia hativa o pueden ser regiones constantes modificadas que tienen una
secuencia derivada de la secuencia nativa mediante la modificacién de uno o mas aminoécidos.

Los anticuerpos (1) a (5) pueden contener FR (regiones estructurales). Las FR utilizadas no estan particularmente
limitadas, y se puede usar cualquier FR siempre que el anticuerpo resultante mantenga su actividad de unién contra
la DLL3 humana. Los ejemplos preferibles de las FR usadas en la presente invencion pueden incluir FR derivadas
de anticuerpos humanos. Dado que la técnica de reemplazo de FR con la actividad de unién a antigeno de un
anticuerpo mantenido es conocida en la técnica, los expertos en la materia pueden seleccionar FR de manera
apropiada. Las FR usadas en la presente invencion pueden ser FR que tienen una secuencia nativa o pueden ser
FR que tienen una secuencia derivada de la secuencia nativa mediante la modificacion de uno o mas aminoacidos.

Los ejemplos de la region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12, la CDR2 de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13 y la CDR3 de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
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expuesta en la SEQ ID NO: 14 pueden incluir una regién variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9. Ademas, ejemplos de la cadena pesada que comprende la region
variable de la cadena pesada pueden incluir una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 10 u 11.

Los ejemplos de la region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 24, la CDR2 de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 25 y la CDR3 de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 26 pueden incluir una regién variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 21. Ademas, los ejemplos de la cadena pesada que comprenden la regién
variable de la cadena pesada pueden incluir una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoéacidos de las SEQ
ID NO: 22 0 23.

Los ejemplos de la region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36, la CDR2 de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 37 y la CDR3 de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 38 pueden incluir una regién variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 33. Ademas, los ejemplos de la cadena pesada que comprenden la regién
variable de la cadena pesada pueden incluir una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 34 o 35.

Los ejemplos de la region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 48, la CDR2 de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 49 y la CDR3 de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 50 pueden incluir una regién variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 45. Ademas, los ejemplos de la cadena pesada que comprende la region
variable de la cadena pesada pueden incluir una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 46 0 47.

Los ejemplos de la region variable de la cadena ligera que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, y la CDRS3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 20 pueden incluir una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 15. Ademas, los ejemplos de la cadena ligera que comprende la regién
variable de la cadena ligera pueden incluir una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 16 0 17.

Los ejemplos de la region variable de la cadena ligera que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 30, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 31, y la CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 32 pueden incluir una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 27. Ademas, los ejemplos de la cadena ligera que comprende la region
variable de la cadena ligera pueden incluir una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 28 0 29.

Los ejemplos de la region variable de la cadena ligera que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 42, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 43, y la CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 44 pueden incluir una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 39. Ademas, los ejemplos de la cadena ligera que comprende la region
variable de la cadena ligera pueden incluir una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 40 o0 41.

Los ejemplos de la region variable de la cadena ligera que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 54, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 55, y la CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 56 pueden incluir una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 51. Ademas, los ejemplos de la cadena ligera que comprende la regién
variable de la cadena ligera pueden incluir una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 52 0 53.

En la presente invencion, la frase “que tiene una actividad equivalente a la del anticuerpo de la presente invenciéon”
se refiere a que tiene una actividad de unién a DLL3, una actividad de internalizacion y/o una actividad citotoxica
(actividad ADCC, etc.) contra las células que expresan DLL3 equivalente a la misma. En la presente invencién, no se
requiere necesariamente que la actividad equivalente sea una actividad idéntica y puede ser, por ejemplo, 50 % o
mas, preferiblemente 70 % o mas, mas preferiblemente 90 % o mas de actividad comparada con la actividad de
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cualquiera de los anticuerpos (1) a (12). Los ejemplos del limite superior de la actividad pueden incluir, pero no se
limitan particularmente a, 1000 % o menos, 500 % o menos, 300 % o0 menos, 150 % o menos y 100 % o menos.

Un anticuerpo derivado del anticuerpo de la presente invencion mediante la sustitucion, delecion, adicion y/o
inserciéon de uno o mas aminodcidos también se incorpora en el alcance de la presente invencion y puede
prepararse artificialmente o presentarse de forma natural. Los ejemplos de un método para introducir una mutacion
en el polipéptido incluyen mutagénesis dirigida al sitio (Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995) Gene 152, 271-275, Zoller,
MJ, and Smith, M. (1983) Methods Enzymol. 100, 468-500, Kramer, W. et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-
9456, Kramer W, and Fritz HJ (1987) Methods. Enzymol. 154, 350-367, Kunkel, TA (1985) Proc Natl Acad Sci USA.
82, 488-492, Kunkel (1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766). Este es uno de los métodos hien conocidos por los
expertos en la materia para preparar un polipéptido funcionalmente equivalente a un cierto polipéptido. Los expertos
en la materia pueden introducir apropiadamente una mutacion en el anticuerpo de la presente invencién usando
dicho método y de ese modo preparar un anticuerpo funcionalmente equivalente al anticuerpo. Ademas, las
mutaciones de aminoacidos pueden ocurrir en el mundo natural. Tal anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de la presente invencion mediante la mutacién
de uno o mas aminoécidos y es funcionalmente equivalente al anticuerpo también esta abarcado por el anticuerpo
de la presente invencion.

El nUmero de aminoacidos mutados en dicha variante generalmente es de 50 aminoacidos, preferiblemente es de 30
aminoacidos, mas preferiblemente es de 10 aminoacidos (por ejemplo, es de 5 aminoacidos).

Para que los restos de aminoacidos se muten, se prefiere que esta mutacion se realice conservativamente entre
aminoacidos que tengan la misma propiedad de cadena lateral. Por ejemplo, se ha establecido la siguiente
clasificacion basada en las propiedades de las cadenas laterales de aminoécidos:

aminoacidos hidréfobos (A, I, L, M, F, P, W, Y y V), aminoacidos hidréfilos (R, D, N, C, E, Q, G, H,K, Sy T),
aminoacidos que tienen una cadena lateral alifatica (G, A, V, L, | y P),

aminoacidos que tienen una cadena lateral que contiene un grupo hidroxi (S, T e Y)

aminoacidos que tienen una cadena lateral que contiene atomos de azufre (C y M),

aminoacidos que tienen una cadena lateral que contiene acido carboxilico y amida (D, N, Ey Q),
aminoacidos que tienen una cadena lateral que contiene una base (R, Ky H), y

aminoacidos que tienen una cadena lateral aromatica que contiene un grupo aromatico (H, F, Y y W)

(todos los simbolos dentro de los paréntesis representan cédigos de una sola letra de aminoacidos).

Se sabe ya que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos modificada a partir de cierta secuencia de
aminoacidos mediante la delecion y/o adicion de uno o mas restos de aminoéacidos y/o la sustitucion del mismo por
otros aminoacidos mantiene la actividad biol6gica del polipéptido original (Mark, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1984) 81, 5662-5666, Zoller, M. J. and Smith, M., Nucleic Acids Research (1982) 10, 6487-6500, Wang, A. et
al., Science 224, 1431-1433, Dalbadie-McFarland, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, 6409-6413).
Especificamente, cuando los aminoacidos en una secuencia de aminoacidos que constituyen un cierto polipéptido se
sustituyen por aminoacidos clasificados en el mismo grupo, generalmente se dice que es probable que el polipéptido
mantenga su actividad. En la presente invencion, la sustitucién entre aminoacidos dentro del mismo grupo de
aminoacidos descrito anteriormente se denomina sustitucién conservativa.

La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica de la invencion que comprende un
anticuerpo que se une al mismo epitopo al que se une cualquiera de los anticuerpos (1) a (4). Los ejemplos
especificos de los anticuerpos (1) a (4) pueden incluir los anticuerpos DL301, DL306, DL309 y DL312 descritos a
continuacion en los Ejemplos. Especificamente, la presente invencidon también puede emplear un anticuerpo que
reconoce el mismo epitopo que el reconocido por cualquiera de estos anticuerpos.

Si un anticuerpo analito comparte 0 no un epitopo con un cierto anticuerpo puede confirmarse basandose en su
competencia por el mismo epitopo. La competencia entre los anticuerpos se detecta mediante el ensayo de bloqueo
cruzado o similar. El ensayo de bloqueo cruzado es preferiblemente, por ejemplo, ensayo de ELISA competitivo.

Especificamente, el ensayo de bloqueo cruzado implica preincubar proteinas DLL3 revestidas en los pocillos de una
placa de microtitulacién en presencia o ausencia de un anticuerpo competidor candidato y luego afiadir al mismo el
anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencion. La cantidad del anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencién unido
a la proteina DLL3 en cada pocillo se correlaciona indirectamente con la capacidad de unién del anticuerpo
competidor candidato (anticuerpo analito) que compite con la misma por la unién al mismo epitopo. Especificamente,
la mayor afinidad del anticuerpo analito por el mismo epitopo da como resultado una menor cantidad del anticuerpo
anti-DLL3 de la presente invencion unido al pocillo recubierto con proteina DLL3 y, en su lugar, una mayor cantidad
del anticuerpo analito unido al pocillo recubierto con proteina DLL3.

La cantidad de cada anticuerpo unido al pocillo se puede determinar facilmente marcando el anticuerpo por
adelantado. Por ejemplo, un anticuerpo biotinilado puede ensayarse usando un conjugado de avidina-peroxidasa y
un sustrato apropiado. El ensayo de bloqueo cruzado que usa marcaje enzimatico (por ejemplo, peroxidasa) se
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denomina particularmente ensayo ELISA competitivo. El anticuerpo puede marcarse con cualquiera de otros
materiales de marcaje detectables o medibles. Especificamente, por ejemplo, el marcaje radioactivo o fluorescente
es conocido en la técnica.

Ademas, cuando el anticuerpo analito tiene regiones constantes derivadas de una especie diferente de la del
anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencion, la cantidad de cualquier anticuerpo unido al pocillo también puede
medirse usando un anticuerpo marcado que reconoce cualquier region constante. Como alternativa, incluso los
anticuerpos que difieren en clase, aunque derivados de la misma especie, se pueden medir para sus respectivas
cantidades unidas al pozo usando anticuerpos que discriminan cada clase.

Siempre que el anticuerpo candidato pueda bloquear la unién del anticuerpo anti-DLL3 en al menos un 20 %,
preferiblemente al menos un 30 %, mas preferiblemente al menos un 50 %, incluso mas preferiblemente al menos
un 80 %, en comparacion con la actividad de unién obtenida en la prueba de control realizada en ausencia del
anticuerpo competidor, este anticuerpo candidato se determina como un anticuerpo que se une sustancialmente al
mismo epitopo al que se une el anticuerpo anti-DLL3 de la presente invencién o como un anticuerpo que compite
con el mismo por la unién al mismo epitopo.

Otros ejemplos del anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de la presente invencion pueden incluir
un anticuerpo que reconoce una regiéon de los aminoacidos 27 a 175 de la DLL3 humana (SEQ ID NO: 1) y un
anticuerpo que reconoce una region de los aminoacidos 216 a 492 de la DLL3 humana. Los ejemplos de otro
aspecto del anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de la presente invenciéon pueden incluir un
anticuerpo que se une a la DLL3 humana pero que no se une a un polipéptido (DLL3deltal-Fc) que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 o un polipéptido (DLL3delta2-Fc) que consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, y un anticuerpo que se une a la DLL3 humana y también se une al polipéptido
(DLL3deltal-Fc) que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 y el polipéptido (DLL3delta2-Fc)
gue consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

El anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de la presente invencion tiene actividades tales como una
actividad ADCC y una actividad de internalizacion y, como tal, es utli como un farmaco farmacéutico,
particularmente, un agente anticanceroso, en el que el cancer es cancer de pulmén. El anticuerpo tiene una
actividad citotoxica.

Anticuerpo anti-DLL3 genéticamente recombinante

El anticuerpo a administrar a los humanos se puede convertir en un anticuerpo genéticamente recombinante que se
ha disefiado artificialmente, por ejemplo, con el fin de reducir la heteroantigenicidad en humanos. El anticuerpo
genéticamente recombinante abarca, por ejemplo, anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Estos
anticuerpos modificados genéticamente se pueden producir usando un método conocido en la técnica.

(1) Anticuerpo quimérico

Los anticuerpos quiméricos se refieren a anticuerpos que comprenden regiones variables y constantes de diferentes
origenes ligados entre si. Por ejemplo, los anticuerpos quiméricos heterogéneos de ratdbn-humano son anticuerpos
gue comprenden las regiones variables de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo de raton y las regiones
constantes de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano. Los ADN que codifican la region variable del
anticuerpo de ratén se ligan con ADN que codifican la region constante del anticuerpo humano, y los productos de
ligacion se pueden incorporar en vectores de expresion para preparar vectores recombinantes que expresan el
anticuerpo quimérico. Las células transformadas con estos vectores (células recombinantes) se pueden cultivar para
la expresion del inserto de ADN para obtener los anticuerpos quiméricos producidos durante el cultivo.

Las regiones constantes del anticuerpo humano se usan como las regiones constantes de los anticuerpos
quiméricos. Por ejemplo, Cy1, Cy2, Cy3, Cy4, Cu, Cd, Ca1l, Ca2 y Ce se pueden usar como regiones constantes de
la cadena pesada. Ademas, Ck y CA se pueden usar como regiones constantes de la cadena ligera. Las secuencias
de aminoacidos de estas regiones constantes y las secuencias de nucle6tidos que las codifican son conocidas en la
técnica. Ademas, uno o mas aminoacidos en las regiones constantes del anticuerpo humano se pueden sustituir,
delecionar, afiadir y/o insertar para mejorar la estabilidad del propio anticuerpo o de su produccion.

(2) Anticuerpo humanizado

En general, los anticuerpos quiméricos comprenden regiones variables de anticuerpos derivados de animales no
humanos y regiones constantes derivadas de anticuerpos humanos. Por el contrario, los anticuerpos humanizados
comprenden regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de anticuerpos derivados de animales no
humanos, regiones estructurales (FR) derivadas de anticuerpos humanos, y regiones constantes derivadas de
anticuerpos humanos. Los anticuerpos humanizados también se llaman anticuerpos humanos reconfigurados.
Especificamente, por ejemplo, los anticuerpos humanizados que comprenden CDR de anticuerpos de animales no
humanos (por ejemplo, ratdn) injertados en anticuerpos humanos son conocidos en la técnica. Los anticuerpos
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humanizados son utiles como principios activos para un agente terapéutico de la presente invencion, debido a su
antigenicidad reducida en el cuerpo humano.

Cada region variable de anticuerpo normalmente comprende 3 CDR flanqueadas por 4 FR. Las regiones CDR
determinan sustancialmente la especificidad de unién del anticuerpo. Las CDR tienen diversas secuencias de
aminoacidos. Por otro lado, las secuencias de aminoacidos que constituyen las FR a menudo exhiben una alta
homologia entre los anticuerpos que tienen diferentes especificidades de unién. Por lo tanto, en general, la
especificidad de unién de un determinado anticuerpo puede trasplantarse supuestamente a otros anticuerpos
mediante injerto de la CDR.

También se conocen enfoques generales de recombinacién génica para obtener los anticuerpos humanizados.
Especificamente, por ejemplo, la PCR de extension solapada se conoce en la técnica como un método para injertar
CDR de anticuerpo de ratén en FR humanas. La PCR de extension de solapamiento emplea cebadores para la
sintesis de FR de anticuerpos humanos que comprende una secuencia de nucleétidos adicional que codifica cada
CDR de anticuerpo de ratén que se va a injertar. Los cebadores estan preparados para cada una de los 4 FR. En el
injerto de CDR de ratén en las FR humanas, en general, es supuestamente ventajoso seleccionar FR humanas
altamente homologas a las FR de raton para mantener las funciones de la CDR. Especificamente, generalmente se
prefiere usar FR humanas que comprenden secuencias de aminoacidos altamente homoélogas a las de las FR
adyacentes a las CDR de raton a injertar.

Ademas, las secuencias de nucleétidos a ligar estan disefiadas de manera que estan conectadas en el marco. Las
secuencias de nucledtidos que codifican FR humanas se sintetizan individualmente usando sus cebadores
respectivos. Como resultado, se obtienen productos que comprenden el ADN codificador de CDR de ratén afiadido a
cada secuencia de codificacion de FR. La secuencia de nucleétidos que codifica la CDR de ratén en cada producto
esta disefiada de tal manera que la secuencia de nucledtidos se superpone con otra. Posteriormente, las partes de
la CDR superpuestas se hibridan entre si para la reaccién de sintesis de la cadena complementaria. A través de esta
reaccion, las secuencias de FR humana se ligan a través de las secuencias de CDR de raton.

Por ultimo, el gen de longitud completa de la regién variable que comprende 3 CDR y 4 FRs ligadas se amplifica con
cebadores que se hibridan respectivamente con sus extremos 5 'y 3' y comprenden una secuencia de
reconocimiento adicional para una enzima de restriccion apropiada. El ADN asi obtenido y el ADN que codifica la
regiéon constante del anticuerpo humano pueden insertarse en vectores de expresion de manera que se fusionen en
el marco para preparar vectores para la expresion del anticuerpo humanizado. Los hospedadores se transforman
con estos vectores para establecer células recombinantes, que luego se cultivan para la expresion del ADN que
codifica el anticuerpo humanizado para producir los anticuerpos humanizados en los cultivos de las células
cultivadas (véase la Publicacion de Patente Europea N.° EP 239400 y la Publicacion Internacional N.° WO
96/02576).

Los anticuerpos humanizados asi preparados pueden evaluarse para sus actividades de unién para el antigeno
mediante ensayo cualitativo 0 cuantitativo. Como resultado, las FR de anticuerpo humano se pueden seleccionar
preferiblemente de modo que permitan que las CDR formen un sitio de unién a un antigeno favorable cuando se
ligan a través de las CDR. Si es necesario, los restos de aminoacidos de las FR pueden estar sustituidos de manera
que las CDR del anticuerpo humanizado formen un sitio de union al antigeno apropiado. Por ejemplo, se puede
introducir una mutacion en la secuencia de aminoéacidos de la FR aplicando el método de PCR usado en el injerto de
la CDR de ratén en las FR humanas. Especificamente, se puede introducir una mutacién de una secuencia de
nucleétidos parcial en los cebadores que se hibridan con la secuencia de nucleétidos de la FR. La secuencia de
nucleétidos de la FR sintetizada usando tales cebadores contiene la mutacion asi introducida. Los anticuerpos
variantes que tienen el o los aminoacidos sustituidos se pueden evaluar en cuanto a sus actividades de union para el
antigeno mediante el mismo ensayo que antes para seleccionar secuencias FR variantes que tengan la propiedad
deseada (Sato, K. et al., Cancer Res, 1993, 53, 851-856).

(3) Anticuerpo polivalente

El anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la presente invencién abarca no solo anticuerpos
bivalentes tipificados por IgG (IgG1, 1gG2, IgG4, etc.) sino también anticuerpos monovalentes o anticuerpos
polivalentes tipificados por IgM siempre que estos anticuerpos se unan a la proteina DLL3. El anticuerpo polivalente
que puede estar presente en una composicién farmacéutica de la presente invencion abarca anticuerpos
polivalentes que tienen sitios de union al antigeno, todos los cuales son iguales entre si o algunos o todos son
diferentes entre si.

(4) Anticuerpo de bajo peso molecular
El anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la presente invencién no esta limitado a moléculas de

anticuerpo completas y puede ser un anticuerpo de bajo peso molecular o una forma modificada del mismo siempre
que el anticuerpo se una a la proteina DLL3.
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El anticuerpo de bajo peso molecular abarca un fragmento de anticuerpo deficiente en una porcién del anticuerpo
completo (por ejemplo, IgG completa). Tal deficiencia parcial de la molécula de anticuerpo se acepta siempre que el
fragmento de anticuerpo resultante sea capaz de unirse al antigeno DLL3. Se prefiere que el fragmento de
anticuerpo empleado en una composicién farmacéutica de acuerdo con la presente invenciéon contenga una o ambas
regiones variables de la cadena pesada (VH) y variables de la cadena ligera (VL). También se prefiere que el
fragmento de anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion
contenga CDR. El nimero de CDR contenidas en el fragmento de anticuerpo empleado en una composicion
farmacéutica de la presente invencion no esta particularmente limitado y es preferiblemente al menos 6 CDR: CDR1,
CDR2 y la CDR3 de la cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera.

La secuencia de aminoacidos de VH o VL puede contener sustitucion, delecion, adicién y/o insercion. Ademas, el
fragmento de anticuerpo que puede emplearse en una composicién farmacéutica de la presente invencién puede ser
deficiente en una porcién de uno o ambas de VH y VL siempre que el fragmento de anticuerpo resultante sea capaz
de unirse al antigeno DLL3. Ademads, su region variable puede ser quimerizada o humanizada. Los ejemplos
especificos del fragmento de anticuerpo pueden incluir Fab, Fab', F(ab')2 y Fv. Ademas, ejemplos especificos del
anticuerpo de bajo peso molecular pueden incluir Fab, Fab', F(ab")2, Fv, scFv (Fv de cadena sencilla), diacuerpo,
sc(Fv)2 ((Fv)2 de cadena sencilla), y scFv-Fc. En la presente invencién, el anticuerpo de bajo peso molecular es
preferiblemente un diacuerpo o sc(Fv)2. Estos multimeros de anticuerpos (por ejemplo, dimeros, trimeros,
tetrameros y polimeros) también estan abarcados por el anticuerpo de bajo peso molecular que se puede emplear
en una composicion farmacéutica de la presente invencion.

Dichos fragmentos del anticuerpo se pueden obtener tratando enzimaticamente el anticuerpo para formar
fragmentos de anticuerpos. Las enzimas digestivas rompen el fragmento de anticuerpo en una posicién particular
para dar fragmentos de anticuerpo que tienen una estructura particular. Por ejemplo, la papaina, la pepsina o la
plasmina se conocen en la técnica como enzimas para formar los fragmentos de anticuerpos. La digestién con
papaina da F(ab)2 o Fab, mientras que la digestiéon con pepsina da F(ab')2 o Fab'. Como alternativa, se construyen
genes que codifican estos fragmentos de anticuerpo, y estos genes se pueden introducir en vectores de expresién y
luego se pueden expresar en células hospedadoras apropiadas (véase, p.ej., Co, M. S. et al., J. Immunol. (1994)
152, 2968-2976, Better, M. & Horwitz, A. H. Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496, Plueckthun, A. & Skerra,
A. Methods in Enzymology (1989) 178, 497-515, Lamoyi, E., Methods in Enzymology (1986) 121, 652-663,
Rousseauy, J. et al., Methods in Enzymology (1986) 121, 663-669, Bird, R. E. et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

El uso de un enfoque de ingenieria genética para los fragmentos de anticuerpos obtenidos enzimaticamente puede
eliminar una porcién arbitraria del anticuerpo. El anticuerpo de bajo peso molecular de acuerdo con la presente
invencién puede carecer de una region arbitraria siempre que el fragmento de anticuerpo resultante tenga afinidad
de unién por DLL3.

i) Diacuerpo

El diacuerpo se refiere a un fragmento de anticuerpo bivalente construido mediante fusion génica (p.ej., Holliger P et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993), EP404.097 y WO 93/11161). El diacuerpo es un dimero que
comprende dos cadenas polipeptidicas. Habitualmente, cada una de las cadenas polipeptidicas que constituyen el
dimero comprende regiones variables de la cadena pesada y ligera unidas a través de un enlazador en la misma
cadena. El enlazador en el diacuerpo es generalmente demasiado corto para permitir el emparejamiento entre
regiones las variables de la cadena pesada y ligera en la misma cadena. Especificamente, el nimero de restos de
aminoacidos que constituyen el enlazador es, por ejemplo, aproximadamente 5 restos. Por lo tanto, las regiones
variables de la cadena pesada y ligera codificadas en la misma cadena polipeptidica no pueden formar juntas un
fragmento de regién variable monocatenario. En cambio, forman un dimero emparejando con otro fragmento de
regién variable de la cadena sencilla. Como resultado, el diacuerpo tiene dos sitios de unién al antigeno.

i) scFv

El scFv se obtiene uniendo las regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo. En el scFv, las
regiones variables de la cadena pesada y ligera se unen a través de un enlazador, preferiblemente, un enlazador
peptidico (Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 1988, 85, 5879-5883). Las regiones variables de la
cadena pesada y ligera en el scFv pueden derivarse de cualquiera de los anticuerpos descritos en la presente
memoria descriptiva. El enlazador peptidico que une las regiones variables no esta particularmente limitado. Por
ejemplo, se puede usar un péptido arbitrario de cadena sencilla de aproximadamente 3 a 25 restos como enlazador.
Especificamente, por ejemplo, se puede usar un enlazador peptidico descrito mas adelante.

Las regiones variables de ambas cadenas se pueden unir, por ejemplo, mediante PCR. Primero, de las secuencias
de ADN que codifican la cadena pesada o la region variable de la cadena pesada del anticuerpo y las secuencias de
ADN que codifican la cadena ligera o la region variable de la cadena ligera del anticuerpo, los ADN que codifican la
secuencia de aminoacidos completa o parcial deseada se usan como moldes para unir las regiones variables por
PCR.
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El ADN que codifica la region variable de la cadena pesada y el ADN que codifica la region variable de la cadena
ligera se amplifican por separado mediante PCR usando un par de cebadores que tienen secuencias que
corresponden a ambas secuencias terminales de cada ADN a amplificar. Posteriormente, se prepara el ADN que
codifica la parte del enlazador peptidico. EI ADN que codifica el enlazador peptidico también puede sintetizarse
usando PCR. Las secuencias de nucleétidos que se pueden unir al producto de amplificaciéon de cada region
variable sintetizada por separado se afiaden respectivamente a las secuencias 5' de los cebadores usados en esta
PCR. Posteriormente, la reaccidon de PCR se realiza usando cada ADN de [ADN de la regién variable de la cadena
pesada] - [ADN del enlazador peptidico] - [ADN de la region variable de la cadena ligera] y cebadores para la PCR
de ensamblaje.

Los cebadores para la PCR de ensamblaje comprenden la combinacion de un cebador de hibridacion con la
secuencia 5' del [ADN de la region variable de la cadena pesada] y un cebador de hibridacién con la secuencia 3' del
[ADN de la region variable de la cadena ligera]. Especificamente, los cebadores para la PCR de ensamblaje son un
conjunto de cebadores que es capaz de amplificar el ADN que codifica la secuencia de longitud completa del scFv a
sintetizar. Por el contrario, el [ADN del enlazador peptidico] contiene una secuencia de nucleétidos adicional que se
puede unir a cada ADN de la region variable. Como resultado, estos ADN se unen y, adicionalmente, se preparan
finalmente en un producto de amplificacion de scFv de longitud completa usando los cebadores para la PCR de
ensamblaje. Una vez que se prepara el ADN que codifica scFv, se pueden obtener vectores de expresion que
contienen este ADN y células transformadas con los vectores de expresion (células recombinantes) de acuerdo con
un método rutinario. Ademas, las células recombinantes resultantes se pueden cultivar para la expresion del ADN
que codifica scFv para obtener el scFv.

iii) scFv-Fc

El scFv-Fc es un anticuerpo de bajo peso molecular que comprende una region Fc fusionada a scFv (Cellular &
Molecular Immunology 2006; 3: 439-443). El origen del scFv utilizado en el scFv-Fc no esta particularmente limitado,
y, por ejemplo, se puede usar scFv derivado de IgM. Ademas, el origen del Fc no esta particularmente limitado, vy,
por ejemplo, se puede usar Fc derivado de IgG humana (IgG1 humana, etc.). Por tanto, los ejemplos de un aspecto
preferible del scFv-Fc pueden incluir scFv-Fc que comprende un fragmento scFv de anticuerpo IgM unido a CH2 (por
ejemplo, Cy2) y CH3 (por ejemplo, Cy3) de IgG1 humana a través de la region bisagra (Hy) de IgG1 humana.

iv) sc(Fv)2

El sc(Fv) 2 es un anticuerpo de bajo peso molecular que tiene una Unica cadena que comprende dos regiones
variables de la cadena pesada (VH) y dos regiones variables de la cadena ligera (VL) unidas a través de
enlazadores o similares (Hudson et al., J Immunol. Methods 1999; 231: 177-189). El sc(Fv)2 se puede preparar, por
ejemplo, uniendo scFvs a través de un enlazador. En general, se necesitan tres enlazadores para unir cuatro
regiones variables de anticuerpos.

Ademas, el sc(Fv)2 es preferiblemente un anticuerpo en el que dos VH y dos VL se alinean como VH, VL, VH y VL
(es decir, [VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]) en este orden comenzando en el extremo N del
polipéptido monocatenario.

El orden de dos VH y dos VL no esta particularmente limitado a la disposicién descrita anteriormente y puede ser de
cualquier orden de disposicion. Ejemplos del mismo también pueden incluir las siguientes disposiciones:

[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]
[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]
[VH]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VL]
[VL]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VH]
[VL]-enlazador-[VH]-enlazador-[VL]-enlazador-[VH]

Por ejemplo, se puede usar un enlazador peptidico arbitrario o un enlazador compuesto sintético (p. €j., enlazadores
divulgados en la referencia Protein Engineering, 9 (3), 299-305, 1996) que se puede introducir mediante ingenieria
genética, como el enlazador que une las regiones variables del anticuerpo. Se puede usar una pluralidad de los
mismos o diferentes enlazadores. En la presente invencion, el enlazador peptidico es preferible. La longitud del
enlazador peptidico no esta particularmente limitada y puede seleccionarse apropiadamente por los expertos en la
materia de acuerdo con el propésito. EI nimero de restos de aminoacidos que constituyen el enlazador peptidico es
habitualmente de 1 a 100 aminoacidos, preferiblemente de 3 a 50 aminoacidos, mas preferiblemente de 5 a 30
aminoacidos, particularmente preferiblemente de 12 a 18 aminoécidos (por ejemplo, 15 aminoacidos).

La secuencia de aminoacidos que constituye el enlazador peptidico puede ser una secuencia arbitraria siempre que
esta secuencia no inhiba el efecto de unién del scFv. Por ejemplo, las siguientes secuencias de aminoacidos se
pueden usar para el enlazador peptidico:

Ser
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Gly - Ser

Gly - Gly - Ser

Ser - Gly - Gly

Gly - Gly - Gly - Ser (SEQ ID NO: 61)

Ser - Gly - Gly - Gly (SEQ ID NO: 62)

Gly - Gly - Gly - Gly - Ser (SEQ ID NO: 63)

Ser - Gly - Gly - Gly - Gly (SEQ ID NO: 64)

Gly - Gly - Gly - Gly - Gly - Ser (SEQ ID NO: 65)

Ser - Gly - Gly - Gly - Gly - Gly (SEQ ID NO: 66)

Gly - Gly - Gly - Gly - Gly - Gly - Ser (SEQ ID NO: 67)
Ser - Gly - Gly - Gly - Gly - Gly - Gly (SEQ ID NO: 68)
(Gly - Gly - Gly - Gly - Ser) n

(Ser-Gly - Gly - Gly - Gly) n

[n representa un nimero entero de 1 0 mas].

La secuencia de aminoacidos del enlazador peptidico puede seleccionarse apropiadamente por los expertos en la
materia de acuerdo con el propdsito. Por ejemplo, el nimero entero n que determina la longitud del enlazador
peptidico es habitualmente de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 3, mas preferiblemente de 1 o 2.

Por consiguiente, los ejemplos de un aspecto particularmente preferible del sc(Fv)2 que puede emplearse en una
composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion pueden incluir los siguientes sc(Fv)2:

[VH]-enlazador peptidico (15 aminoacidos)-[VL]-enlazador peptidico (15 aminoacidos)-[VH] enlazador peptidico
(15 aminoécidos)-[VL].

Como alternativa, las regiones variables también se pueden unir utilizando el enlazador sintetizado quimicamente
(agente de reticulacién quimica). Los agentes de reticulacion habitualmente usados en la reticulacién de compuestos
peptidicos o similares se pueden usar en la presente invencion. Por ejemplo, los agentes de reticulacién quimica
como se muestran a continuacion son conocidos en la técnica. Estos agentes de reticulacion estan disponibles
comercialmente:

N-hidroxisuccinimida (NHS),

suberato de disuccinimidilo (DSS),

suberato de bis(sulfosuccinimidilo) (BS3),

ditiobis(propionato de succinimidilo) (DSP),

ditiobis(propionato de sulfosuccinimidilo) (DTSSP),

etilenglicol bis(succinato de succinimidilo) (EGS),

etilenglicol bis(succinato de sulfosuccinimidilo) (sulfo-EGS),

tartrato de disuccinimidilo (DST), tartrato de disulfosuccinimidilo (sulfo-DST),
bis[2-(succinimidoxicarboniloxi)etil]sulfona (BSOCOES), y
bis[2-(sulfosuccinimidoxicarboniloxi)etil]sulfona (sulfo-BSOCOES), etc.

Actividad del anticuerpo anti-DLL3
(1) Actividad citotéxica

Para el tratamiento de enfermedades proliferativas celulares tales como el cancer, se prefiere que el anticuerpo
mantenga su actividad efectora. Especificamente, el anticuerpo preferible de acuerdo con la presente invencion tiene
una afinidad de unién por DLL3 y funciones efectoras. El anticuerpo empleado tiene actividad citotoxica. Las
funciones efectoras del anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de la invencién pueden abarcar una
actividad citotdxica celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y una actividad citotéxica dependiente del
complemento (CDC). El anticuerpo terapéutico empleado en una composicién farmacéutica de la invenciéon puede
poseer de manera particularmente preferible una actividad ADCC como funciones efectoras.

El anticuerpo usado para el propdsito terapéutico es un anticuerpo que tiene una actividad citotoxica.

Los ejemplos de la actividad citotoxica de acuerdo con la presente invencion pueden incluir actividades ADCC y
CDC. En la presente invencidn, la actividad ADCC implica la actividad de dafiar células diana a través de la union de
las células que llevan el receptor Fcy (inmunocitos, etc.) a través de los receptores Fcy a los dominios Fc de
anticuerpos unidos especificamente a los antigenos de la superficie celular de las células diana. Por otro lado, la
actividad CDC implica una actividad citotoxica mediada por el sistema del complemento.

Si el anticuerpo anti-DLL3 tiene o no una actividad ADCC o tiene una actividad CDC, se puede determinar mediante
un método conocido en la técnica (por ejemplo, Current protocols in Immunology, Chapter 7. Immunologic studies in
humans, Editor, John E, Coligan et al., John Wiley & Sons, Inc., (1993)). Especificamente, se preparan primero las
células efectoras, una solucion de complemento y las células diana.
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i) Preparacion de las células efectoras

Se extirpan los bazos de ratones CBA/N o similares, y las células del bazo se separan de los mismos en un medio
RPMI1640 (fabricado por Invitrogen Corp.). Las células se pueden lavar con este medio que contiene 10 % de suero
fetal bovino (FBS, fabricado por HyClone Laboratories, Inc.) y luego se ajusta a una concentracion celular de 5 x 10°
células/ml para preparar células efectoras.

i) Preparacion de la solucion del complemento

El complemento Baby Rabbit (fabricado por CEDARLANE Laboratories Ltd.) se puede diluir 10 veces con un medio
(fabricado por Invitrogen Corp.) que contiene 10 % de FBS para preparar una solucion de complemento.

iii) Preparacion de las células diana

Las células que expresan las proteinas DLL3 se pueden cultivar a 37 °C durante 1 hora, junto con *1Cr-cromato
sédico 0,2 mCi (fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Corp.), en un medio DMEM que contiene 10 % de FBS
para marcar radiactivamente las células diana. Las células transformadas con genes que codifican la proteina DLL3,
las lineas celulares de cancer de pulmén microcitico o similares se pueden usar como las células que expresan las
proteinas DLL3. Las células asi marcadas radiactivamente pueden lavarse tres veces con un medio RPMI1640 que
contiene 10 % de SFB y ajustarse a una concentracion celular de 2x10° células/ml para preparar las células diana.

La actividad ADCC o CDC puede analizarse e mediante el método descrito a continuacion. Para el ensayo de
actividad ADCC, las células diana y el anticuerpo anti-DLL3 (50 ul cada uno) se afiaden a una placa de 96 pocillos
con fondo en U (fabricada por Becton, Dickinson and Company) y se hacen reaccionar durante 15 minutos en hielo.
A continuacion, se afiaden 100 pl de las células efectoras a la placa, y las células se cultivan durante 4 horas en una
incubadora de CO». La concentracion final del anticuerpo se establece en 0 o 10 ug/ml. Después del cultivo, se
recogen 100 ul del sobrenadante y se mide la radioactividad usando un contador gamma (COBRA 1l AUTO-GAMMA,
MODELO D5005, fabricado por Packard Instrument Company). La actividad citotoxica (%) puede calcularse
basandose en la férmula de calculo (A - C)/(B - C) x 100 usando el valor obtenido. En la férmula, A representa la
radiactividad (cpm) de cada muestra; B representa la radioactividad (cpm) de una muestra complementada con NP-
40 al 1 % (fabricado por Nacalai Tesque, Inc.); y C representa la radiactividad (cpm) de una muestra que contiene
solo las células diana.

Por otro lado, para el ensayo de actividad de CDC, las células diana y el anticuerpo anti-DLL3 (50 pl cada uno) se
afiaden a una placa de 96 pocillos de fondo plano (fabricada por Becton, Dickinson and Company) y reaccionan
durante 15 minutos sobre hielo. A continuacién, se afiaden 100 pl de la solucién del complemento a la placa, y las
células se cultivan durante 4 horas en una incubadora de CO.. La concentracion final del anticuerpo se establece en
0 o 3 pg/ml. Después del cultivo, se recogen 100 pl del sobrenadante y se mide la radiactividad usando un contador
gamma. La actividad citotdxica se puede calcular de la misma manera que en el ensayo de actividad ADCC.

Por el contrario, en el ensayo de actividad citotoxica utilizando conjugados de anticuerpos, las células diana y los
conjugados de anticuerpo anti-DLL3 (50 ul cada uno) se afiaden a una placa de 96 pocillos de fondo plano
(fabricada por Becton, Dickinson and Company) y reaccionan durante 15 minutos en hielo. Las células se cultivan
durante 1 a 4 horas en una incubadora de CO». La concentracion final del anticuerpo se establece en 0 o 3 pg/ml.
Después del cultivo, se recogen 100 pl del sobrenadante y se mide la radioactividad usando un contador gamma. La
actividad citotdxica se puede calcular de la misma manera que en el ensayo de actividad ADCC.

(2) Anticuerpo conjugado

El anticuerpo puede conjugarse con una sustancia citotdxica tal como un agente quimioterapéutico, un péptido téxico
0 un producto quimico radiactivo. Dicho anticuerpo modificado (en lo sucesivo, denominado conjugado de
anticuerpo) se puede obtener modificando quimicamente el anticuerpo obtenido. Un método para la modificacién del
anticuerpo ya esta establecido en la técnica.

Los ejemplos del agente quimioterapéutico cuya actividad citotoxica funciona a través de la conjugacién con el
anticuerpo anti-DLL3 pueden incluir los siguientes agentes quimioterapéuticos: azaribina, anastrozol, azacitidina,
bleomicina, bortezomib, briostatina-1, busulfan, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, carmustina, celebrex,
clorambucilo, cisplatino, irinotecan, carboplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, docetaxel,
dactinomicina, daunomicina glucurénido, daunorrubicina, dexametasona, dietilestilbestrol, doxorrubicina, glucurénido
de doxorrubicina, epirrubicina, etinilestradiol, estramustina, etopésido, glucurénido etopésido, floxuridina, fludarabina,
flutamida, fluorouracilo, fluoximesterona, gemcitabina, caproato de hidroxiprogesterona, hidroxiurea, idarrubicina,
ifosfamida, leucovorina, lomustina, mecloretamina, acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol, melfalan,
mercaptopurina, metotrexato, mitoxantrona, mitramicina, mitomicina, mitotano, fenilbutirato, prednisona,
procarbazina, paclitaxel, pentostatina, semustina, estreptozocina, tamoxifeno, taxanos, taxol, propionato de
testosterona, talidomida, tioguanina, tiotepa, tenipésido, topotecan, mostaza de uracilo, vinblastina, vinorrelbina,
vincristina.
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El agente quimioterapéutico es preferiblemente un agente quimioterapéutico de bajo peso molecular. Es poco
probable que el agente quimioterapéutico de bajo peso molecular interfiera con las funciones del anticuerpo incluso
después de su conjugacion con el anticuerpo. En la presente invencion, el agente quimioterapéutico de bajo peso
molecular habitualmente tiene un peso molecular de 100 a 2000, preferiblemente de 200 a 1000. Todos los agentes
guimioterapéuticos ilustrados anteriormente son agentes quimioterapéuticos de bajo peso molecular. Estos agentes
quimioterapéuticos de acuerdo con la presente invencidn abarcan profarmacos que se convierten in vivo en agentes
quimioterapéuticos activos. La activacion del profarmaco puede ser por conversion enzimatica o conversion no
enziméatica.

Ademas, el anticuerpo puede modificarse con el péptido téxico. Los ejemplos del péptido téxico pueden incluir los
siguientes: cadena de la toxina A de la difteria (Langone J. J., et al., Methods in Enzymology, 93, 307-308, 1983),
exotoxina de Pseudomonas (Nature Medicine, 2, 350-353, 1996), cadena A de la ricina (Fulton R. J., et al., J. Biol.
Chem., 261, 5314-5319, 1986; Sivam G., et al., Cancer Res., 47, 3169-3173, 1987; Cumber A. J. et al., J. Immunol.
Methods, 135, 15-24, 1990; Wawrzynczak E. J., et al., Cancer Res., 50, 7519-7562, 1990; Gheeite V., et al., J.
Immunol. Methods, 142, 223-230, 1991); cadena A de la ricina deglicosilada (Thorpe P. E., et al., Cancer Res., 47,
5924-5931, 1987); cadena A de la abrina (Wawrzynczak E. J., et al., Br. J. Cancer, 66, 361-366, 1992; Wawrzynczak
E. J., et al., Cancer Res., 50, 7519-7562, 1990; Sivam G., et al., Cancer Res., 47, 3169-3173, 1987; Thorpe P. E., et
al., Cancer Res., 47, 5924-5931, 1987); gelonina (Sivam G., et al., Cancer Res., 47, 3169-3173, 1987; Cumber A. J.
et al., J. Immunol. Methods, 135, 15-24, 1990; WawrzynczakE. J., et al., Cancer Res., 50, 7519-7562, 1990;
Bolognesi A., et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992) ; PAP-s; proteina antiviral de semillas de fitolaca
(Bolognesi A, et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992); briodina (Bolognesi A, et al., Clin. exp. Immunol., 89,
341-346, 1992); saporina (Bolognesi A., et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992); momordina (Cumber A. J., et
al., J. Immunol. Methods, 135, 15-24, 1990; Wawrzynczak E. J., et al., Cancer Res., 50, 7519-7562, 1990; Bolognesi
A., et al,, Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992); momorcochina (Bolognesi A., et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-
346, 1992); diantina 32 (Bolognesi A, et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992); diantina 30 (Stirpe F., Barbieri
L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); modecina (Stirpe F., Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); viscumina (Stirpe F.,
Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); volkesina (Stirpe F., Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); dodecandrina
(Stirpe F., Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); tritina (Stirpe F., Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); luffina
(Stirpe F., Barbieri L., FEBS letter 195, 1-8, 1986); trichokirina (Casellas P., et al., Eur. J. Biochem. 176, 581-588,
1988; Bolognesi A, et al., Clin. exp. Immunol., 89, 341-346, 1992).

En la presente invencion, el producto quimico radiactivo se refiere a un producto quimico que contiene un
radioisotopo. El radioisc')togo no esta Particularmente limitado, y se puede usar cualquier radiois6topo. Por ejemplo,
se pueden usar P, *c, ¥, °H, ®*!, *°Re 0 *®Re.

En otro aspecto, se pueden usar uno o dos 0 mas agentes quimioterapéuticos de bajo peso molecular y uno o dos o
mas péptidos téxicos en combinacién en la modificacion del anticuerpo. El anticuerpo anti-DLL3 puede conjugarse
con el agente quimioterapéutico de bajo peso molecular a través de un enlace covalente o no covalente. Un método
para preparar dicho anticuerpo conjugado con agente quimioterapéutico es conocido en la técnica.

Un agente proteinico o toxina se puede conjugar con el anticuerpo mediante un enfoque de ingenieria genética.
Especificamente, por ejemplo, el ADN que codifica el péptido téxico y el ADN que codifica el anticuerpo anti-DLL3 se
fusionan en el marco entre si, y este ADN fusionado se puede incorporar en vectores de expresion para construir
vectores recombinantes. Los vectores se introducen en células hospedadoras apropiadas, y las células
transformadas resultantes se cultivan. Las células pueden expresar el inserto de ADN para obtener anticuerpos anti-
DLL3 conjugados con péptidos téxicos como proteinas de fusién. Para obtener proteinas de fusidn con anticuerpos,
el agente proteinico o toxina generalmente se localiza en el lado C-terminal del anticuerpo. Se puede permitir que un
enlazador peptidico intervenga entre el anticuerpo y el agente proteinico o toxina.

(3) Anticuerpo biespecifico

Ademas, el anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser un anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico se refiere a un anticuerpo que tiene, en la misma molécula de anticuerpo,
regiones variables que reconocen diferentes epitopos. En la presente invencion, el anticuerpo biespecifico puede
tener sitios de unién al antigeno que reconocen diferentes epitopos en la molécula de DLL3. Por lo tanto, dos de
tales moléculas de anticuerpo biespecificas pueden unirse a una molécula de DLL3. Como resultado, se puede
esperar un efecto citotoxico mas fuerte.

Como alternativa, el anticuerpo biespecifico presente en una composicion farmacéutica de la presente invencion
puede tener sitios de union al antigeno, uno de los cuales reconoce DLL3 y el otro reconoce una sustancia
citotoxica. La sustancia citotoxica abarca especificamente, por ejemplo, un agente quimioterapéutico, un péptido
téxico y un producto quimico radiactivo. Tal anticuerpo biespecifico se une a las células que expresan DLL3,
mientras que captura la sustancia citotoxica. Como resultado, se puede permitir que la sustancia citotéxica actle
directamente sobre las células que expresan DLL3. Especificamente, el anticuerpo biespecifico que reconoce la
sustancia citotéxica puede dafar especificamente las células tumorales e inhibir el crecimiento de las células
tumorales.
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Ademas, en la presente invencion, se puede usar un anticuerpo biespecifico que comprende un sitio de unién a
DLL3 combinado con un sitio de unién al antigeno que reconoce un antigeno distinto de DLL3. El sitio de unién a
antigeno que puede combinarse con un anticuerpo biespecifico de este tipo reconoce, por ejemplo, un antigeno que
se expresa especificamente en la superficie de las células cancerosas diana, como con DLL3, pero es diferente de
DLL3.

Un método para producir el anticuerpo biespecifico es conocido en la técnica. Por ejemplo, dos anticuerpos que
difieren en el antigeno reconocido de ese modo pueden unirse para preparar el anticuerpo biespecifico. Cada uno de
los anticuerpos unidos puede ser 1/2 molécula que tiene cadenas pesadas y ligeras o puede ser una 1/4 de
molécula que consiste en cadenas pesadas. Como alternativa, se pueden fusionar diferentes hibridomas
productores de anticuerpos monoclonales para preparar células de fusion que producen anticuerpos biespecificos.
Ademas, el anticuerpo biespecifico se puede preparar mediante un enfoque de ingenieria genética.

La actividad de union al antigeno del anticuerpo se puede determinar usando medios conocidos en la técnica
(Antibodies A Laboratory Manual. Ed Harlow, David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Por ejemplo, puede
usarse ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), EIA (inmunoensayo enzimatico), RIA
(radioinmunoensayo) o fluoroinmunoensayo.

(4) Modificacién de la cadena de azucar

El anticuerpo empleado en una composicion farmacéutica de la presente invencién puede ser un anticuerpo que
tiene una cadena de azlicar modificada. Se sabe que las actividades citotoxicas de los anticuerpos se pueden
potenciar modificando sus cadenas de azucar. Por ejemplo, en la técnica se conocen anticuerpos glicosilados (WO
99/54342, etc.), anticuerpos deficientes en fucosa afiadidos a sus cadenas de azucar (WO 00/61739, WO 02/31140,
etc.) y anticuerpos que tienen una cadena de azucar que tiene GIcNAc bisecante (WO 02/79255, etc.) como el
anticuerpo que tiene una cadena de azlcar modificada.

(5) Actividad de internalizacion

Ademas, el anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la presente invencién puede tener una
actividad de internalizacion. En la presente invencion, el “anticuerpo que tiene una actividad de internalizacion”
significa un anticuerpo que se transporta a las células (citoplasmas, vesiculas, otros organulos, etc.) a través de su
unién a DLL3.

Si el anticuerpo tiene o0 no una actividad de internalizaciéon puede confirmarse mediante un método generalmente
conocido por los expertos en la materia y puede confirmarse mediante, por ejemplo, un método que implica poner en
contacto anticuerpos anti-DLL3 unidos al material de marcaje con células que expresan DLL3 y confirmar si el
material de marcaje esta incorporado o no en las células, o un método que implica poner en contacto anticuerpos
anti-DLL3 conjugados con sustancia citotoxica con células que expresan DLL3 y confirmar si se induce o no la
muerte de las células que expresan DLL3.

Mas especificamente, la actividad de internalizacién del anticuerpo anti-DLL3 puede analizarse mediante, por
ejemplo, un método descrito en los Ejemplos.

El anticuerpo que tiene una actividad de internalizacion puede conjugarse, por ejemplo, con la sustancia citotoxica y
usarse como una composicion farmacéutica tal como un agente anticanceroso descrito mas adelante.

Preparacion de anticuerpo anti-DLL3
1. Preparacién de anticuerpo anti-DLL3 usando hibridoma productor de anticuerpos monoclonales

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se pueden preparar de acuerdo con una técnica conocida
en la técnica de la siguiente manera: primero, los animales se inmunizan con proteinas DLL3 o péptidos parciales de
los mismos (que se describirdn mas adelante) usados como antigenos sensibilizantes de acuerdo con un método de
inmunizacién habitual. Los inmunocitos obtenidos se fusionan con células parentales conocidas en la técnica
mediante un método de fusion celular habitual para obtener hibridomas. Estos hibridomas se rastrean
adicionalmente para detectar células que producen el anticuerpo de interés mediante un método de seleccion
habitual para seleccionar hibridomas que producen el anticuerpo anti-DLL3. El anticuerpo monoclonal anti-DLL3
deseado se obtiene a partir de los hibridomas seleccionados. Especificamente, el anticuerpo monoclonal anti-DLL3
se prepara de la siguiente manera:

(1) Preparacion de la proteina DLL3
Primero, los genes DLL3 pueden expresarse para obtener proteinas DLL3 usadas como antigenos sensibilizantes

para la obtencién de anticuerpos. Especificamente, la secuencia del gen que codifica la DLL3 se inserta en vectores
de expresion conocidos en la técnica, con los que luego se transforman las células hospedadoras apropiadas. A
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continuacién, las proteinas humanas DLL3 de interés se purifican a partir de las células hospedadoras o un
sobrenadante de cultivo de las mismas mediante un método conocido en la técnica. Las proteinas DLL3 naturales
purificadas o las proteinas de fusién que comprenden el polipéptido parcial deseado de la proteina DLL3 fusionada
con un polipéptido diferente pueden usarse como inmundgenos. Por ejemplo, los fragmentos Fc de anticuerpo,
etiquetas peptidicas, etc. se pueden usar para producir las proteinas de fusién usadas como inmunégenos. Los
vectores de expresion para las proteinas de fusiéon se pueden preparar fusionando, en el marco, dos o mas genes
que codifican respectivamente los fragmentos polipeptidicos deseados e insertando este gen de fusion en vectores
de expresion. El método para preparar las proteinas de fusion se describe en Molecular Cloning 2nd ed. (Sambrook,
J. et al., Molecular Cloning 2nd ed., 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. Prensa, 1989).

Las proteinas DLL3 asi purificadas se pueden usar como antigenos sensibilizantes para la inmunizacién de
mamiferos. Los péptidos parciales de DLL3 también pueden usarse como antigenos sensibilizantes. Por ejemplo, los
siguientes péptidos se pueden usar como antigenos sensibilizantes:

La region y el tamafio del péptido parcial de DLL3 utilizado no estan limitados. EI nimero de aminoacidos que
constituyen el péptido que sirve como antigeno sensibilizante es preferiblemente al menos 3 0 mas, por ejemplo, 5 0
mas o0 6 0 mas. Mas especificamente, se pueden usar péptidos de 8 a 50 restos, preferiblemente de 10 a 30 restos
como antigenos sensibilizantes.

(2) Inmunizacién con proteina DLL3

Los mamiferos se inmunizan con las proteinas DLL3 o sus péptidos parciales como antigenos sensibilizantes. Los
mamiferos inmunizados no estan particularmente limitados. Para obtener el anticuerpo monoclonal por el método de
fusion celular, se prefiere que los animales inmunizados se seleccionen teniendo en cuenta la compatibilidad con las
células parentales utilizadas en la fusion celular. En general, los roedores son preferibles como los animales
inmunizados. Especificamente, se pueden usar ratones, ratas, hamsters o conejos como animales inmunizados.
Ademas, se pueden usar monos o similares como animales inmunizados.

Estos animales pueden inmunizarse con los antigenos sensibilizantes de acuerdo con un método conocido en la
técnica. Por ejemplo, un método general puede implicar la inmunizacion de los mamiferos con los antigenos
sensibilizantes mediante inyeccion intraperitoneal o subcutanea. Especificamente, los antigenos sensibilizantes se
administran a los mamiferos varias veces a intervalos de 4 a 21 dias. Los antigenos sensibilizantes se diluyen con
PBS (solucién salina tamponada con fosfato), solucién salina o similares en una relacion de dilucion apropiada y se
usan en la inmunizacién. Ademas, los antigenos sensibilizantes se pueden administrar junto con un adyuvante. Por
ejemplo, los antigenos se pueden mezclar con un adyuvante completo de Freund para la emulsificacion para
preparar antigenos sensibilizantes. Ademas, se puede usar un vehiculo apropiado en la inmunizacion con los
antigenos sensibilizantes. Particularmente, cuando se usan péptidos parciales que tienen un peso molecular
pequefio como antigenos sensibilizantes, se prefiere que los péptidos antigénicos sensibilizantes se unan a
proteinas vehiculo tales como la albimina o la hemocianina de la lapa californiana y se usen en la inmunizacion.

(3) Inmunizacion con ADN

El anticuerpo monoclonal también se puede obtener mediante inmunizacion con ADN. La inmunizacion con ADN es
un método de inmunoestimulacién que implica: inmunizar animales mediante la administracion de ADN vector que
se ha construido en una forma capaz de expresar genes que codifican proteina antigénica en los animales
inmunizados; y permitir que los animales inmunizados expresen los antigenos inmunizantes in vivo. Se puede
esperar que la inmunizacion con ADN sea superior a los métodos generales de inmunizacion usando la
administracion de antigenos proteicos de la siguiente manera:

— pueda proporcionar inmunoestimulacion con estructuras de proteinas de membrana (por ejemplo, DLL3)
mantenidas; y
— elimine la necesidad de purificar antigenos inmunizantes.

Para obtener el anticuerpo monoclonal que se usara en la presente invencion mediante la inmunizacién con ADN,
primero, los animales se inmunizan mediante la administracion del ADN del vector de expresion de la proteina DLL3.
El ADN que codifica DLL3 se puede sintetizar mediante un método conocido en la técnica tal como PCR. El ADN
obtenido se inserta en vectores de expresion apropiados, con los cuales los animales se inmunizan mediante
administracion. Por ejemplo, los vectores de expresion comercializados, tales como pcDNAS3.1, pueden usarse como
los vectores de expresion. Del mismo modo, un método generalmente usado puede usarse para administrar los
vectores a los animales. Por ejemplo, particulas de oro con los vectores de expresion adsorbidos se pueden insertar
en las células usando una pistola de genes para realizar la inmunizacién de ADN.

(4) Preparacion del hibridoma

Se confirma un aumento en la cantidad del anticuerpo deseado en el suero de los mamiferos asi inmunizados.
Seguidamente, los inmunocitos se recogen de los mamiferos y se someten a fusion celular. Particularmente, las

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2674420 T3

células del bazo se pueden usar como inmunocitos preferidos.

Las células de mieloma de mamifero se usan en la fusién celular con los inmunocitos. Se prefiere que las células de
mieloma tengan un marcador de seleccién apropiado para el cribado. El marcador de seleccién se refiere a un
caracter que puede sobrevivir (0 no puede sobrevivir) en condiciones de cultivo particulares. Por ejemplo, la
deficiencia de hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (en lo sucesivo, abreviado como deficiencia de HGPRT) o
deficiencia de timidina quinasa (en lo sucesivo, abreviado como deficiencia de TK) es conocida en la técnica como el
marcador de seleccién. Las células que tienen la deficiencia de HGPRT o TK son sensibles a la hipoxantina-
aminopterin-timidina (en lo sucesivo, abreviado como sensible a HAT). Las células sensibles a HAT se destruyen en
un medio selectivo de HAT porque no pueden sintetizar ADN. Por el contrario, estas células, cuando se fusionan con
células normales, pueden crecer incluso en el medio selectivo HAT porque pueden continuar la sintesis de ADN
mediante el uso de la ruta silvestre de las células normales.

Las células que tienen la deficiencia de HGPRT o TK se pueden seleccionar en un medio que contenga 6-tioguanina
u 8-azaguanina (en lo sucesivo, abreviado como 8AG) para la deficiencia de HGPRT o 5'-bromodesoxiuridina para la
deficiencia de TK. Las células normales se destruyen en dicho medio porque incorporan estos analogos de
pirimidina en sus ADN. Por el contrario, las células deficientes en estas enzimas pueden sobrevivir en el medio
selectivo porque no pueden incorporar los analogos de pirimidina en si mismas. Ademas, un marcador de seleccién
denominado resistencia a G418 imparte a las células resistencia al antibidtico 2-desoxiestreptamina (analogo de
gentamicina) a través de un gen de resistencia a la neomicina. En la técnica se conocen diversas células de
mieloma adecuadas para la fusion celular. Por ejemplo, las siguientes células de mieloma se pueden usar en la
produccion del anticuerpo monoclonal para uso en composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
invencion:

P3 (P3x63Ag8. 653) (J. Immunol. (1979) 123, 1548-1550),

P3x63Ag8U. 1 (Current Topics in Microbiology and Immunology (1978) 81, 1-7),
NS-1 (Kohler. G. and Milstein, C. Eur. J. Immunol. (1976) 6, 511-519),

MPC-11 (Margulies. D. H. et al., Cell (1976) 8, 405-415),

SP2/0 (Shulman, M. et al., Nature (1978) 276, 269-270),

FO (de St. Groth, S. F. et al., J. Immunol. Methods (1980) 35, 1-21),

S194 (Trowbridge, I. S. J. Exp. Med. (1978) 148, 313-323),

R210 (Galfre, G. et al., Nature (1979) 277, 131-133) o similares.

Basicamente, la fusion celular de los inmunocitos con las células de mieloma se realiza de acuerdo con un método
conocido en la técnica, por ejemplo, el método de Kohler y Milstein et al. (Kohler. G. y Milstein, C., Methods
Enzymol. (1981) 73, 3-46).

Mas especificamente, la fusion celular puede realizarse, por ejemplo, en un medio de cultivo nutriente habitual en
presencia de un promotor de fusion celular. Por ejemplo, se puede usar polietilenglicol (PEG) o el virus
hemaglutinante de Japén (HVJ) como el promotor de fusion. Ademas, se puede afiadir un auxiliar, tal como
dimetilsulfoxido, si se desea, para mejorar la eficacia de la fusion.

La relacion entre los inmunocitos y las células de mieloma utilizadas puede establecerse arbitrariamente. Por
ejemplo, se prefiere que la cantidad de inmunocitos se establezca de 1 a 10 veces mayor que la de las células de
mieloma. Por ejemplo, un medio de cultivo RPMI1640 o MEM adecuado para el crecimiento de la linea celular de
mieloma asi como un medio de cultivo habitual usado en este tipo de cultivo celular se puede usar como el medio de
cultivo en la fusion celular. Ademas, una solucion suplementada con suero (por ejemplo, suero de ternera fetal
(FCS)) se puede agregar al medio de cultivo.

Para la fusion celular, los inmunocitos y las células de mieloma se mezclan bien en las cantidades predeterminadas
en el medio de cultivo y luego se mezclan con una solucion de PEG precalentada a aproximadamente 37 °C para
formar las células de fusion (hibridomas) de interés. En el método de fusién celular, por ejemplo, generalmente se
puede afadir PEG con un peso molecular promedio del orden de 1000 a 6000 a una concentracion de 30 a 60 %
(p/v). Posteriormente, el medio de cultivo apropiado ejemplificado anteriormente se afiade secuencialmente a los
hibridomas, y la mezcla se centrifuga, seguido de la eliminacion del sobrenadante. Este procedimiento se repite para
eliminar los agentes de fusion celular o similares desfavorables para el crecimiento del hibridoma.

Los hibridomas asi obtenidos pueden seleccionarse mediante el uso de un medio de cultivo selectivo apropiado para
el marcador de seleccion de las células de mieloma utilizadas en la fusion celular. Por ejemplo, las células que
tienen la deficiencia de HGPRT o TK pueden seleccionarse cultivando los hibridomas en un medio de cultivo HAT
(medio de cultivo que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina). Especificamente, cuando se usan células de
mieloma sensibles a HAT en la fusion celular, solo las células fusionadas con éxito con células normales pueden
cultivarse selectivamente en el medio de cultivo HAT. El cultivo que utiliza el medio de cultivo HAT se continda
durante un tiempo lo suficientemente largo como para destruir células (células no fusionadas) distintas de los
hibridomas de interés. Especificamente, el cultivo generalmente puede realizarse durante unos pocos dias a unas
pocas semanas para seleccionar los hibridomas de interés. Posteriormente, los hibridomas que producen el
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anticuerpo de interés pueden cribarse y clonarse como clones individuales mediante un método de dilucién limitante
habitual.

El cribado del anticuerpo de interés y la clonacién como clones individuales del mismo se puede realizar
preferiblemente mediante un método de cribado basado en la reaccion antigeno-anticuerpo conocida en la técnica.
Por ejemplo, los antigenos se unen a un vehiculo tal como perlas hechas de poliestireno o similar o una placa de
microtitulacién de 96 pocillos comercializada y se hace reaccionar con el sobrenadante de cultivo de los hibridomas.
Posteriormente, el vehiculo se lava y luego se hace reaccionar con anticuerpos secundarios marcados con enzimas
o similares. Cuando el sobrenadante del cultivo contiene el anticuerpo de interés reactivo con los antigenos
sensibilizantes, los anticuerpos secundarios se unen al vehiculo a través de este anticuerpo. Finalmente, los
anticuerpos secundarios unidos al vehiculo pueden detectarse para determinar la presencia del anticuerpo de interés
en el sobrenadante del cultivo. Los hibridomas que producen el anticuerpo deseado capaz de unirse al antigeno se
pueden clonar mediante un método de dilucion limitante o similar. En esta seleccion, las proteinas DLL3 usadas en
la inmunizacién o las proteinas DLL3 sustancialmente idénticas a las mismas se pueden usar preferiblemente como
los antigenos. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan DLL3, DLL3 soluble, o similares se pueden usar como
los antigenos.

Un método descrito en la Publicacién Internacional N.° WO 03/104453 puede usarse en la produccién del anticuerpo
contra la DLL3 humana.

Asimismo, ademas del método para obtener los hibridomas inmunizando animales no humanos con los antigenos,
los linfocitos humanos pueden sensibilizarse con los antigenos para obtener el anticuerpo de interés.
Especificamente, los linfocitos humanos se sensibilizan primero con las proteinas DLL3 in vitro. Posteriormente, los
linfocitos sensibilizados se fusionan con las parejas de fusién apropiadas. Por ejemplo, las células de mieloma
derivadas de humanos capaces de dividirse a lo largo de sus vidas pueden usarse como parejas de fusion (véase la
Publicacion de Patente Japonesa N.° 1-59878).

Ademas, el anticuerpo humano anti-DLL3 también se puede obtener administrando las proteinas DLL3 como
antigenos a animales transgénicos que tienen todos los repertorios de genes de anticuerpos humanos o
inmunizando los animales con ADN que se ha construido para expresar DLL3 en los animales. Las células
productoras de anticuerpos de los animales inmunizados se pueden inmortalizar mediante tratamiento tal como
fusion celular con parejas de fusion apropiadas o infeccidon con el virus de Epstein-Barr. A partir de las células
inmortalizadas asi obtenidas, pueden aislarse anticuerpos humanos contra la proteina DLL3 (véanse las
publicaciones internacionales nimeros WO 94/25585, WO 93/12227, WO 92/03918 y WO 94/02602). Ademas, las
células inmortalizadas también se pueden clonar como células que producen anticuerpos que tienen la especificidad
de reaccion de interés. Cuando se utlizan animales transgénicos como animales inmunizados, los sistemas
inmunitarios de los animales reconocen la DLL3 humana como extrafia. Por lo tanto, los anticuerpos humanos contra
la DLL3 humana se pueden obtener facilmente.

(5) Obtencion del anticuerpo monoclonal a partir del hibridoma

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales asi preparados pueden subcultivarse en un medio de
cultivo habitual. Ademas, los hibridomas también se pueden almacenar durante un largo periodo en nitrégeno
liquido.

Los hibridomas se cultivan segiin un método habitual, y el anticuerpo monoclonal de interés se puede obtener a
partir del sobrenadante de cultivo del mismo. Como alternativa, los hibridomas se administran a mamiferos
compatibles con los mismos y se multiplican, y el anticuerpo monoclonal también se puede obtener en forma de
fluidos asciticos. El primer método es adecuado para obtener anticuerpos altamente puros.

2. Preparacion de anticuerpos anti-DLL3 mediante un enfoque de ingenieria genética
(1) Clonacién del gen del anticuerpo

El anticuerpo puede prepararse mediante un enfoque de ingenieria genética usando genes de anticuerpos clonados
a partir de células productoras de anticuerpos. Los genes de anticuerpos clonados pueden incorporarse en vectores
apropiados y expresarse como anticuerpos mediante la transformacion de hospedadores. Los métodos para el
aislamiento del gen del anticuerpo, la introduccion en vectores, y la transformacién de células hospedadoras ya se
han establecido (véase p.ej., Vandamme, A. M. et al., Eur. J. Biochem. (1990) 192, 767-775).

Por ejemplo, los ADNc que codifican las regiones variables del anticuerpo anti-DLL3 se pueden obtener a partir de
las células de hibridoma que producen anticuerpos anti-DLL3. Con este fin, generalmente, se extraen primero los
ARN totales de los hibridomas. Por ejemplo, se pueden usar los siguientes métodos para la extracciéon del ARNm de
las células:

— método de ultracentrifugacion con guanidina (Chirgwin, J. M. et al., Biochemistry (1979) 18, 5294 - 5299), y
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— método AGPC (Chomczynski, P. et al., Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159).

Los ARNm extraidos pueden purificarse usando el kit de purificacion de ARNm (fabricado por GE Healthcare
BioSciences Corp.) o similares. Como alternativa, también esta comercializado un kit para extraer directamente los
ARNmM totales de las células, tal como el kit de purificacion de ARNm QuickPrep (fabricado por GE Healthcare
BioSciences Corp.). Los ARNm totales se pueden obtener a partir de los hibridomas usando dicho kit. A partir de los
ARNm obtenidos, los ADNc que codifican la region variable del anticuerpo pueden sintetizarse usando transcriptasa
inversa. En este procedimiento, se pueden usar secuencias arbitrarias de 15 a 30 bases seleccionadas de
secuencias comunes con los genes del anticuerpo como cebadores. Los ADNc pueden sintetizarse usando el kit
AMV Reverse Transcriptase First-strand cDNA Synthesis (fabricado por Seikagaku Corp.) o similares. Ademas, el kit
5'-Ampli FINDER RACE (fabricado por Clontech Laboratories, Inc.) y 5-RACE PCR (Frohman, M. A. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 8998-9002; y Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17, 2919-2932) puede
usarse para la sintesis y amplificacién del ADNc. Ademas, los sitios de enzimas de restriccién apropiados descritos
mas adelante pueden introducirse en ambos extremos de los ADNc en el curso de dicha sintesis de ADNc.

A partir de los productos de PCR obtenidos, los fragmentos de ADNc de interés se purifican y posteriormente se
ligan con los ADN del vector. Los vectores recombinantes asi preparados se introducen en E. coli o similares.
Después de la seleccion de la colonia, los vectores recombinantes deseados pueden prepararse a partir de E. coli
que ha formado la colonia. A continuacion, el ADNc se puede secuenciar mediante un método conocido en la
técnica, por ejemplo, un método de terminacién de la cadena de didesoxinucleoétido.

Ademas, las bibliotecas de ADNc se pueden usar para obtener los genes que codifican la region variable del
anticuerpo. Primero, los ADNc se sintetizan con ARNm extraidos de las células productoras de anticuerpos como
moldes para obtener bibliotecas de ADNc. Un kit comercializado se usa convenientemente en la sintesis de la
biblioteca de ADNc. En realidad, los ARNm de solo un pequefio nimero de células se obtienen en cantidades muy
pequefias. Por lo tanto, su purificacion directa da como resultado bajos rendimientos. De este modo, habitualmente
se afiaden los ARN portadores que se han demostrado que estan libres de los genes del anticuerpo, seguido de la
purificacién del ARNm. Como alternativa, cuando los ARN se pueden extraer en cantidades determinadas de las
células productoras de anticuerpos, se puede lograr una extraccion eficiente sin usar ARN portadores. La adicion de
los ARN portadores puede ser innecesaria para la extraccion de ARN de, por ejemplo, 10 o mas o 30 0 mas,
preferiblemente 50 0 mas células productoras de anticuerpos.

Los genes del anticuerpo se amplifican mediante PCR con las bibliotecas de ADNc obtenidas como moldes. Los
cebadores para la amplificacién por PCR de los genes del anticuerpo son conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
cebadores para la amplificacién del gen de anticuerpo humano pueden disefiarse basandose en la divulgacion del
articulo (J. Mol. Biol. (1991) 222, 581-597) o similar. Estos cebadores tienen una secuencia de nucleétidos que
difiere en la subclase de inmunoglobulina. Por lo tanto, cuando se usan como moldes bibliotecas de ADNc cuya
subclase es desconocida, la PCR se realiza seleccionando cebadores teniendo en cuenta todas las posibilidades.

Especificamente, por ejemplo, con el fin de obtener genes que codifican IgG humana, se pueden usar cebadores,
que son capaces de amplificar cada uno de los genes que codifican las cadenas pesadas y1 a y4 y las cadenas
ligeras K y A. Los cebadores que se hibridan con una porcion correspondiente a la region de bisagra se usan
generalmente como cebadores 3' para amplificar genes de region variable de 1gG. Por otro lado, los cebadores
apropiados para cada subclase se pueden usar como cebadores 5'.

Los productos de PCR obtenidos a partir de los cebadores para la amplificacion de genes para estas subclases de
cadena pesada y ligera se preparan como sus respectivas bibliotecas independientes. Las bibliotecas asi
sintetizadas se pueden usar para remodelar inmunoglobulinas que comprenden las cadenas pesada y ligera en
combinacion. El anticuerpo de interés puede seleccionarse en funcion de las actividades de union de las
inmunoglobulinas remodeladas para DLL3 como referencia.

(2) Introduccion del gen del anticuerpo en la célula hospedadora

Para producir el anticuerpo anti-DLL3, los genes del anticuerpo clonado se pueden incorporar en vectores de
expresion de manera que estos genes se expresen bajo el control de las regiones de control de la expresion. Las
regiones de control de la expresién para la expresion del anticuerpo abarcan, por ejemplo, potenciadores y
promotores. Posteriormente, las células hospedadoras apropiadas pueden transformarse con estos vectores de
expresion para obtener células recombinantes que expresan el ADN que codifica el anticuerpo anti-DLL3.

Para la expresion del gen del anticuerpo, los ADN que codifican la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo
se pueden incorporar por separado en diferentes vectores de expresion. La misma célula hospedadora se puede
cotransfectar con los vectores incorporados a la cadena pesada y a la cadena ligera y, por lo tanto, se les permite
expresar moléculas de anticuerpo que comprenden las cadenas pesada y ligera. Como alternativa, los ADN que
codifican cadenas pesadas y ligeras pueden incorporarse en vectores de expresidon Unicos, con los que se
transforman las células hospedadoras (véase la Publicacién Internacional N.° WO 94/11523).
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En la técnica se conocen muchas combinaciones de hospedadores y vectores de expresion para introducir los genes
de anticuerpos aislados en hospedadores apropiados para la preparacion de anticuerpos. Todos estos sistemas de
expresion se pueden aplicar a la presente invencion. Cuando se utilizan células eucariotas como hospedadores, se
pueden usar células de animales, plantas u hongos. Especificamente, los ejemplos de las células animales que
pueden usarse en la presente invencion pueden incluir las siguientes células:

i) células de mamifero tales como células CHO, COS, mieloma, BHK (riién de hamster bebé), Hela, Vero,
HEK293, Ba/F3, HL-60, Jurkat y SK-HEP1;

i) células de anfibios tales como ovocitos de Xenopus; y

iii) células de insecto tales como: células sf9, sf21 y Tn5.

En el caso de las células vegetales, en la técnica se conocen sistemas de expresion de genes de anticuerpos que
implican células derivadas del género Nicotiana (p.ej., Nicotiana tabacum). Las células de callo cultivadas se pueden
usar en la transformacion de células vegetales.

Ademas, como células fangicas se pueden usar las siguientes células:

células derivadas de levaduras como el género Saccharomyces (p.ej., Saccharomyces cerevisiae) y hongos
filamentosos del género Pichia (p.ej., Pichia pastoris) y células derivadas del género Aspergillus (p.gj.,
Aspergillus niger).

Como alternativa, los sistemas de expresion de genes de anticuerpos que usan células procariotas también son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, cuando se usan células bacterianas, se pueden usar en la presente invencién
células bacterianas derivadas de E. coli, Bacillus subtilis o similares.

Para la expresion génica usando células de mamifero, se puede ligar funcionalmente un promotor util utilizado
rutinariamente, el gen del anticuerpo a expresar, y una sefial de poli A situada en direcciéon 3'. Los ejemplos del
promotor/potenciador pueden incluir un promotor/potenciador temprano inmediato de citomegalovirus humano.

Ademas, por ejemplo, pueden usarse promotores/potenciadores de virus o promotores/potenciadores derivados de
células de mamifero (por ejemplo, el factor de elongacién humano 1a (HEF1a)) en la expresion del anticuerpo. Los
ejemplos de los virus cuyo promotor/potenciador puede usarse pueden incluir especificamente retrovirus,
poliomavirus, adenovirus y el virus de simio 40 (SV40).

El promotor/potenciador SV40 puede usarse de acuerdo con el método de Mulligan et al. (Nature (1979) 277.108).
Ademas, el promotor/potenciador HEF1a puede usarse facilmente en la expresidon génica de interés mediante el
método de Mizushima et al. (Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322).

Cuando se producen anticuerpos usando células animales, la secuencia sefial del gen de la cadena pesada o ligera
del anticuerpo se usa preferiblemente como una secuencia sefal requerida para la secrecion extracelular. Ademas,
se puede usar la secuencia sefial de una proteina secretora tal como IL-3 o IL-6.

Para la expresién génica usando E. coli, se puede ligar funcionalmente un promotor (til utilizado rutinariamente, una
secuencia sefial para la secrecion de anticuerpos, y el gen del anticuerpo que se va a expresar. Los ejemplos del
promotor pueden incluir promotores lacZ y araB. El promotor lacZ puede usarse de acuerdo con el método de Ward
et al. (Nature (1989) 341, 544-546; y FASEBJ. (1992) 6, 2422-2427). Como alternativa, el promotor araB puede
usarse en la expresién génica de interés mediante el método de Better et al. (Science (1988) 240, 1041-1043).

Cuando se producen anticuerpos en el periplasma de E. coli, puede usarse una secuencia de sefial pelB (Lei, S. P.
et al., J. Bacteriol. (1987) 169, 4379) para la secrecidn de anticuerpos. A continuacién, los anticuerpos producidos en
el periplasma se separan y luego se vuelven a plegar mediante el uso de desnaturalizantes de proteinas tales como
urea y hidrocloruro de guanidina de modo que los anticuerpos resultantes tienen la actividad de unién deseada.

En los vectores de expresion puede insertarse un origen de replicacion derivado de SV40, poliomavirus, adenovirus,
virus del papiloma bovino (BPV) o similares. Ademas, se puede insertar un marcador de seleccion en los vectores de
expresion para aumentar el nimero de copias de un gen en los sistemas de células hospedadoras. Especificamente,
se pueden usar marcadores de seleccion, como el gen de la aminoglucésido fosfotransferasa (APH), el gen de la
timidina quinasa (TK), el gen de la E. coli xantina-guanina fosforribosiltransferasa (Ecogpt), y el gen de la
dihidrofolato reductasa (dhfr).

(3) Obtencioén de anticuerpos de la célula hospedadora
Las células hospedadoras se transforman con estos vectores de expresion, y las células hospedadoras
transformadas se cultivan in vitro o in vivo para producir el anticuerpo de interés. El cultivo de las células

hospedadoras se realiza de acuerdo con un método conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un medio de
cultivo DMEM, MEM, RPMI1640 o IMDM y se puede usar en combinacion con una solucién complementada con
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suero tal como suero de ternera fetal (FCS).

Los anticuerpos asi expresados y producidos pueden purificarse usando, solo o en combinacién apropiada, métodos
de purificacion de proteinas habituales conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden seleccionarse columnas de
afinidad o de cromatografia (por ejemplo, columnas de proteina A), filtros, ultrafiltracion, separacion de sales y
dialisis y combinarse apropiadamente para separar y purificar los anticuerpos (Antibodies A Laboratory Manual. Ed
Harlow, David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

Por lo tanto, también se hace referencia a un gen que codifica el anticuerpo descrito en la presente memoria.
También se divulga un vector que comprende el gen. También se divulga una célula hospedadora que porta el
vector. También se divulga un método para producir un anticuerpo codificado por el gen, que comprende la etapa de
cultivar la célula hospedadora.

3. Produccién de anticuerpos mediante un animal transgénico

Ademas de las células hospedadoras, los animales transgénicos también pueden usarse en la produccion de
anticuerpos recombinantes. Especificamente, el anticuerpo de interés se puede obtener a partir de animales
transfectados con los genes que codifican este anticuerpo de interés. Por ejemplo, los genes del anticuerpo pueden
insertarse en el marco en genes que codifican proteinas especificamente producidas en la leche para construir
genes de fusién. Por ejemplo, la B caseina de cabra puede usarse como proteina secretada en la leche. Los
fragmentos de ADN que contienen los genes de fusion que tienen el inserto del gen de anticuerpo se inyectan en
embriones de cabra, que a su vez se introducen en cabras hembras. A partir de leche producida por cabras
transgénicas (o0 progenie de las mismas) por las cabras que han recibido los embriones, el anticuerpo deseado
puede obtenerse como una proteina de fusion con la proteina de la leche. Ademas, en las cabras transgénicas, la
hormona se puede usar de manera apropiada para aumentar la cantidad de leche que contiene el anticuerpo
deseado producido a partir de las cabras transgénicas (Ebert, K. M. et al., Bio/Technology (1994) 12, 699-702).

Composicion farmacéutica

Dado que DLL3 esta altamente expresada en tejidos de cancer de pulmén microcitico, el anticuerpo anti-DLL3 tiene
una actividad citotoxica especifica de células cancerigenas. Por lo tanto, el anticuerpo anti-DLL3 es util en el
tratamiento del cancer de pulmén que expresa DLL3.

Especificamente, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
que se une a la proteina DLL3 como un principio activo, en el que el anticuerpo tiene actividad citotoxica. En una
realizacién, la composicion farmacéutica es un inhibidor del crecimiento celular, particularmente, un agente
anticanceroso. Preferiblemente, el inhibidor de crecimiento celular y el agente anticanceroso de la presente
invencion se administran a un sujeto que tiene cancer de pulmén o que posiblemente tiene cancer de pulmén.

El anticuerpo anti-DLL3 usado en la composicién farmacéutica (por ejemplo, agente anticanceroso) de la presente
invencién no esta particularmente limitado, y, por ejemplo, puede usarse cualquiera de los anticuerpos anti-DLL3
descritos anteriormente que tienen actividad citotoxica.

En la presente invencion, la frase “que comprende el anticuerpo que se une a DLL3 como un principio activo”
significa que comprende el anticuerpo anti-DLL3 como principio activo principal y no limita el contenido del
anticuerpo anti-DLL3.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede comprender un anticuerpo anti-DLL3 conjugado con
una sustancia citotéxica como principio activo. Esta composicién farmacéutica puede usarse como, por ejemplo, un
inhibidor del crecimiento celular, particularmente, un agente anticanceroso. Preferiblemente, el inhibidor del
crecimiento celular y el agente anticanceroso se administran a un sujeto que tiene cancer o posiblemente tiene
cancer.

En la presente invencion, la frase “que comprende el anticuerpo anti-DLL3 conjugado con sustancia citotoxica como
principio activo” significa que comprende el anticuerpo anti-DLL3 conjugado con sustancia citotdxica como principio
activo principal y no limita el contenido del anticuerpo anti-DLL3 conjugado con sustancia citotoxica.

Cuando la enfermedad objetivo de la composicion farmacéutica de la presente invencion es el cancer, el cancer
objetivo es el cancer de pulmén, particularmente el cancer de pulmén microcitico. El cancer puede ser cualquiera de
los focos primarios y focos metastasicos.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede administrarse por via oral o parenteral a un paciente.
La administracion parenteral es preferible. Los ejemplos especificos de dicho método de administracion incluyen
administraciones por inyeccion, transnasales, pulmonares y transdérmicas. Los ejemplos de administracion de
inyeccion incluyen inyecciones intravenosas, intramusculares, intraperitoneales y subcutaneas, a través de las
cuales la composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar sistémica o localmente. Ademas,
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el método de administracion puede seleccionarse apropiadamente segun la edad o los sintomas del paciente. La
dosis de la composicién farmacéutica de la presente invencion se puede seleccionar entre un intervalo de dosis de,
por ejemplo, 0,0001 mg a 1000 mg por kg de peso corporal por dosificacion. Como alternativa, la dosis se puede
seleccionar entre un intervalo de, por ejemplo, 0,001 a 100.000 mg por cuerpo. Sin embargo, la composicién
farmacéutica de la presente invencién no esté limitada a estas dosis.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede formular de acuerdo con un método estandar (p.€j.,
Remington's Pharmaceutical Science, ultima edicion, Mark Publishing Company, Easton, EE. UU.) y puede contener
adicionalmente vehiculos o aditivos farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de los mismos incluyen, pero no
se limitan a, tensioactivos, excipientes, agentes colorantes, agentes aromatizantes, conservantes, estabilizantes,
tampones, agentes de suspension, agentes de tonicidad, aglutinantes, disgregantes, lubricantes, promotores de flujo
y correctores. Otros vehiculos usados rutinariamente se pueden usar apropiadamente. Ejemplos especificos de los
vehiculos pueden incluir acido silicico anhidro ligero, lactosa, celulosa cristalina, manitol, almidén, carmelosa calcica,
carmelosa so6dica, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, dietilaminoacetato de polivinilacetal,
polivinilpirrolidona, gelatina, triglicéridos de acidos grasos de cadena media, aceite de ricino hidrogenado y
polioxietilenado 60, aztcar blanco, carboximetilcelulosa, almidén de maiz y sales inorganicas.

Tras el contacto con las células que expresan DLL3, el anticuerpo anti-DLL3 presente en una composicion
farmacéutica de la presente invencion puede dafiar las células que expresan DLL3 o inhibir su crecimiento. Tal
método que usa el anticuerpo anti-DLL3 también se incorpora en el alcance de la presente invencion. El anticuerpo
usado no esta particularmente limitado, y, por ejemplo, puede usarse cualquiera de los anticuerpos descritos
anteriormente. Las células a las que se une el anticuerpo anti-DLL3 no estan particularmente limitadas siempre que
las células expresen DLL3. En la presente invencion, las células que expresan DLL3 son preferiblemente células
cancerosas, mas preferiblemente células de cancer de pulmoén, particularmente preferiblemente células de cancer de
pulmén microcitico.

El “contacto” se realiza, por ejemplo, afiadiendo el anticuerpo a un medio de cultivo de células que expresan DLL3
cultivadas in vitro. El “contacto” también se realiza administrando el anticuerpo anti-DLL3 a animales no humanos
implantados con células que expresan DLL3 en sus cuerpos o a animales que tienen enddégenamente células
cancerosas que expresan DLL3.

Los métodos que se muestran a continuacion se usan preferiblemente para evaluar o determinar la citotoxicidad
causada en las células que expresan DLL3 por el contacto del anticuerpo anti-DLL3. Ejemplos de los métodos para
evaluar o determinar la actividad citotoxica in vitro puede incluir el ensayo de la actividad ADCC o CDC descrito
anteriormente. Si el anticuerpo anti-DLL3 tiene o no una actividad ADCC o tiene una actividad CDC puede
determinarse mediante un método conocido en la técnica (por ejemplo, Current protocols in Immunology, Capitulo 7.
Immunologic studies in humans, Editor, John E, Coligan et al., John Wiley & Sons, Inc., (1993)). En el ensayo de
actividad, los anticuerpos que tienen un isotipo idéntico al del anticuerpo anti-DLL3 y no se unen a las células se
usan como anticuerpos de control de la misma manera que en el anticuerpo anti-DLL3. Cuando el anticuerpo anti-
DLL3 exhibe una actividad citotoxica mas fuerte que la de los anticuerpos de control, se puede determinar que el
anticuerpo anti-DLL3 tiene la actividad.

El isotipo de un anticuerpo se define basandose en la secuencia de la regién constante de la cadena pesada en la
secuencia de aminoacidos de este anticuerpo. El isotipo del anticuerpo finalmente se determina dependiendo del
cambio de clase causado por la recombinacion genética en el cromosoma durante la maduracién de los linfocitos B
productores de anticuerpos in vivo. La diferencia en el isotipo refleja la diferencia entre las funciones
fisiolégicas/patolégicas de los anticuerpos. Especificamente, se sabe que, por ejemplo, la potencia de la actividad
citotoxica estéa influenciada no solo por los niveles de expresién del antigeno sino por los isotipos del anticuerpo. Por
lo tanto, para el ensayo de actividad citotdxica descrito anteriormente, se prefiere que los anticuerpos usados como
controles tengan un isotipo idéntico al del anticuerpo analito.

Ademas, para evaluar o determinar la actividad citotoxica in vivo, por ejemplo, las células cancerosas que expresan
DLL3 se trasplantan por via intradérmica o subcutdnea a animales de experimentacion no humanos. A continuacion,
el anticuerpo analito se administra por via intravenosa o intraperitoneal a los mismos a diario o a algunos intervalos
de unos pocos dias desde el dia de la administracién o al dia siguiente. La actividad citotoxica puede determinarse
midiendo los tamafios del tumor a lo largo del tiempo. Los anticuerpos de control que tienen un isotipo idéntico a los
mismos se administran de la misma manera en la evaluacion in vitro. Cuando el grupo al que se ha administrado el
anticuerpo anti-DLL3 tiene un tamafio tumoral significativamente menor que el del grupo al que se ha administrado el
anticuerpo de control, se puede determinar que el anticuerpo anti-DLL3 tiene la actividad citotoxica. Cuando se usan
ratones como animales no humanos de experimentacion, preferiblemente se pueden usar ratones desnudos (nu/nu),
gue son genéticamente deficientes en la glandula del timo y por lo tanto carecen de las funciones de los linfocitos T.
El uso de estos ratones puede excluir la participacion de los linfocitos T enddgenos de los animales de
experimentacion en la evaluacién/determinacion de la actividad citotoxica de los anticuerpos administrados.

Farmaco diagnéstico (método de diagnéstico)
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También se hace referencia a un método para diagnosticar el cancer, que comprende detectar la proteina DLL3 o un
gen que codifica la proteina DLL3. Se ha confirmado que la expresién de DLL3 aumenta notablemente en tejidos
cancerosos o lineas celulares cancerosas. Por lo tanto, DLL3 es Util como un marcador para la deteccion especifica
de céancer.

Un ejemplo especifico del método de diagnéstico puede incluir un método para diagnosticar el cancer, que
comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una muestra aislada de un sujeto de prueba; y
(b) detectar el nivel de expresion de la proteina DLL3 o el gen DLL3 en la muestra.

El método puede comprender ademas la etapa de

(c) evaluar la posibilidad de que el sujeto de prueba tenga cancer, basandose en el nivel de expresion de la
proteina DLL3 o el gen DLL3.

Deteccion de la proteina DLL3 o del gen que codifica la proteina DLL3

También se divulga un método en el que el cancer se diagnostica mediante la deteccién de la proteina DLL3 en una
muestra. Se prefiere que la deteccion de la proteina DLL3 se realice usando un anticuerpo que reconoce la proteina
DLL3.

La deteccién abarca la deteccién cuantitativa o cualitativa. Los ejemplos de la deteccién cualitativa pueden incluir los
siguientes ensayos:

— ensayo para determinar simplemente la presencia o ausencia de la proteina DLL3,

— ensayo para determinar la presencia o ausencia de mas de una cantidad predeterminada de la proteina DLL3, y

— ensayo para comparar la cantidad de la proteina DLL3 con la contenida en otra muestra (p. €j., una muestra de
control).

Por otro lado, los ejemplos de la deteccidn cuantitativa pueden incluir la medicién de una concentraciéon de proteina
DLL3 y la medicién de la cantidad de la proteina DLL3.

La muestra de ensayo no esta particularmente limitada siempre que la muestra contenga la proteina DLL3.
Especificamente, son preferibles las muestras recogidas de cuerpos vivos tales como mamiferos. Las muestras
recogidas de humanos son mas preferibles. Los ejemplos especificos de la muestra de ensayo pueden incluir
sangre, fluido intersticial, plasma, fluido extravascular, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, liquido pleural, suero,
linfa, saliva, orina y tejidos. La muestra es preferiblemente una muestra obtenida de la muestra de ensayo, tal como
una preparacion en la que se fijan tejidos o células recogidas de un cuerpo vivo, o un medio de cultivo celular.

El cancer diagnosticado puede ser cualquier cancer sin limitaciones particulares. Los ejemplos especificos de los
mismos pueden incluir cancer de pulmén, particularmente, cancer de pulmoén microcitico. Se puede diagnosticar
cualquiera de los focos primarios y focos metastasicos de estos canceres.

Cuando se detecta la proteina en la muestra de ensayo, se diagnostica el cancer con su nivel como referencia.
Especificamente, cuando la cantidad de proteina DLL3 detectada en la muestra de ensayo es mayor que la de un
control negativo o un individuo sano, se demuestra que el sujeto de prueba tiene cancer o muy posiblemente tenga
cancer en el futuro. Especificamente, también se divulga un método para diagnosticar el cancer, que comprende las
siguientes etapas:

(1) detectar el nivel de expresion de DLL3 en una muestra biolégica recogida de un sujeto de prueba, y
(2) comparar el nivel de expresion de DLL3 detectado en la etapa (1) con el de un control, en el que cuando el
nivel de expresion de DLL3 es mayor que el del control, se determina que el sujeto de prueba tiene cancer.

El control se refiere a una muestra de referencia para comparacién y abarca controles negativos y muestras
biolégicas de individuos sanos. Los controles negativos se pueden obtener recogiendo muestras biolégicas de
individuos sanos y mezclarlos, si es necesario. El nivel de expresion de DLL3 en el control se puede detectar en
paralelo con la deteccion del nivel de expresion de DLL3 en la muestra biologica del sujeto de prueba. Como
alternativa, el nivel de expresiéon de DLL3 en un gran nimero de muestras biolégicas de individuos sanos se puede
detectar de antemano para determinar estadisticamente el nivel de expresion estandar en individuos sanos.
Especificamente, por ejemplo, la media + 2 x desviacion estandar (D.E.) o la media + 3 x desviacion estandar (D.E.)
también se puede usar como el valor estandar. Estadisticamente, la media + 2 x desviacién estandar (D.E.) y la
media + 3 x desviacion estandar (D.E.) incluyen valores de 80 % y 90 % de los individuos sanos, respectivamente.

Como alternativa, el nivel de expresion de DLL3 en el control se puede fijar usando una curva ROC. La curva ROC,
0 curva caracteristica operativa del receptor, es un grafico que muestra la sensibilidad de deteccion en la ordenada y
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las tasas de falsos positivos (es decir, “especificidad 1”) en la abscisa. La curva ROC se puede obtener
representando los cambios en la sensibilidad y la tasa de falsos positivos en una serie de valores de referencia
variables para determinar el nivel de expresion de DLL3 en muestras bioldgicas.

El “valor de referencia” para obtener la curva ROC es un valor numérico utilizado temporalmente para el analisis
estadistico. En general, el “valor de referencia” para obtener la curva ROC se varia en serie dentro de un intervalo
que puede cubrir todos los valores de referencia seleccionables. Por ejemplo, el valor de referencia puede variarse
entre los valores medidos minimos y maximos medidos de DLL3 en una poblacién a analizar.

Se puede seleccionar un valor estandar que se puede esperar que ofrezca la sensibilidad y precision de deteccion
deseadas en funcién de la curva ROC obtenida. El valor estdndar establecido estadisticamente en funcion de la
curva ROC o similar también se denomina valor de corte. En un método para detectar el cancer basado en el valor
de corte, la etapa (2) descrita anteriormente comprende comparar el nivel de expresion de DLL3 detectado en la
etapa (1), con el valor de corte. A continuacién, cuando el nivel de expresion de DLL3 detectado en la etapa (1) es
mayor que el valor de corte, se detecta cancer en el sujeto de prueba.

El nivel de expresion de DLL3 se puede determinar mediante un método arbitrario. Especificamente, el nivel de
expresion de DLL3 puede determinarse evaluando la cantidad de ARNm de DLL3, la cantidad de proteina DLL3 o la
actividad biologica de la proteina DLL3. La cantidad de ARNm de DLL3 o proteina DLL3 se puede determinar
mediante un método como se describe en la presente memoria descriptiva.

El sujeto de prueba es particularmente preferiblemente un ser humano. Cuando se usa un animal no humano como
sujeto de prueba, la proteina DLL3 a detectar se deriva de esta especie animal.

Un método para detectar la proteina DLL3 contenida en la muestra de ensayo no esta particularmente limitado y es
preferiblemente un método de deteccién inmunolégica que usa el anticuerpo anti-DLL3 como se ilustra a
continuacion:

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA),
inmunoensayo enzimatico (EIA),
fluoroinmunoensayo (FIA),
inmunoensayo luminiscente (LIA),
inmunoprecipitacién (IP),
inmunoanalisis turbidimétrico (TIA),
Western blot (WB),

método inmunohistoquimico (IHC),
inmunodifusién radial Unica (SRID),
Dot Blot, y

Slot blot.

Entre estos enfoques, el método inmunohistoquimico (IHC) es un método de ensayo inmunoldgico preferible para
diagnosticar el cancer, que comprende la etapa de detectar proteinas DLL3 en cortes en los que se fijan tejidos o
células obtenidas de un paciente que tiene cancer. Los métodos inmunolégicos descritos anteriormente, tales como
el método inmunohistoquimico (IHC), son generalmente conocidos por los expertos en la materia.

Dado que DLL3 es una proteina de membrana cuya expresion se potencia de una manera especifica de las células
cancerigenas, las células cancerosas o los tejidos cancerosos pueden detectarse usando el anticuerpo anti-DLL3.
Las células cancerosas contenidas en células o tejidos recogidos de cuerpos vivos se detectan mediante el andlisis
inmunohistoldgico.

Los tejidos cancerosos también pueden ser detectados in vivo usando el anticuerpo anti-DLL3. Este método
comprende especificamente las etapas de: (1) administrar, a un sujeto de prueba, un anticuerpo marcado con
material de marcaje (por ejemplo, radiois6topo) que se une a la proteina DLL3; y (2) detectar la acumulacion del
material de marcaje. El anticuerpo puede marcarse de manera detectable para rastrear el anticuerpo administrado
en el cuerpo vivo. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un material fluorescente o luminiscente o un
radiois6topo, y puede rastrearse su comportamiento in vivo. El anticuerpo marcado con el material fluorescente o
luminiscente se puede observar usando un endoscopio o peritoneoscopio. La localizacién del anticuerpo puede
obtenerse mediante el rastreo de la radioactividad del radioisétopo. La localizacion in vivo del anticuerpo anti-DLL3
representa la presencia de células cancerosas.

Se puede usar un nucleido emisor de positrones como radiois6topo para marcar el anticuerpo para la deteccién in
vivo del cancer Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un nucleido emisor de positrones tal como 18F,
55Co, 64Cu, 66Ga, 68Ga, 76Br, 89Zr y 124l. Un método conocido en la técnica (Acta Oncol. 32, 825-830, 1993)
puede usarse en el marcaje del anticuerpo anti-DLL3 con estos nucleidos emisores de positrones.
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El anticuerpo anti-DLL3 marcado con el nucleido emisor de positrones se administra a humanos o animales. A
continuacioén, la radiacion emitida por el radionucleido se mide de manera no invasiva utilizando PET (tomégrafo de
emisién de positrones) y se convierte en imagenes mediante un enfoque de tomografia computarizada. El aparato
PET esta disefiado para obtener datos de forma no invasiva sobre el comportamiento in vivo de farmacos o
similares. El PET puede obtener imagenes cuantitativas de la intensidad de la radiacién como intensidad de la sefial.
Mediante tal uso del PET, las moléculas de antigeno altamente expresadas en un cancer particular pueden
detectarse sin recoger muestras de pacientes. El anticuerpo anti-DLL3 puede radiomarcarse con un nucleido de vida
corta usando un nucleido emisor de positrones tal como 11C, 13N, 150, 18F y 45Ti, ademas de los nucleidos
descritos anteriormente.

Se han llevado a cabo actividades de investigacion y desarrollo, por ejemplo, sobre técnicas para producir nucleidos
de vida corta usando un ciclotron médico y los nucleidos descritos anteriormente o produciendo compuestos de
radiomarcaje de vida corta. El anticuerpo anti-DLL3 puede marcarse con diversos radiois6topos mediante estas
técnicas. El anticuerpo anti-DLL3 administrado a los pacientes se acumula en focos primarios y focos metastasicos
de acuerdo con la especificidad del anticuerpo anti-DLL3 para tejidos patoldgicos en cada sitio. Cuando el anticuerpo
anti-DLL3 se marca con el nucleido emisor de positrones, se puede detectar su radiactividad para detectar la
presencia de focos primarios y focos metastasicos en base a la localizacién de la radioactividad. Un valor activo de
radiacion gamma o emision de positrones de 25 a 4000 keV se puede usar apropiadamente para el uso diagnéstico.
Ademas, también se puede esperar un efecto terapéutico seleccionando un nucleido apropiado y administrando el
nucleido seleccionado en cantidades mayores. Un nucleido que proporciona un valor de radiacion gamma o emision
de positrones de 70 a 700 keV se puede usar para obtener el efecto anticancerigeno atribuido a la radiacion.

Deteccion del polinucledtido que codifica la proteina DLL3

En un aspecto alternativo del método, se detecta la expresion del polinucleétido de DLL3. El polinucleétido detectado
no estd particularmente limitado y es preferiblemente ARNm. La deteccién abarca la detecciéon cuantitativa o
cualitativa. Los ejemplos de deteccion cualitativa pueden incluir los siguientes procedimientos de ensayo:

— ensayo para determinar simplemente determinar la presencia o ausencia del ARNm de DLL3,

— ensayo para determinar la presencia o ausencia de mas de una cantidad predeterminada del ARNm de DLL3, y

— ensayo para comparar la cantidad del ARNm de DLL3 con la contenida en otra muestra (p. €j., una muestra de
control).

Por otro lado, los ejemplos de la deteccién cuantitativa pueden incluir la medicién de una concentraciéon de ARNm de
DLL3 y la medicion de la cantidad de ARNm de DLL3.

Se puede usar una muestra arbitraria que contenga el ARNm de DLL3 como muestra de ensayo. Las muestras
recogidas de cuerpos vivos tales como mamiferos son preferibles. Las muestras recogidas de humanos son mas
preferibles. Los ejemplos especificos de la muestra de ensayo pueden incluir sangre, fluido intersticial, plasma, fluido
extravascular, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, liquido pleural, suero, linfa, saliva, orina y tejidos. La muestra
es preferiblemente una muestra obtenida de la muestra de ensayo, tal como una preparacion en la que se fijan
tejidos o células recogidas de un cuerpo vivo, o un medio de cultivo celular. Estas muestras estan abarcadas por la
muestra de ensayo.

La hibridacion in situ se usa preferiblemente para la muestra obtenida a partir de la muestra de ensayo, tal como una
preparacion en la que se fijan tejidos o células recogidas de un cuerpo vivo, o un medio de cultivo celular. La
hibridacién in situ se ha desarrollado como un enfoque para confirmar la presencia o ausencia o distribucion de ADN
0 ARN particular en células o tejidos, y la fuerza de su expresion. Este método emplea los principios en los que un
acido nucleico de sonda que tiene una secuencia de nucleédtidos complementaria a una secuencia de acido nucleico
particular intracelular tiene la propiedad de formar especificamente un complejo. La sonda se marca previamente
con un radioisétopo (RI), una sustancia antigénica (hapteno) o similares. Como resultado, el sitio de hibridacién
puede distinguirse a través de la deteccion del marcador. Por lo tanto, la hibridacion in situ se usa, por ejemplo, en la
deteccién de ADN o ARN intracelular o similares. Preferiblemente, se puede usar Rl para el marcaje de la sonda.
Por ejemplo, se puede usar mas preferiblemente el marcaje de fluorescencia con una sustancia no radiactiva tal
como biotina o hapteno (por ejemplo, digoxigenina). Por ejemplo, un método de deteccion por hibridacion in situ de
fluorescencia llamada FISH se usa de manera particularmente preferible.

El cancer diagnosticado es cancer de pulmén, en particular, cancer de pulmén microcitico. Se puede diagnosticar
cualquiera de los focos primarios y focos metastasicos de estos canceres.

Una especie animal arbitraria que expresa el gen DLL3 puede usarse como sujeto de prueba. El sujeto de prueba es
particularmente preferiblemente un ser humano. Cuando se usa una especie animal no humana como sujeto de
prueba, el gen DLL3 que se detectara se deriva de esta especie animal.

En lo sucesivo, se describird un aspecto especifico del método de deteccion. Primero, se prepara una muestra a
partir de un sujeto de prueba. Posteriormente, se detecta el ARNm de DLL3 contenido en la muestra. En el método,
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también se puede detectar el ADNc sintetizado a partir del ARNm. Cuando se detecta el ARNm de DLL3 o el ADNc
que codifica DLL3 en la muestra de ensayo, se diagnostica que el sujeto de prueba posiblemente tenga cancer. Por
ejemplo, cuando la cantidad de ARNm de DLL3 o ADNc que codifica DLL3 detectada en la muestra de ensayo es
mayor que en controles negativos o individuos sanos, se demuestra que el sujeto de prueba tiene cancer o es
altamente posible que tenga cancer en el futuro.

Un método para detectar el ARNm es conocido en la técnica. Los ejemplos especificos del método que pueden
usarse incluyen: hibridacion de acido nucleico usando muestras inmovilizadas en una fase sélida seleccionada de
chips de genes, matrices de ADNc, y filtros de membrana; RT-PCR; PCR en tiempo real; método de resta; método
de visualizacion diferencial; hibridacion diferencial; e hibridacion cruzada.

El método de deteccion puede automatizarse usando varios detectores automaticos. Tal automatizacion logra la
deteccion de una gran cantidad de muestras en poco tiempo.

Kit para el diagnéstico del cancer

También se describe un farmaco de diagndstico o un kit para diagnéstico de cancer, que comprende un reactivo
para detectar proteina DLL3 en una muestra de ensayo. El farmaco de diagnéstico comprende al menos el
anticuerpo anti-DLL3.

El reactivo para el diagndstico del cancer se puede combinar con otros factores utilizados en la deteccion de DLL3
para preparar un kit para el diagnéstico del cancer. Especificamente, también se divulga un kit para el diagnéstico de
cancer, que comprende: un anticuerpo que se une a DLL3; y un reactivo para detectar la union del anticuerpo a
DLL3 y puede comprender ademas una muestra de control que comprende una muestra biolégica que contiene
DLL3. En el kit se puede incluir un manual para la instruccion de los procedimientos de ensayo.

Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describira mas especificamente con referencia a los Ejemplos. Sin
embargo, la presente invencion no pretende limitarse a estos ejemplos.

[Ejemplo 1] Aumento de la transcripcion de DLL3 (tipo delta 3) en el cancer de pulmén microcitico

La distribucion de la expresion génica del ARNm de DLL3 humana en canceres clinicos, lineas celulares de cancery
diversos 6rganos normales se analiz6 utilizando Human Exon 1.0 ST Array (Affymetrix, Inc.). En el analisis de
expresion, los ARN totales utilizados se derivaron de sitios tumorales en 13 casos de tejidos de cancer de pulmén
microcitico aislados, 3 tipos de lineas celulares de cancer de pulmoén microcitico y 49 tipos de tejidos normales
(adquiridos de Clontech Laboratories, Inc Ambion, Inc., Stratagene Corp., Cell Applications, Inc., Panomics, Inc.,
CHEMICON vy BioChain Institute, Inc.). Todos los sitios tumorales en tejidos de cancer clinico aislado y lineas
celulares de cancer (adquiridos de ATCC) se sometieron a extraccién de ARN total usando Trizol (Invitrogen Corp.)
de acuerdo con el protocolo incluido en el producto. El experimento de analisis de la expresién génica se llevé a
cabo usando 1 ug de cada ARN total asi obtenido de acuerdo con el GeneChip Whole Transcript (WT) Sense Target
Labeling Assay Manual (Affymetrix, Inc.). Los datos del Human Exon 1.0 ST Array Data se digitalizaron utilizando el
software EXACT (Exon Array Computational Tool) proporcionado por Affymetrix, Inc.

En Human Exon 1.0 ST Array estaban presentes 13 conjuntos de sondas bésicas para DLL3. La media de los
valores de expresion se determind a partir de estos conjuntos de sondas, y el nivel de expresion génica se compard
entre los tejidos. Los datos de expresion obtenidos de los tejidos normales, los sitios del tumor en tejidos de cancer
de pulmdn microcitico aislados, y las lineas celulares de cancer de pulmén microcitico se muestran en la Figura 1.

Se encontré que la expresion del gen DLL3 humano estaba notablemente aumentada en los sitios tumorales en
tejidos aislados de cancer de pulmén microcitico y lineas celulares de cancer de pulmén microcitico, en comparacion
con los tejidos normales, excepto el cerebro fetal. Estos resultados prometen la efectividad de la terapia usando un
agente antitumoral dirigido molecularmente al DLL3 humano, es decir, la posibilidad de reducir el tamafio del tumor
sin dafiar los tejidos normales.

[Ejemplo 2] Clonacion de ADNc y preparacion de células recombinantes

El ADNc de DLL3 humano (NM_016941) expuesto en las SEQ ID NOs: 1 y 57 se amplificé por PCR a partir de una
biblioteca de ADNc de cerebro fetal humano y se cloné en vectores de expresiéon pMCN para mamiferos. El vector
PMCN logra la expresion de un gen extrafio bajo el control de un promotor de CMV de ratén (GenBank: U68299). El
vector pMCN tiene un gen de resistencia a geneticina. Se transformé una linea celular CHO DG44 (Invitrogen Corp.)
con el vector de expresion de DLL3 humano. Las células resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia
de geneticina. Las células clonadas que expresan establemente la proteina humana DLL3 se seleccionaron usando
anticuerpos anti-DLL3 comercializados (R & D Systems, Inc., MAB4315) para establecer células DLL3 humana/DG.
Asimismo, una linea de linfocitos pro B dependiente de IL-3 de ratén, Ba/F3, se transformd en el vector de expresion
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de DLL3 humano para establecer células DLL3 humana/BaF3.

El ADNc de DLL3 de raton (NM_007866) expuesta en las SEQ ID N°: 2 y 58 se amplificé por PCR a partir de una
biblioteca de ADNc fetal de raton y se cloné en vectores de expresiéon pMCN para mamiferos. Se transformé una
linea celular Ba/F3 con el vector de expresion de DLL3 de ratdon. Las células resistentes a los farmacos se
seleccionaron en presencia de geneticina. Las células que expresan la proteina DLL3 de raton se seleccionaron
usando anticuerpos comercializados (R & D Systems, Inc., MAB4315) para establecer células DLL3/BaF3 de ratén.

El ADNc de DLL1 humano (NM_005618) expuesto en las SEQ ID NOs: 3 y 59 se amplificé por PCR a partir de una
biblioteca de ADNc de bazo humano y se cloné en vectores de expresién pMCN para mamiferos. Se transformé una
linea celular Ba/F3 con el vector de expresion de DLL1 humano. Las células resistentes a los farmacos se
seleccionaron en presencia de geneticina. Las células que expresan la proteina DLL1 humana se seleccionaron
usando anticuerpos comercializados (R & D Systems, Inc., MAB1818) para establecer células DLL1 humana/BaF3.

El ADNc de Notchl humano (NM_017617) expuesto en la SEQ ID NOs: 4 y 60 se amplifico por PCR a partir de una
linea de células de cancer de mama, biblioteca de ADNc DU4475 y se clond en vectores de expresion pMCN para
mamiferos. Se transformé una linea celular DG44 con el vector de expresion Notchl humano. Las células
resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Las células que expresan la proteina
Notchl humana se seleccionaron usando anticuerpos comercializados (GeneTex Inc., GTX23294) para establecer
células Notchl humana/DG44.

Las lineas celulares que producen una proteina DLL3 soluble o su proteina variante de delecion N-terminal se
prepararon con el fin de obtener inmunégenos para la obtencién de anticuerpos anti-DLL3 y determinar epitopos
para los anticuerpos obtenidos. La secuencia extracelular de DLL3 humana esta compuesta por un dominio DSL con
motivo de unién al receptor Notch (nimeros 176-215 en la secuencia de aminoacidos) y seis dominios similares a
EGF (1: 216-249, 2: 274-310, 3: 312 -351, 4: 353 - 389, 5: 391 - 427,y 6: 429 - 465).

Se prepard y cloné ADNc que codifica una molécula quimérica de humana DLL3-Fc (SEQ ID NO: 5) que consiste en
una region extracelular de DLL3 humana (27-492 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) y la region
constante de un anticuerpo IgG2a de ratdn en vectores de expresion pMCN para mamiferos. Se transformé una
linea celular DG44 con el vector de expresion de DLL3 humana-Fc. Las células resistentes a los farmacos se
seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con un alto nivel de expresion de la proteina DLL3 humana-Fc
se seleccionaron mediante ELISA usando anticuerpos anti-raton para establecer células DG44 productoras de DLL3
humana-Fc.

Se prepar6 y clon6 ADNc que codifica una molécula quimérica de DLL3deltal humana-Fc (SEQ ID NO: 6) que
consiste en una secuencia parcial de la region extracelular de DLL3 humana (176-492 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1) y la regién constante de un anticuerpo IgG2a de ratén en vectores de expresion
PMCN para mamiferos. Se transformé una linea celular DG44 con el vector de expresion de DLL3deltal humana-Fc.
Las células resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con un alto nivel de
expresion de la proteina DLL3deltal humana-Fc se seleccionaron mediante ELISA usando anticuerpos anti-ratén
para establecer células DG44 productoras de DLL3deltal humana-Fc.

Se prepar6 y clon6 ADNc que codifica una molécula quimérica de DLL3delta2 humana-Fc (SEQ ID NO: 7) que
consiste en una secuencia parcial de la region extracelular de DLL3 humana (216-492 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1) y la regién constante de un anticuerpo IgG2a de ratén en vectores de expresion
PMCN para mamiferos. Se transformé una linea celular DG44 con el vector de expresion de DLL3delta2 humana-Fc.
Las células resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con un alto nivel de
expresion de la proteina DLL3delta2 humana-Fc se seleccionaron mediante ELISA usando anticuerpos anti-ratén
para establecer células DG44 productoras de DLL3delta2 humana-Fc.

Se preparé y cloné ADNc que codifica una molécula quimérica de DLL3-Fc de ratdén (SEQ ID NO: 8) que consiste en
una region extracelular de DLL3 de ratén (33-490 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2) y las
secuencias de la regién constante de un anticuerpo IgG2a de raton en vectores de expresion pMCN para mamiferos.
Se transformd una linea celular DG44 con el vector de expresion de DLL3-Fc de raton. Las células resistentes a los
farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con un alto nivel de expresion de la proteina
DLL3-Fc de ratdn se seleccionaron mediante ELISA usando anticuerpos anti-raton para establecer células DG44
productoras de DLL3-Fc de ratén.

Cada proteina de interés se purificé a partir del sobrenadante de cultivo de la linea celular productora de la proteina
de fusion Fc mediante cromatografia en columna de afinidad con proteina G y cromatografia de filtracion en gel. La
concentracion de la proteina purificada se determind por ensayo de proteina DC (Bio-Rad Laboratories, Inc.) con la
IgG conocida por su concentracién como patrén.

[Ejemplo 3] Obtencién del anticuerpo anti-DLL3 y andlisis de la internalizacion de epitopos y anticuerpos
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Se inmunizaron ratones Balb/c de seis a siete semanas (Charles River Laboratories Japan, Inc.) y MRL/MpJJmsSic-
Ipr/lpr (Japan SLC, Inc.). Para la estimulacion inicial, las proteinas antigénicas preparadas en una emulsién usando
un adyuvante completo de Freund (Becton, Dickinson and Company), se administraron por via subcutanea a los
mismos a una dosis de 0,1 mg de DLL3 humana-Fc/cabeza. Dos semanas mas tarde, una emulsion de antigeno
preparada usando un adyuvante incompleto de Freund se administré por via subcutanea a los mismos a una dosis
de 0,05 mg/cabeza un total de 3 a 6 veces una vez a la semana. Se administraron 0,05 mg de las proteinas
antigénicas por via intravenosa a cada ratén individual en el cual se habia confirmado que tenia un aumento en el
titulo de anticuerpos en su suero. Tres dias mas tarde, las células del bazo se extrajeron y mezclaron con células de
mieloma de ratén P3-X63Ag8U1 (ATCC) a una relacion de recuento celular de aproximadamente 3:1. Estas células
se fusionaron mediante el método de polietilenglicol (PEG). Después de la eliminacion de PEG por centrifugacion,
las células se suspendieron en un medio RPMI1640 que contenia 1 x suplemento de medio HAT (Sigma-Aldrich
Corp.), 0,5 x BM-Condimed H1 Hybridoma, suplemento de clonacién (Roche Diagnostics GmbH) y 10 % de suero
bovino fetal para ajustar la concentracion celular. A continuacion, las células se sembraron en cada pocillo de una
placa de 96 pocillos. Se confirmé la formacion de colonias de hibridoma, y la presencia o ausencia de anticuerpos
anti-DLL3 contenidos en el sobrenadante del cultivo se analizé a continuacion mediante ELISA usando una placa
recubierta con DLL3 humana-Fc. Las células de hibridoma contenidas en pocillos positivos se clonaron por el
método de dilucién limitante para establecer lineas de hibridoma que producen los anticuerpos anti-DLL3. Los
anticuerpos monoclonales se isotiparon utilizando IsoStrip (Roche Diagnostics GmbH).

Cada anticuerpo monoclonal IgG se purificd a partir de los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas establecidos
mediante cromatografia en columna de afinidad con proteina G y tratamiento de desalinizacion. La concentracion del
anticuerpo purificado se determiné por ensayo de proteina DC.

La DLL3 humana-Fc, la DLL3 de ratén-Fc, la DLL3deltal humana-Fc y la DLL3delta2 humana-Fc se inmovilizaron
por separado en un inmunoplaca Nunc (439454). Posteriormente, la superficie sin reaccionar de la placa se bloque6
con una solucién que contenia albimina de suero bovino. Después del lavado, cada solucion diluida de anticuerpo
ajustada a una concentracién apropiada se afiadio a la misma y se incubé a temperatura ambiente durante 1 hora.
La solucion de reaccion se eliminé de la placa. Después de lavar con TBS que contiene Tween 20, se afiadieron
anticuerpos anti IgK de ratén marcados con fosfatasa alcalina a la placa y se incubaron durante 1 hora. Después del
lavado de la placa, se afiadio a la misma un sustrato de fosfatasa alcalina Sigma 104 y se incub6 a temperatura
ambiente. Después de la incubacion, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm y una longitud de
onda de referencia de 655 nm. Los resultados se muestran en la Figura 2. Todos los anticuerpos purificados se
unieron a la DLL3 humana-Fc de una manera dependiente de la dosis. Los anticuerpos monoclonales DL301,
DL302, DL306 y DL312 y el anticuerpo comercializado MAB4315 se unieron a la DLL3-Fc de raton. El anticuerpo
comercialmente disponible MAB4315 se uni6 a la DLL3deltal humana-Fc, pero no se uni6 a la DLL3delta2 humana-
Fc, lo que demuestra que su epitopo estaba localizado en el dominio DSL. Los anticuerpos DL303, DL304, DL307 y
DL311 no se unen ni a DLL3deltal humana-Fc ni a DLL3delta2 humana-Fc. Por lo tanto, los epitopos predichos para
estos anticuerpos se localizan entre los restos 27 y 175 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. DL301,
DL302, DL305, DL306, DL308, DL309 y DL312 se unieron tanto a DLL3deltal humana-Fc como a DLL3delta2
humana-Fc, lo que demuestra que los epitopos para estos anticuerpos se localizaron en los restos 216-492 en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En la Figura 9 se muestra la estructura esquematica de la proteina
DLL3 de longitud completa y la proteina de fusién DLL3-Fc soluble y un sitio reconocido por cada anticuerpo anti-
DLL3.

La unidon de cada anticuerpo monoclonal a la DLL3 humana expresada en una membrana celular y el
comportamiento de un complejo de anticuerpo monoclonal anti-DLL3 humana en la membrana celular se analizaron
por citometria de flujo. Las células DLL3 humanas/BaF3 se suspendieron en un tampon FACS (PBS que contenia
suero bovino fetal al 1 % y azida sodica al 0,05 %). La suspensién celular de 1 x 10° células/ml se hicieron
reaccionar con el anticuerpo monoclonal (concentracion final: 5 ug/ml) a 4 °C durante 30 minutos. Después de la
centrifugacion y la eliminacion del sobrenadante, las células se lavaron una vez con un tampon FACS. Se afiadieron
anticuerpos IgG (H+L) anti-ratén marcados con FITC (Beckman Coulter, Inc.) y se incubaron a 4 °C durante 30
minutos. Los anticuerpos FITC sin reaccionar se eliminaron mediante centrifugacion. A continuacion, las células se
resuspendieron y se analizaron usando un citometro de flujo FACSCalibur (Becton, Dickinson and Company). Con el
fin de analizar el movimiento o la desaparicion del complejo de DLL3-anticuerpo de la membrana celular, se
suspendieron células DLL3/BaF3 humanas en un medio de cultivo RPMI1640 que contenia suero bovino fetal al 10
% (FBS) e IL3 de raton. La suspension celular de 1 x 10° células/ml se mezclé con el anticuerpo monoclonal
(concentracion final: 5 ug/ml) y se hicieron reaccionar a 37 °C durante 1 hora o 4 horas en una incubadora de CO..
Después de la reaccidn, la cantidad de anticuerpo unido a la membrana celular se analizé mediante citometria de
flujo de la misma manera que anteriormente. La media geométrica de los valores de intensidad de fluorescencia (X
Media Geo) en un gréafico de histograma celular se determin6é usando el software analitico CELLQuest Pro incluido
en FACSCalibur. Todos los anticuerpos monoclonales anti-DLL3 aislados se unieron a DLL3 en las células (Figura 3
(a)). La reaccion del anticuerpo con las células a 4 °C inhibe la fluidez de la membrana, tal como la captacion celular
del complejo de DLL3-anticuerpo de la membrana celular. La reaccién del anticuerpo con las células a 37 °C puede
causar la absorcion celular del complejo anticuerpo-DLL3 y el sombreado (liberacién de la membrana celular)
resultante de la digestion con proteasa o similares. La cantidad de cada anticuerpo monoclonal unido a la membrana
celular como resultado de la incubacion a 37 °C durante 1 hora o 4 horas se muestra en la Figura 3(b) como un valor
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relativo en comparacion con la de 4 °C. Como resultado de la incubacién a 37 °C, se disminuy6 la cantidad de
anticuerpo DL303, DL304, DL305, DL308, DL309 o MAB4315 en la superficie de la membrana celular. Estos
resultados sugieren la internalizacion o el sombreado del complejo DLL3-anticuerpo. Por el contrario, como resultado
de la incubacion a 37 °C, la cantidad del anticuerpo DL301, DL306, DL307, DL311 o DL312 en la superficie de la
membrana celular apenas cambié o aumenté. El Gltimo resultado demostré que estos anticuerpos podian residir de
manera estable en la forma de un complejo DLL3 en la membrana celular.

El ndmero de la proteina DLL3 en la superficie celular se determiné usando un QIFIKIT (DAKO, F0479) para la
determinacién cuantitativa del antigeno de superficie celular mediante citometria de flujo. El andlisis se realiz6 con el
anticuerpo anti-DLL3 DL303 (concentracion final: 5 ug/ml) como anticuerpo primario de acuerdo con el protocolo
incluido en el mismo. Los nimeros del antigeno en las superficies de las células DLL3 humanas/BaF3, NCI-H1184
(ATCC), NCI-H1436 (ATCC) y Y79 (banco de células Riken) fueron aproximadamente 9000, 7000, 6000 y 3000,
respectivamente.

[Ejemplo 4] Induccién de la actividad ADCC por los anticuerpos anti-DLL3 e inhibicién del crecimiento
mediada por el complejo anticuerpo-toxina

Cada anticuerpo anti-DLL3 se examiné para determinar su actividad inductora de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) contra células que expresan DLL3 marcadas con calceina. DLL3 humana/BaF3 que expresa
DLL3 y lineas celulares de cancer de pulmén microcitico NCI-H1184 (ATCC) se cultivaron por separado durante 90
minutos en presencia de 20 ug/ml de calceina-AM (Dojindo, 349-07201), a continuacion se centrifugaron y se
lavaron para preparar células diana marcadas con calceina. Las células diana fueron sembradas a razén de 1 x 10*
células/pocillo a una placa de 96 pocillos (Coster 3799). Posteriormente, se afiadié al anticuerpo ajustado a una
concentracion final apropiada y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron células
efectoras a razén de 5 x 10 células/pocillo. La placa de reaccién se incubé a 37 °C en una incubadora de CO». Las
células efectoras utilizadas fueron células NK92 que expresan una molécula quimérica de FcyR3 de raton-FcyR3
humano (WO 2008/093688). Después de 4 horas de incubacion, la placa se centrifugd y se recogieron 100 pl del
sobrenadante del cultivo de cada pocillo. La intensidad de fluorescencia se midié usando ARVO SX (Wallac).

La actividad inductora de ADCC se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula:
ADCC [%] = (A - C) / (B - C) x 100,

en la que A representa la intensidad de fluorescencia en cada pocillo; B representa la media de la intensidad de
fluorescencia en el sobrenadante de células lisadas con Nonidet P-40 con la concentracion final de 1 %; y C
representa la media de intensidad de fluorescencia en un pocillo suplementado con solo un medio. La media y la
desviacion estandar se calcularon a partir de tres mediciones en cada condicién experimental. La Figura 4 muestra
la actividad inductora de ADCC del anticuerpo afiadido a la concentracion final de 2,5 ug/ml frente a las células
DLL3/BaF3. No se confirmo actividad ADCC para los anticuerpos de control IgG1 e IgG2b, mientras que la actividad
inductora de ADCC se confirmé en DL301, DL306 y DL312. No se confirmd actividad inductora de ADCC distinta en
el anticuerpo monoclonal comercializado MAB4315. La Figura 5 muestra que los anticuerpos DL301, DL306 y D312
inducen ADCC contra DLL3/BaF3 y NCI-H1184 de una manera dependiente de la dosis.

Cada anticuerpo monoclonal anti-DLL3 se evalud para determinar su captacion celular usando un anticuerpo
secundario anti-ratbn marcado con toxina Mab-ZAP (Advanced Targeting Systems). Las células DLL3/BaF3 se
sembraron a razén de 5 x 10° células/pocillo a una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se afiadieron al anticuerpo
monoclonal ratén anti-DLL3 de raton y Mab-ZAP (concentracion final: 1 pg/ml) y se incubaron a 37 °C en una
incubadora de CO,. Cuatro dias después, se afadidé a esto el Cell Count Reagent SF (Nacalai Tesque, Inc.). La
absorbancia se midié a 450 nm y a una longitud de onda de control de 620 nm usando un lector de microplacas para
determinar el crecimiento celular (Figura 6). La adicién del anticuerpo monoclonal anti-DLL3 y Mab-ZAP a las células
inhibié el crecimiento celular. Los anticuerpos DL301, DL306 y DL312 en los que se confirmé que tenian una
actividad inductora de ADCC permanecieron en grandes cantidades en células que expresan DLL3 después de
mezclarse con las células y cultivarse a 37 °C, y exhibieron un bajo efecto inhibidor del crecimiento provocado por la
absorcion celular del complejo Mab-ZAP.

[Ejemplo 5] Clonacion de laregién variable del anticuerpo y preparacion del anticuerpo recombinante

Se prepard una biblioteca SMART 5'-RACE cDNA (Clontech Laboratories, Inc.) a partir de los ARN totales de los
hibridomas que producen cada anticuerpo anti-DLL3. La preparacion del ARN total se realiz6 usando la columna
RNeasy Mini (Qiagen). La preparacion de la biblioteca de ADNc sigui6é las instrucciones del fabricante. Las
secuencias que codifican las regiones variables del anticuerpo (VH y VL) se amplificaron por PCR usando cebadores
complementarios a secuencias que codifican las regiones constantes del anticuerpo. Los fragmentos asi
amplificados por PCR se clonaron en pCR2.1TOPO y se secuenciaron. Se construyeron vectores de expresion de
anticuerpos quiméricos que contienen las secuencias que codifican VH y VL obtenidas y las secuencias que
codifican la region constante de la IgG1 humana. Las secuencias que codifican la cadena ligera y la cadena pesada
se incorporaron en un vector de expresion para células de mamifero y se transcribieron bajo el control de un
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promotor de CMV de ratén. La Tabla 1 muestra las SEQ ID NOs de las secuencias de la region variable del
anticuerpo identificadas y sus secuencias de CDR, secuencias del anticuerpo de ratén de longitud completa y las
secuencias del anticuerpo quimérico.

30



ES 2674 420 T3

(£S'ON a1 OUS)

(TSON (1 OHS)

esabl euapen

zIe1a
(L+:ON (11 O1S) (9FON (1 OFS) epesad euspe ¢
(I+:ON ¢l OHS) (OFON a1 OAS) 2196 euspED .
(SEON 1 OIS) (FEON (1 OAS) epesad euspeg _
(6T:ON 11 OIS) (8T:ON A1 OHS) eisbi| euspen
= — - : 90€1a
(£TTON A1 OIS) (ZTON 11 O4S) epesad euspeD
(LT:ON (11 O1S) (O1-ON al OHS) 2196]| eUBPED e
(I T:ON (11 OS) (OT-ON a1 OiS) epesad euopes
oouswinb odisnanue [ap eioUsNoag  UQJEJ 8p 0dJSNOHUE [Op BIOUBNIDS
L et (9SON (11 OHS) (SSION (1 OUS) ($S:ON I O:S)
(Is'ON 1 OFiS) LAJASVADT SATLSVV STAASEOSVY e13b1 eusped
(0S:ON a1 OHS) (6r:ON (1 O1S) (8FON (1l OAS) clela
(SHON c1 DAS) OS-URL (I OSIS) {6rON A1 OES) ON (11 OAS epesad euspe)
ACIAATAADAS OMASYNALLLADNYINAIT NINAAC
- ) (+HON (1 OFS) (£#/ON (11 OHS) (ZHON A1 O4S)
: - elebi euspe
(660N 1 OHS) LTIANNAOO SAMASYS VANLOANOSVY 1 8USPED P
- - (3E:0ON (11 OAS) (LEON 1 OS) (9E:ON a1 OHIS)
: s - v i epesad euspe
(ECON a1 OIS) AIDdTAVOM OMANANALLSOSOdTI AAAN P Ped
I (TEON (1 OHS) (T€:ON €1 OHS) (OEON a1 OAS)
(LZON A1 OS) LAJTHISHO STINSV HINASADSLSASNSYY eiabi eusped -
. . (9TON a1 OAS) (STON a1 OHS) (FTON A1 OHS)
: s epesad euape
(IZON a1 OiS) ACQHAY AN ONDIONAALIDONNANIC SNINAAC P PeQ
g ] (OTON a1 O:IS) (61T:0N (11 OIS) (81:0N A1 OHS)
_ aa _ : [ OHS 6
(STON a1 OS) LAdIIAADT AATINLY ITASNIAOSY e1eblieusped
(F:ON (1 OAS) (€1:ON ¢ OHS) (CION a1 OdS) logia
: OIS ’ H ’ e bt H2 epesad euapen)
(GON aI 0dS) AQIWVALAACGAQS OUINASAHLDOSOHININA ATAN
s|qeLen ugIBal €] op elousNoag QI AR D

[1L elqel]

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2674420 T3

Las células COS-7 se transfectaron con cada vector de expresion de anticuerpo quimérico y se dejaron expresar
transitoriamente el anticuerpo quimérico. Se confirmé que el anticuerpo quimérico en el sobrenadante de cultivo de
COS-7 se unia a la proteina humana DLL3 mediante citometria de flujo y ELISA. La concentracién de anticuerpo
qguimérico en el sobrenadante de cultivo de COS-7 se calcul6 mediante ELISA tipo sandwich. En este célculo de la
concentracién, se usé como patrén un anticuerpo quimérico humano conocido por su concentracion. El anticuerpo
quimérico (concentracion final: 1 ug/ml) se afadié a células DLL3 humanas/BaF3 suspendidas en un tampon FACS
(PBS que contiene 1 % de suero bovino fetal). Después de incubar a 4 °C durante 30 minutos y lavar, las células se
hicieron reaccionar con anticuerpos antihumanos marcados con FITC (Beckman Coulter, Inc.), y se analizé la unién
del anticuerpo quimérico usando un citémetro de flujo FACSCalibur. Como se muestra en la Figura 7, los
anticuerpos quiméricos DL301, DL309 y DL312 se unieron a DLL3 humana/BaF3. Ninguno de los anticuerpos
qguiméricos se unio a las células Ba/F3, que eran una linea parental de las células de expresion forzada. La DLL3
humana-Fc se inmovilizé en un inmunoplaca Nunc, y se analiz6 la unién de cada anticuerpo quimérico a la proteina
inmovilizada. Para detectar anticuerpos quiméricos unidos a antigeno, se afiadi6 el anticuerpo quimérico a la misma,
y después se afiadieron anticuerpos anti-humanos marcados con fosfatasa alcalina (Biosource, AHIO305) y un
sustrato de fosfatasa alcalina Sigma 104 en este orden. Se determind la absorbancia. Los anticuerpos quiméricos
DL301, DL309 y DL312 se unieron a la DLL3 humana-Fc de una manera dependiente de la dosis (Figura 8 (a)).

[Ejemplo 6] Agrupacion del epitopo por ELISA competitivo

La competencia de un anticuerpo quimérico y un anticuerpo de ratén por unirse a la molécula de antigeno se analizé
mediante ELISA (Figura 8(b)). Se afiadié DLL3 humana-Fc a 10 ng/pocillo a una inmunoplaca Nunc y se inmovilizd
sobre la misma. Se afiadi6 una mezcla (concentracion final: 50 ng/ml) del anticuerpo quimérico y el anticuerpo de
raton diluido apropiadamente a la placa inmovilizada con proteina DLL3-Fc. La placa se incubd a temperatura
ambiente durante 1 hora y luego se lavé. Se afiadieron anticuerpos anti-humanos marcados con fosfatasa alcalina y
se incubaron. Después de la incubacion, se afiadié Sigma 104 a la misma, y se midié la absorbancia. La unién del
anticuerpo quimérico a la molécula de antigeno compitié con la del anticuerpo monoclonal de ratén original a la
misma. Los anticuerpos distintos del anticuerpo de raton DL301 no inhibieron la unién del anticuerpo quimérico
DL301 al antigeno. Los anticuerpos distintos del anticuerpo de raton DL312 no inhibieron la union del anticuerpo
quimérico DL312 al antigeno. Estos resultados demostraban que DL301 y DL312 se unian a sus respectivos
epitopos Unicos. Los anticuerpos de ratén DL305, DL308 y DL309 inhibieron la union del anticuerpo quimérico
DL309 al antigeno casi al mismo nivel, lo que sugiere que entre estos 3 anticuerpos un epitopo era el mismo. El
anticuerpo de ratén DL306 que se confirm6 que tenia una actividad inductora de ADCC no inhibia la union del
anticuerpo quimérico DL301, DL309 o DL312 al antigeno. Estos resultados demostraron que DL306 reconocia un
epitopo independiente del de DL301, DL309 o DL312.

[Ejemplo 7] Establecimiento de una linea celular que expresa anticuerpo anti-DLL3 recombinante y
purificaciéon del anticuerpo recombinante

Las células COS-7 se transfectaron con el vector de expresion del anticuerpo quimérico DL306 y se dejaron
expresar transitoriamente el anticuerpo quimérico. Se confirmé que el anticuerpo quimérico en el sobrenadante de
cultivo de COS-7 se unia a la proteina DLL3 humana por citometria de flujo. La concentracién de anticuerpo
quimérico en el sobrenadante de cultivo de COS-7 se calculé mediante ELISA tipo sandwich. En este calculo de la
concentracion, se usé como patrén un anticuerpo quimérico humano conocido por su concentracion. El anticuerpo
quimérico (concentracion final: 1 ug/ml) se afadié a células humanas DLL3/BaF3 suspendidas en un tampon FACS
(PBS que contiene 1 % de suero bovino fetal). Después de incubar a 4 °C durante 30 minutos y lavar, las células se
hicieron reaccionar con anticuerpos anti-humanos marcados con FITC (Beckman Coulter, Inc.), y se analizé la unién
del anticuerpo quimérico usando un citdmetro de flujo FACSCalibur. Como se muestra en la Figura 10, el anticuerpo
quimérico DL306 se uni6 a la DLL3 humana/BaF3 y no se uni6 a las células Ba/F3, que eran una linea parental.

Se transform6 una linea celular DG44 con el vector de expresion de anticuerpo quimérico DL301, DL306, DL309 o
DL312. Las células resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con una alta
expresion del anticuerpo quimérico humano se seleccionaron por ELISA usando anticuerpos anti-humanos para
establecer células DG44 productoras de anticuerpos quimeéricos humanos.

Cada proteina de interés se purificé a partir del sobrenadante de cultivo de la linea celular productora de anticuerpos
guiméricos humanos mediante cromatografia en columna de afinidad con rProteina A y cromatografia de filtracion en
gel. La concentracién de la proteina purificada se determiné por ensayo de la proteina DC (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) con la IgG conocida por su concentracion como patrén.

Se construy6 el vector de expresién del anticuerpo IgG2a de ratén que contiene las secuencias que codifican VH y
VL de DL301, DL306 o DL312 y las secuencias que codifican la regiéon constante de IgG2a de ratén. Las secuencias
qgue codifican la cadena ligera y la cadena pesada se incorporaron en un vector de expresion para células de
mamifero y se transcribieron bajo el control de un promotor de CMV de ratén. Una linea de células CHO deficiente
en el transportador de fucosa (W02005/017155) se transformé con el vector de expresiéon del anticuerpo 19G2a de
ratdn. Las células resistentes a los farmacos se seleccionaron en presencia de geneticina. Los clones con una alta
expresion del anticuerpo IgG2a de ratdn se seleccionaron mediante ELISA usando anticuerpos 1gG2a anti-raton para
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establecer células CHO productoras de anticuerpos IgG2a anti-ratdn con menor proporcién de residuos de fucosa.
Cada proteina de interés se purifico a partir del sobrenadante de cultivo de la linea celular productora de anticuerpos
IgG2a con menor proporcion de residuos de fucosa de ratdn mediante cromatografia en columna de afinidad con
proteina G y cromatografia de filtracién en gel. La concentracion de la proteina purificada se determiné por ensayo

de proteina DC con la IgG conocida por su concentracién como patrén.

[Tabla 2]
DL301 Cadena pesada (SEQ ID NO:69)
Cadena ligera (SEQ ID NO:16)
DL306 Cadena pesada (SEQ ID NO:70)
Cadena ligera (SEQ ID NO:28)
DL312 Cadena pesada (SEQ ID NO:71)

Cadena ligera

(SEQ ID NO:52)

[Ejemplo 8] Induccién de la actividad ADCC por el anticuerpo recombinante anti-DLL3

Se examinaron anticuerpos anti-DLL3 recombinantes IgG2a quiméricos humanos y de ratén en cuanto a sus
actividades inductoras de citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos (ADCC) contra células que expresan
DLL3 marcadas con calceina. Las lineas celulares DLL3 humana/BaF3 que expresa DLL3 y las lineas celulares de
cancer de pulmén microcitico NCI-H1184 (ATCC) se cultivaron por separado durante 90 minutos en presencia de 20
ug/ml de calceina AM (Dojindo, 349-07201), a continuacién se centrifugaron y se lavaron para preparar las células
diana marcadas con calceina. Las células diana se sembraron a razén de 1 x 10* células/pocillo en una placa de 96
pocillos (Coster 3799). Posteriormente, se afiadio al anticuerpo ajustado a una concentracion final apropiada y se
incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron células efectoras a razén de 5 x 10*
células/pocillo. La placa de reaccion se incub6 a 37 °C en una incubadora de CO.. Las células efectoras utilizadas
para el anticuerpo IgG2a de raton recombinante con menor proporcién de residuos de fucosa fueron células NK92
que expresan una molécula quimérica FcyR3 de raton-FcyR3 humana (WO 2008/093688). Las células efectoras
utilizadas para el anticuerpo recombinante quimérico humano fueron células NK92 que expresan una molécula
FcyR3 humana. Después de 4 horas de incubacion, la placa se centrifugd y se recogieron 100 ul del sobrenadante
del cultivo de cada pocillo. La intensidad de la fluorescencia se midié usando ARVO SX. La actividad inductora de
ADCC se calcul6 mediante el método descrito en el Ejemplo 4.

La Figura 11 muestra que los anticuerpos quiméricos humanos recombinantes DL301, DL306, DL309 y D312
inducen ADCC contra DLL3/BaF3 y NCI-H1184 de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 12 muestra que los anticuerpos IgG2a de ratéon recombinantes con menor proporcion de residuos de
fucosa DL301, DL306 y D312 inducen ADCC contra DLL3/BaF3 y NCI-H1184 de una manera dependiente de la
dosis.
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Met Val Ser Pr¢ Arg Met Ser Gly Leu Leu Ser Gln Thr Val Ile Leu

Ala Leu Ile Phe Leu Prg Gln Thr Arg Pro Ala Gly Val Phe Glu Leu
20 25 30
Gln Ile His Ser Phe Gly Pr¢ Gly Pro Gly Pro Gly Ala Pro Arg Ser
35 40 45
Prc Cys Ser Ala Arg Leu Pro Cys Arg Leu Phe Phe Arg Val Cys Leu
50 55 60
Lys Pro Gly Leu Ser Glu Glu Ala Ala Glu Ser Pro Cys Ala Leu Gly
65 70 75 80
Ala Ala Leu Ser Ala Arg Gly Pro Val Tyr Thr Glu Gln Pro Gly Ala
85 S0 35
Prc Ala Pro Asp Leu Pro Leu Pro Asp Gly Leu Leu Gln Val Pro Phe
100 105 110
Arg Asp Ala Trp Pro Gly Thr Phe Ser Phe Ile Ile Glu Thr Trp Arg
115 120 125
Glu Glu Leu Gly Asp Gln Ile Gly Gly Prg Ala Trp Ser Leu Leu Ala
130 135 140
Arg Val Ala Gly Arg Arg Arg Leu Ala Ala Gly Gly Pro Trp Ala Arg
145 150 155 160
Asp Ile Gln Arg Ala Gly Ala Trp Glu Leu Arg Phe Ser Tyr Arg Ala
165 170 175
Arg Cys Glu Pro Pro Ala Val Gly Thr Ala Cys Thr Arg Leu Cys Arg
180 185 180
Pro Arg Ser Ala Pro Ser Arg Cys Gly Pro Gly Leu Arg Pro Cys Ala
195 200 205
Pro Leu Glu Asp Glu Cys Glu Ala Pro Leu Val Cys Arg Ala Gly Cys
210 215 220
Ser Pro Glu His Gly Phe Cys Glu Gln Pro Gly Glu Cys Arg Cys Leu
225 230 235 240
Glu Gly Trp Thr Gly Pro Leu Cys Thr Val Pro Val Ser Thr Ser Ser
245 250 255
Cys Leu Ser Pro Arg Gly Pro Ser Ser Ala Thr Thr Gly Cys Leu Val
260 265 270
Pro Gly Pro Gly Pro Cys Asp Gly Asn Pro Cys Ala Asn Gly Gly Ser
275 280 285
Cys Ser Glu Thr Preo Arg Ser Phe Glu Cys Thr Cys Pro Arg Gly Phe
290 295 300
Tyr Gly Leu Arg Cys Glu Val Ser Gly Val Thr Cys Ala Asp Gly Pro
305 310 315 320
Cys Phe Asn Gly Gly Leu Cys Val Gly Gly Ala Asp Pro Asp Ser Ala
325 330 335
Tyr Ile Cys His Cys Pro Pro Gly Phe Gln Gly Ser Asn Cys Glu Lys
340 345 350
Arg Val Asp Arg Cys Ser Leu Gln Pro Cys Arg Asn Gly Gly Leu Cys
355 360 365
Leu Asp Leu Gly His Ala Leu Arg Cys Arg Cys Arg Ala Gly Phe Ala
370 375 380
Gly Pro Arg Cys Glu His Asp Leu Asp Asp Cys Ala Gly Arg Ala Cys
385 390 395 400
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Ala
Cys
Cys
Ser
Glu
465
Pro
Leu
Val
Leu
Asn
545
Val
Ile

Pro

Pro

<210>2
<211>585
<212> PRT

Asn
Ala
Ala
Gly
450
Phe
Gly
Gly
Hig
Ala
530
Asn
Asp
Ser

Pro

Tyr
610

Gly
Leu
Ala
435
Len
Pro
Len
Leu
Val
515
Gly
Len
Trp
Ala
Leu

595
Pro

<213> Mus musculus

<400> 2

Gly
Gly
420
Arg
Val
Val
Arg
Leu
500
Arg
Thr
Arg
Asn
Pro
580
Hig

Ser

Thr
405
Phe
Pro
Cys
His
Pro
485
Val
Arg
Pro
Thr
Arg
565
Ser

Thr

Ser
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Cys
Gly
Cys
Ala
Pro
470
Gly
Ala
Arg
Glu
Gln
550
Pro
Ile
Gly

Ile

Val
Gly
Ala
Cys
455
Asp
Asp
Ala
Gly
Pro
535
Glu
Glu
Tyr

Arg

Leu
615

Glu
Arg
Hig
440
Ala
Gly
Pro
Gly
Hig
520
Ser
Gly
Asp
Ala
Ala

600
Ser

35

Gly
Asp
425
Gly
Pro
Ala
Gln
Val
505
Ser
Val
Ser
Val
Arg
585
Gly

Val

Gly
410
Cys
Gly
Gly
Ser
Arg
490
Ala
Gln
Hig
Gly
Asp
570
Glu
Gln

Lys

Gly
Arg
Arg
Tyr
Ala
475
Tyr
Gly
Asp
Ala
Asp
555
Pro

Val

Arg

Ala
Glu
Cys
Met
460
Len
Len
Ala
Ala
Leu
540
Gly
Gln
Ala

Gln

Hig
Arg
Tyr
445
Gly
Pro
Len
Ala
Gly
525
Pro
Pro
Gly
Thr

His
605

Arg
Ala
430
Ala
Ala
Ala
Pro
Leu
510
Ser
Asp
Ser
Ile
Pro

590
Leu

Cys
415
Asp
Hig
Arg
Ala
Pro
495
Leu
Arg
Ala
Ser
Tyr
575

Len

Leu

Ser
Pro
Phe
Cys
Pro
480
Ala
Leu
Leu
Leu
Ser
560
Val
Phe

Phe



Met
Phe
His
Azn
Gly
65

Leu
Ala
Ala
Leu
Val
145
Gln
Glu
Ser

Pro

Glu
225

Val
Leu
Ser
Ala
50

Val
Ser
Ala
Trp
Gly
130
Gly
Arg
Pro
Ala
Asp

210
His

Ser
Leu
Phe
35

Arg
Ser
Thr
Leu
Pro
115
Glu
Arg
Thr
Pro
Pro
185
Glu

Gly

Pro
20

Gly
Gly
Gln
Ser
Pro
100
Gly
His
Arg
Gly
Ala
180
Ser

Cys

Tyr

Gln
Gln
Pro
Pro
Glu
Val
85

Leu
Thr
Ala
Arg
Thr
165
Val
Arg
Glu

Cys
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Val
Ala
Gly
Cys
Ala
70

Pro
Pro
Phe
Gly

Leu
150
Trp

Gly
Cys
Ala

Glu
230

Ser
Leu
Pro
Arg
55

Thr
Val
Asp
Ser
Gly
135
Ala
Glu
Ala
Gly
Pro

215
Glu

Pro
Pro
Gly
40

Leu
Glu
Tyr
Gly
Leu
120

Pro

Ala

Ala
Pro
200
Ser

Pro

36

Ala
25

Phe
Ser
Thr
Leu
105
Val
Ala
Gly
His
Cys
185
Gly
Val

Asgp

Ser
10

Gly
Gly
Phe
Leu
Glu
90

Val
Ile
Trp
Gly
Phe
170
Ala
Leu
Cys

Glu

Gln
Val
Thr
Arg
Cys
75

His
Arg
Glu
Azn
Pro
155
Ser
Arg
Arg
Arg

Cys
235

Thr
Phe
Pro
Val
60

Ala
Pro
Val
Thr

Leu
140

Trp
Tyr
Leu
Pro
Pro

220
Arg

Leu
Glu
Arg
45

Cys
Leu
Gly

Pro

Trp
125
Leu
Ala
Arg
Cys
Cys
205
Gly

Cys

Ile
Leu
30

Ser
Leu
Gly
Glu
Phe
110
Arg
Ala
Arg
Ala
Arg
180
Thr
Cys

Leu

Leu
15

Gln
Pro
Lys
Ala
Ser
95

Arg
Glu
Arg
Aszp
Arg
175
Ser
Pro

Ser

Glu

Ala
Ile
Cys
Pro
Ala
80

Ala
Asp
Gln
Val
Val
160
Cys
Arg
Phe

Pro

Gly
240
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Trp Thr Gly Pro Leu Cys Thr Val Pro Val Ser Thr Ser Ser Cys Leu
245 250 255
Asn Ser Arg Val Pro Gly Preo Ala Ser Thr Gly Cys Leu Leu Pro Gly
260 265 270
Prc Gly Pro Cys Asp Gly Asn Pro Cys Ala Asn Gly Gly Ser Cys Ser
275 280 285
Glu Thr Ser Gly Ser Phe Glu Cys Ala Cys Pro Arg Gly Phe Tyr Gly
290 295 300
Leu Arg Cys Glu Val Ser Gly Val Thr Cys Ala Asp Gly Pro Cys Phe
305 310 315 320
Asn Gly Gly Leu Cys Val Gly Gly Glu Asp Pr¢ Asp Ser Ala Tyr Val
325 330 335
Cys His Cys Pro Pro Gly Phe Gln Gly Ser Asn Cys Glu Lys Arg Val
340 345 350
Asp Arg Cys Ser Leu Gln Pro Cys Gln Asn Gly Gly Leu Cys Leu Asp
355 360 365
Leu Gly His Ala Leu Arg Cys Arg Cys Arg Ala Gly Phe Ala Gly Pro
370 375 380
Arg Cys Glu His Asp Leu Asp Asp Cys Ala Gly Arg Ala Cys Ala Asn
385 390 395 400
Gly Gly Thr Cys Val Glu Gly Gly Gly Ser Arg Arg Cys Ser Cys Ala
405 410 415
Leu Gly Phe Gly Gly Arg Asp Cys Arg Glu Arg Ala Asp Pro Cys Ala
420 425 430
Ser Arg Pro Cys Ala His Gly Gly Arg Cys Tyr Ala His Phe Ser Gly
435 440 445
Leu Val Cys Ala Cys Ala Pro Gly Tyr Met Gly Val Arg Cys Glu Phe
450 455 460
Ala Val Arg Pro Asp Gly Ala Asp Ala Val Pro Ala Ala Pro Arg Gly
465 470 475 4380
Leu Arg Gln Ala Asp Pro Gln Arg Phe Leu Leu Pro Pro Ala Leu Gly
485 490 495
Leu Leu Val Ala Ala Gly Leu Ala Gly Ala Ala Leu Leu Val Ile His
500 505 51Q
Val Arg Arg Arg Gly Pro Gly Gln Asp Thr Gly Thr Arg Leu Leu Ser
515 520 525
Gly Thr Arg Glu Pro Ser Val His Thr Leu Pro Asp Ala Leu Asn Asn
530 535 540
Leu Arg Leu Gln Asp Gly Ala Gly Asp Gly Pro Ser Ser Ser Ala Asp
545 550 555 560
Trp Asn His Pro Glu Asp Gly Asp Ser Arg Ser Ile Tyr Val Ile Pro
565 570 575
Ala Pro Ser Ile Tyr Ala Arg Glu Ala
580 585

<210> 3

<211> 723

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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Met Gly Ser Arg Cys Ala Leu Ala Leu Ala Val Leu Ser Ala Leu Leu

Cys Gln Val Trp Ser Ser Gly Val Phe Glu Leu Lys Leu Gln Glu Phe
20 25 30
Val Asn Lys Lys Gly Leu Leu Gly Asn Arg Asn Cys Cys Arg Gly Gly
35 40 45
Ala Gly Pro Pro Pro Cys Ala Cyz Arg Thr Phe Phe Arg Val Cys Leu

Lys His Tyr Gln Ala Ser Val Ser Pro Glu Pro Pro Cys Thr Tyr Gly
65 70 75 80
Ser Ala Val Thr Pro Val Leu Gly Val Asp Ser Phe Ser Leu Pro Asp
85 90 95
Gly Gly Gly Ala Asp Ser Ala Phe Ser Asn Pro Ile Arg FPhe Pro Fhe
100 105 110
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Gly
Thr
Ser
145
Gln
Phe
Arg
Glu
Ile
225
Gly
Cys
Gln
Leu
Thr
305
Thr
Cys
Thr
Thr
Fro
385
Asn
Gly
Ala
Ser
Phe
465
Pro
His
Gly
val

Trp
545
Gly
Arg

Leu

Ala

Phe
Asp
130
Arg
Asp
Val
Fro
Lys
210
Cys
Glu
Ile
Cys
Asn
280
Asn
Gly
Lys
Cys
Cys
370
Asgp
Cys
Ala
Gly
Ser
450
Ser
val
Glu
Pro
val
530
vVal
Cys
Fro

Ala

Thr

Thr
115
Ser
Leu
Leu
Cys
Arg
155
Val
Leu
Cys
Arg
Asn
275
Tyr
Thr
Ala
Asn
Fro
355
Ala
Gly
Glu
Lys
Phe
435
Fro
Cys
Ser
Arg
Agn
515
Asp
Ala
Ala
Pro
Agn

555
Gln

Trp
Pro
Ala
Eis
Asp
180
Asp
Cys
Pro
Lys
Tyr
260
Cys
Cys
Gly
Thr
Gly
340
Pro
Asp
Gly
Lys
Cys
420
Ser
Cys
Thr
Arg
Gly
500
Cys
Leu
val
Ala
Ala
580
Cys

Ile

Pro
Asp
Thr
Ser
165
Glu
Asp
Asn
Gly
Cys
245
Pro
Gln
Thr
Gln
Cys
325
Gly
Gly
Gly
Tyr
Lys
405
val
Gly
Bla
Cys
Cys
435
His
Gln
Thr
Cys
Val
565
Asp

Gln

Lys
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Gly
Asp
Gln
150
Ser
His
Ala
Pro
Cys
230
Arg
Gly
Glu
His
Gly
310
Glu
Ser
Phe
Pro
Ser
390
Ile
Asp
Arg
Asn
Pro
470
Glu
Arg
Phe
Glu
Ala
550
val
Pro

Arg

Asn

Thr
Leu
135
Arg
Gly
Tyr
Phe
Gly
215
Asp
val
Cys
Gly
His
295
Ser
Leu
Cys
Tyr
Cys
375
Cys
Asp
Leu
His
Gly
455
Pro
His
Tyr
Leu
Lys
535
Gly
val
Cys

Glu

Thr

Phe
120
Ala
His
Arg
Tyr
Gly
200
Trp
Glu
Gly

Leu

Trp
280
Lys
Tyr
Gly
Thr
Gly
360
Phe
Arg
Tyr
Gly
Cys
440
Gly
Gly
Ala
Val
Leu
520
Leu
Val
Cys
Arg
Lys

600
Asn

39

Ser
Thr
Leu
Thr
Gly
185
His
Lys
Gln
Trp
Hisg
265
Gly
Pro
Thr
Ile
Asp
345
Lys
Asn
Cys
Cys
Asp
425
Asp
Thr
Tyr
Ero
Cys
505
Pro
Glu
Ile
val
Gly
585

Asp

Lys

Leu
Glu
Thr
Asp
170
Glu
Phe
Gly
His
Gln
250
Gly
Gly
Cys
Cys
Asp
330
Leu
Ile
Gly
Pro
Ser
410
Ala
Asp
Cys
Thr
Cys
420
Glu
Glu
Gly
Leu
Arg
570
Glu

Ile

Lys

Ile
Asn
Val
155
Leu
Gly
Thr
Pro
Gly
235
Gly
Thr
Leu
Lys
Ser
315
Glu
Glu
Cys
Gly
Vval
395
Ser
Tyr
Asn
Arg
Gly
475
His
Cys
Leu
Gln
Val
555
Leu
Thr

Ser

Ala

Ile
Pro
1490
Gly
Lys
Cys
Cys
Tyr
220
Phe
Arg
Cys
Phe
Asn
300
Cys
Cys
Asn
Glu
Arg
380
Gly
Ser
Leu
Val
Asp
460
Arg
Asn
Ala
Pro
Gly
540
Leu
Arg
Glu

Val

Asp

Glu
125
Glu
Glu
Tyr
Ser
Gly
205
Cys
Cys
Tyr
Gln
Cys
285
Gly
Arg
Asp
Ser
Leu
365
Cys
Tyr
Pro
Cys
Asp
445
Gly
Asn
Gly
Arg
Pro
525
Gly
Met
Leu
Thr
Ser

605
Phe

Ala
Arg
Glu
Ser
val
190
Glu
Thr
Asp
Cys
Gln
270
Asn
Ala
Pro
Pro
Tyr
350
Ser
Ser
Ser
Cys
Arg
430
Asp
val
Cys
Ala
Gly
510
Gly
Pro
Leu
Gln
Met
590

Ile

His

Leu
Leu
Trp
Tyr
175
Phe
Arg
Glu
Lys
Asp
255
EFro
Gln
Thr
Gly
Ser
335
Ser
Ala
Asp
Gly
Ser
415
Cys
Cys
Asn
Ser
Thr
495
Tyr
Bro
Phe
Leu
Lys
575
Asn

Ile

Gly

His
Ile
Ser
160
Arg
Cys
Gly
Pro
Pro
240
Glu
Trp
Asp
Cys
Tyr
320
Fro
Cys
Met
Sear
Phe
400
Agn
Gln
Ala
Asp
Ala
480
Cys
Gly
Ala
Fro
Leu
560
His
Asn

Gly

Asp
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610 615 620
His Ser Ala Asp Lys Asn Gly Phe Lys Ala Arg Tyr Pro Ala Val Asp
625 630 635 640
Tyr Asn Leu Val Gln Asp Leu Lys Gly Asp Asp Thr Ala Val Arg Asp
645 650 655
Ala His Ser Lys Arg Asp Thr lys Cys Gln Pro Gln Gly Ser Ser Gly
660 665 670
Glu Glu Lys Gly Thr Pr¢ Thr Thr Leu Arg Gly Gly Glu ARla Ser Glu
675 680 685
Arg Lys Arg Pro Asp Ser Gly Cys Ser Thr Ser Lys Asp Thr Lys Tyr
690 695 700
Gln Ser Val Tyr Val Ile Ser Glu Glu Lys Asp Glu Cys Val Ile Ala
705 710 715 720
Thr Glu Val

<210> 4

<211> 2555

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
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Met Pro Pro Leu Leu Ala Pro Leu Leu Cys Leu Ala Leu Leu Pro Ala

Leu Ala Ala Arg Gly Pro Arg Cys Ser Gln Pro Gly Glu Thr Cys Leu
20 25 30
Asn Gly Gly Lys Cys Glu Ala Ala Asn Gly Thr Glu Ala Cys Val Cys
35 40 45
Gly Gly Ala Phe Val Gly Pro Arg Cys Gln Asp Pro Asn Pro Cys Leu

Ser Thr Pro Cys Lys Asn Ala Gly Thr Cys His Val Val Asp Arg Arg
65 70 15 80
Gly Val Ala Asp Tyr Ala Cys Ser Cys Ala Leu Gly Phe Ser Gly Pro
85 90 95
Leu Cys Leu Thr Pro Leu Asp Asn Ala Cys Leu Thr Asn Pro Cys Arg
100 105 110
Asn Gly Gly Thr Cys Asp Leu Leu Thr Leu Thr Glu Tyr Lys Cys Arg
115 120 125
Cys Pro Pro Gly Trp Ser Gly Lys Ser Cys Gln Gln Ala Asp Pro Cys
120 135 140
Ala Ser Asn Pro Cys Ala Asn Gly Gly Gln Cys Leu Pro Phe Glu Ala
145 150 155 160
Ser Tyr Ile Cys His Cys Pro Pro Ser Phe His Gly Pro Thr Cys Arg
165 170 175
Gln Asp Val Asn Glu Cys Gly Gln Lys Pro Gly Leu Cys Arg His Gly
180 185 190
Gly Thr Cys His Asn Glu Val Gly Ser Tyr Arg Cys Val Cys Arg Ala
195 200 205
Thr His Thr Gly Pro Asn Cys Glu Arg Pro Tyr Val Pro Cys Ser Pro
210 215 220
Ser Pro Cys Gln Asn Gly Gly Thr Cys Arg Pro Thr Gly Asp Val Thr
225 230 235 240
His Glu Cys Ala Cys Leu Pro Gly Phe Thr Gly Gln Asn Cys Glu Glu
245 250 255
Asn Ile Asp Asp Cys Pro Gly Asn Asn Cys Lys Asn Gly Gly Ala Cys
260 265 270
Val Asp Gly Val Asn Thr Tyr Asn Cys Arg Cys Pro Pro Glu Trp Thr
275 280 285
Gly Gln Tyr Cys Thr Glu Asp Val Asp Glu Cys Gln Leu Met Pro Asn
290 295 300
Ala Cys Gln Asn Gly Gly Thr Cys His Asn Thr His Gly Gly Tyr Asn
305 310 315 320
Cys Val Cys Val Asn Gly Trp Thr Gly Glu Asp Cys Ser Glu Asn Ile
325 330 335
Asp Asp Cys Ala Ser Ala Ala Cys Phe His Gly Ala Thr Cys His Asp
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Arg
Leu
Ser
385
Pro
Ser
Leu
Cys
Ala
465
Gly
Ser
Gln
val
Asp
545
Thr
Tyr
Fro
Ser
Tyr
625
Asn
Asp
Ser
Asgn
Pro
705
Asn
Tyr
Asn
Lys
Gly
785
Leu

Cys

Cys

val
Cys
370
Asn
Ser
Leu
Gly
Glu
450
Thr
Tyr
Pro
Cys
Asp
530
Gly
His
Gly
Gly
Gln
610
Leu
Leu
Lys
Met
Gly
690
Glu
Ser
Lys
Asn
Agsp
770
Pro
Asn

Leu

Ala

Ala
355
His
Cys
Gly
Gly
Ser
435
Ile
Cys
Glu
Cys
Glu
515
Glu
Pro
Cys
Ser
Tyr
595
Pro
Cys
Asp
Ile
Cys
£75
Gly
Gly
Agn
Cys
Asn
755
Met
Asgn
Gln

Leu

Fro
835

340
Ser

Leu
Asp
Tyr
Ala
420
Phe
Asp
Leu
Gly
Leu
500
Cys
Cys
Asn
Glu
Cys
580
Thr
Cys
Phe
Asp
Asp
660
Agn
Thr
Tyr
Pro
Asp
740
Glu
Thr
Cys
Gly
Pro

820
Ser

Phe
Asn
Thr
Thr
405
Asn
Glu
val
Asp
val
485
His
Pro
Ala
Thr
val
565
Lys
Gly
Arg
Cys
Cys
645
Gly
Ile
Cys
His
Cys
725
Cys
Cys
Ser
Gln
Thr
805

Tyr

Pro
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Tyr
Asp
Asn
330
Gly
Broc
Cys
Agn
Gln
470
His
Asn
Thr
Ser
TYyr
550
Asp
Asp
His
His
Leu
630
Ala
Tyr
Asn
Glu
Asp
710
Val
Asp
Glu
Gly
Thr
790
Cys

Thr

Cys

Cys
Ala
375
Fro
Bro
Cys
Gln
Glu
455
Ile
Cys
Gly
Gly
Thr
535
Thr
Ile
Gly
His
Gly
615
Lys
Ser
Glu
Ile
Asp
655
Pro
Hisg
Pro
Ser
Tyr
775
Asn
Ile

Gly

Arg

Glu
360
Cys
vVal
Ala
Glu
Cys
440
Cys
Gly
Glu
Arg
Phe
520
Pro
Cys
Asp
Val
Cys
600
Gly
Gly
Ser
Cys
Asp
680
Gly
Thr
Gly
Gly
Asn
760
Val
Ile
Asp

Ala

Asn
840

42

345
Cys

Ile
Asn
Cys
His
425
Leu
val
Glu
val
Cys
505
Thr
Cys
val
Glu
Ala
585
Glu
Thr
Thr
Fro
Ala
665
Glu
Ile
Cys
Ala
Trp
745
Pro
Cys
Asn
Asp
Thr

825
Gly

Fro
Ser
Gly
Ser
410
Ala
Gln
Ser
Phe
Asn
490
Leu
Gly
Lys
Cys
Cys
570
Thr
Thr
Cys
Thr
Cys
650
Cys
Cys
Agn
Leu
Cys
730
Ser
Cys
Thr
Glu
Val
810

Cys

Gly

His
Asn
Lys
395
Gln
Gly
Gly
Asgn
Gln
475
Thr
Asp
His
Asn
Thr
555
Asp
Phe
Bsgn
Gln
Gly
635
Asp
Glu
Ala
Gly
Ser
715
Arg
Gly
Val
Cys
Cys
795
Ala

Glu

Glu

Gly
Pro
380
Ala
Asp
Lys
Tyr
Pro
460
Cys
Asp
Lys
Leu
Gly
540
Glu
Pro
Thr
Ile
Asp
620
Prg
Ser
Pro
Gly
Phe
700
Glu
Asp
Thr
Asn
Arg
780
Ala
Gly

val

Cys

Arg
365
Cys
Ile
Val
Cys
Thr
445
Cys
Ile
Glu
Ile
Cys
525
Ala
Gly
Asp
Cys
Asn
605
Arg
Asn
Gly
Gly
Agn
685
Thr
val
Ser
Agn
Gly
765
Glu
Ser
Tyr

Val

Arg
845

350
Thr

Asn
Cys
Asp
Ile
430
Gly
Gln
Cys
Cys
Asn
510
Gln
Lys
Tyr
Pro
Leu
590
Glu
Asp
Cys
Thr
Tyr
670
Pro
Cys
Asn
Leu
Cys
750
Gly
Gly
Asn
Lys
Leu

830
Gln

Gly
Glu
Thr
Glu
415
Asn
Pro
Asn
Met
Ala
435
Glu
Tyr
Cys
Thr
Cys
575
Cys
Cys
Asn
Glu
Cys
655
Thr
Cys
Arg
Glu
Asgn
735
Asp
Thr
Phe
Pro
Cys
815

Ala

Ser

Leu
Gly
Cys
400
Cys
Thr
Arg
Asp
Pro
480
Ser
Fhe
Asgp
Leu
Gly
560
His
Arg
Ser
Ala
Ile
640
Leu
Gly
Hisg
Cys
Cys
720
Gly
Ile
Cys
Ser
Cys
800
Asn

Bro

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

850 855 860

Thr Cys Glu Val Asp Ile Asn Glu Cys Val Leu Ser Pro Cys Arg His

865 870 875 880

Gly Ala Ser Cys Gln Asn Thr His Gly Gly Tyr Arg Cys His Cys Gln

885 890 895
Ala Gly Tyr Ser Gly Arg Asn Cys Glu Thr Asp Ile Asp Asp Cys Arg
8490 905 910
Pro Asn Pro Cys His Asn Gly Gly Ser Cys Thr Asp Gly Ile Asn Thr
915 9520 925

Ala Phe Cys Asp Cys Leu Pro Gly Phe Arg Gly Thr Phe Cys Glu Glu
930 935 940

Asp Ile Asn Glu Cys Ala Ser Asp Pro Cys Arg Asn Gly Ala Asn Cys

$45 850 955 960

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

965 970 975
Gly Ile His Cysg Glu Asn Asn Thr Pro Asp Cys Thr Glu Ser Ser Cys
980 985 990
FPhe Asn Gly Gly Thr Cys Val Asp Gly Ile Asn Ser Phe Thr Cys Le
995 1000 1005

Cys Pro Pro Gly Phe Thr Gly Ser Tyr Cys Gln His Asp Val Asan
1010 1015 1020

Glu Cys Asp Ser Gln Pro Cys Leu His Gly Gly Thr Cys Gln Asp
1025 1030 1035

Gly Cys Gly Ser Tyr Arg Cys Thr Cys Pro Gln Gly Tyr Thr Gly
1040 1045 1050

Pro Asn Cys Gln Asn Leu Val His Trp Cys Asp Ser Ser Pro Cys
1055 1060 1065

Lys Asn Gly Gly Lys Cys Trp Gln Thr His Thr Gln Tyr Arg Cys
1070 1075 1080

Glu Cys Pro Ser Gly Trp Thr Gly Leu Tyr Cys Asp Val Pro Ser
1085 1090 1095

Val Ser Cys Glu Val Ala Ala Gln Arg Gln Gly Val Asp Val Ala
1100 1105 1110

Arg Leu Cys Gln Hig Gly Gly Leu Cys Val Asp Ala Gly Asn Thr
1115 1120 1125

His His Cys Arg Cys Gln Ala Gly Tyr Thr Gly Ser Tyr Cys Glu
1130 1135 1140

Asp Leu Val Asp Glu Cys Ser Pro Ser Pro Cys Gln Asn Gly Ala
1145 1150 1155

Thr Cys Thr Asp Tyr Leu Gly Gly Tyr Ser Cys Lys Cys Val Ala
1160 1165 1170

Gly Tyr His Gly Val Asn Cys Ser Glu Glu Ile Asp Glu Cys Leu
1175 1180 1185

Ser His Pro Cys Gln Asn Gly Gly Thr Cys Leu Asp Leu Pro Asn
1190 1195 12400

Thr Tyr Lys Cys Ser Cys Pro Arg Gly Thr Gln Gly Val His Cys
1205 1219 1215

Glu TIle Asn Val Asp Asp Cys Asn Pro Pro Val Asp Pro Val Ser
1220 1225 1230

Arg Ser Preo Lys Cys Phe Asn Asn Gly Thr Cys Val Asp Gln Val
1235 1240 1245

Gly Gly Tyr Ser Cys Thr Cys Pro Pro Gly Phe Val Gly Glu Arg
1250 1255 1260

Cys Glu Gly Asp Val Asn Glu Cys Leu Ser Asn Pro Cys Asp Ala
1265 1270 1275

Arg Gly Thr Gln Asn Cys Val Gln Arg Val Asn Asp Phe His Cys
1280 1285 1290

Glu Cys Arg Ala Gly His Thr Gly Arg Arg Cys Glu Ser Val Ile
1295 1300 1305

Asn Gly Cys Lys Gly Lys Pro Cys Lys Asn Gly Gly Thr Cys Ala
1310 1315 1320

Val Ala Ser Asn Thr Ala Arg Gly Phe Ile Cys Lys Cys Pro Ala

43



Gly
Ser
Ser
Gln
Asn
Cys
Asp
Leu
Gly
Trp
Asn
His
Phe
Gln
Cys
His
Leu
Arg
Asp
Glu
Ala

Pro

Gln
Val
Ile
Pro
Phe
Lys
Lys

Glu

1325
Phe
1340
Leu
1355
Pro
1370
Phe
1385
Gln
1400
Leu
1415
Tyr
1430
Ile
1445
Asn
1460
Agp
1475
Cys
1490
Cys
1505
Asp
1520
Tyr
1535
Asn
1550
Val
1565
Met
1580
Glu
1595
Ala
1610
Glu
1625
Ala
1640
Gly
1655
Asp
1670
Cys
1685
Ala
1700
Pro
1715
Pro
1730
Val
1745
Arg
1760
val
1775
Agp
17580

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

Ser

Gly
Cys
Cys
Ala
Thr
Pro
Phe
Glu
Val
Gly
Gln
Ser
Gln
Lys
Ala
Glu
Pro
Ser
Gly
Arg
Asp
Ser
Arg
Gln
Phe
Lys
Ala
Leu
Arg
Glu

val
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Ala
Leu
Leu
Ser
Cys
Ala
Gly
Ala
Cys
Asp
Ser
Gln
Arg
Asp
Glu
Arg
Glu
Arg
Gln
Lys
Ala
Glu
Gly
Ala
Leu
Ile
Gln
Phe
Gln
Ala

Gly

Thr
Asn
Cys
Ser
Glu
Lys
Gly
Cys
Ser
Cys
Leu
Cys
Ala
His
Cys
Leu
Gln
Val
Gln
His
Leu
Gly
Ser
Ser
Gly
Glu
Leu
Phe
His
Ser

Leu

1330
Cys
1345
Gly
1360
Leu
1375
Fro
1390
Fro
1405
Phe
1420
Gly
1435
Glu
1450
Leu
1465
Sar
1480
Gln
1495
Asn
1510
Glu
1525
Phe
1540
Glu
1555
Ala
1570
Leu
1585
Leu
1600
Met
1615
Fro
1630
Leu
1645
Gly
1660
Ile
1675
Ser
1690
Ala
1705
Ala
1720
Hisg
1735
val
1750
Gly
1765
Lys
1780
Lys
1795

Glu
Gly
Gly
Cys
Thr
Asn
Ala
Leu
Gln
Leu
Cys
Ser
Gly
Ser
Trp
Ala
Arg
His
Ile
Ile
Gly
Arg
Val
Gln
Leu
Val
Phe
Gly
Gln
Lys

Pro
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Asn
Thr
Fro
Leu
Ser
Gly
Gly
Fro
Cys
Asn
Trp
Ala
Gln
Asp
Asp
Gly
Asn
Thr
Phe
Lys
Gln
Arg
Tyr
Cys
Ala
Gln
Met
Cys
Leu
Lys

Leu

Asp
Cys
Phe
Gly
Glu
Leu
Arg
Glu
Asn
Phe
Lys
Gly
Cys
Gly
Gly
Thr
Ser
Asn
Pro
Arg
Val
Arg
Leu
Phe
Ser
Ser
Tyr
Gly
Trp
Arg

Lys

Ala
Ile
Thr
Gly
Ser
Leu
Asp
Cys
Asgn
Agn
Tyr
Cys
Asn
His
Leu
Leu
Ser
Val
Tyr
Ala
Lys
Arg
Glu
Gln
Leu
Glu
Val
val
Phe
Arg

Asn

1335
Arg
1350
Ser
1365
Gly
1380
Asn
1395
Fro
1410
Cys
1425
Ile
1440
Gln
1455
His
1470
Asp
1485
Fhe
1500
Leu
1515
Pro
1530
Cys
1545
Asp
1560
Val
1575
Phe
1590
Val
1605
Tyr
1620
Ala
1635
Ala
1650
Glu
1665
Ile
1680
Ser
1695
Gly
1710
Thr
1725
Ala
1740
Leu
1755
Pro
1770
Glu
1785
Ala
1800

Thr
Gly
Pro
Pro
Phe
His
Pro
Glu
Ala
Bro
Ser
Phe
Leu
Asp
Cys
val
His
Phe
Gly
Glu
Ser
Leu
Asp
aAla
Ser
Val
Ala
Leu
Glu
Pro

Ser

Cys
Pro
Glu
Cys
Tyr
Ile
Pro
Agp
Cys
Trp
Asp
Asp
Tyr
Gln
Ala
Val
Phe
Lys
Arg
Gly
Leu
Asp
Asn
Thr
Leu
Glu
Ala
Ser
Gly
Leu

Asp

Gly
Arg
Cys
Tyr
Arg
Leu
Pro
Ala
Gly
Lys
Gly
Gly
Asp
Gly
Glu
Val
Leu
Arg
Glu
Trp
Leu
Pro
Arg
Asp
Asn
Pro
Ala
Arg
Phe
Gly

Gly



Ala
Glu
Leu
Asp
Gln
Pro
Gly
val
Thr
Ser
Ala
vVal
Arg
Leu
Leu
Lys
Ala
Asn
Tyr
Ile
Arg
Val
Thr
Leu
Lys
Arg
Ser
Tyr
Gln
Asp
Glu

Gly

Leu
1805
Thr
1820
Asp
1835
Ala
1850
Gly
1865
Asp
1880
Leu
1895
Ile
19140
Asp
1325
Arg
1540
Asn
1955
Ser
1970
Ala
1985
Ile
2000
Ile
2015
Ser
2030
Val
2045
Arg
2060
Glu
2075
Thr
2090
Met
2105
Arg
2120
Leu
2135
Lys
2150
Gly
2165
Arg
2180
Gly
2195
Leu
22140
Gln
2225
Thr
2240
Met
2255
Pro

Met
Lys
Asp
Ala
Glu
Gly
Glu
Ser
Arg
Ser
Ile
Ala
Thr
Leu
Asn
Ala
Val
Glu
Thr
Asp
Hisg
Ser
Ser
Fro
Leu
Lys
Met
Ser
Ser
His
Ala

Bro

Asp
Lys
Gln
Asp
Val
Phe
Thr
Asp
Thr
Asp
Gln
Asp
Asp
Ala
Ser
Leu
Leu
Glu
Ala
His
His
Pro
Pro
Gly
aAla
Lys
Leu
Asp
Pro
Leu
Ala

Arg

ES 2674420 T3

Agp
Phe
Thr
Leu
Asp
Thr
Gly
Phe
Gly
Ala
Asp
Ala
Leu
Ala
His
His
Leu
Thr
Lys
Met
Asp
Gln
Pro
Val
Cys
Ser
Ser
Val
Ser
Gly
Leu

Leu

Asn
Arg
Asp
Arg
Ala
Pro
Asn
Ile
Glu
Ala
Asn
Gln
Asp
Arg
Ala
Trp
Lys
Pro
Val
Asp
Ile
Leu
Leu
Gln
Gly
Gln
Pro
Ala
Val
Ile
Gly

Ser

Gln
1810
Phe
1825
His
1840
Met
1855
Agp
1870
Leu
1885
Ser
1900
Tyr
1915
Thr
1930
Lys
1945
Met
1960
Gly
1975
Ala
1950
Leu
2005
Asp
2020
Ala
2035
Agn
2050
Leu
2085
Leu
2080
Arg
2085
Val
2110
Hisg
2125
Cys
2140
Gly
2155
Ser
2170
Agsp
2185
Val
2200
Ser
2215
Pro
2230
Gly
2245
Gly
2260
His

Asn
Glu
Arg
Ser

Cys

Glu
Gln
Ala
Arg
Gly
Val
Arg
Ala
Val
Ala
Gly
Phe
Leu

Leu

Gly
Ser
Lys
Lys
Gly
Asp
Pro
Leu
His
Gly

Leu

45

Glu
Glu
Gln
Ala
Met
Ile
Glu
Gly
Leu
Leu
Arg
BPhe
Met
Val
Asn
Ala
Ala
Leu
Asp
Pro
Leu
Ala
Pro
Lys
Glu
Lys
Ser
Pro
Asn
Leu
Gly

Pro

Trp
Pro
Trp
Met
Asp
Ala
Glu
Ala
His
Leu
Thr
Gln
His
Glu
Ala
Val
Asn
Ala
His
Arg
Leu
Pro
Asn
val
Ala
Gly
Leu
Leu
His
Asn
Arg

val

Gly
Val
Thr
Ala
Val
Ser
Glu
Ser
Leu
Glu
Pro
Ile
Asp
Gly
Vval
Asn
Lys
Ala
Phe
Asp
Asp
Leu
Gly
Arg
Lys
Cys
Glu
Leu
Leu
Val
Leu

Ala

Asp
1815
val
1830
Gln
1845
Pro
1860
Agn
1875
Cys
1890
Asp
1305
Leu
1320
Ala
15935
Ala
1950
Leu
1965
Leu
1980
Gly
1995
Met
2010
Asp
2025
Asn
2040
Asp
2055
Arg
2070
Ala
2085
Ile
2100
Glu
2115
Gly
2130
Tyr
2145
Lys
2160
Asp
2175
Leu
2190
Ser
2205
Froc
2220
Bro
2235
Ala
2250
Ala
2265
Ser

Glu
Leu
Gln
Thr
Val
Ser
Ala
His
Ala
Ser
His
Ile
Thr
Leu
Asp
Val
Met
Glu
Asn
ala
Tyr
Gly
Leu
Fro
Leu
Leu
Pro
Ser
Gly
Ala
FPhe

Gly

Asp
Pro
His
Pro
Arg
Gly
Pro

Asn

Ala
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
Asp
Gln
Gly
Arg
Gln
Asn
Thr
Gly
Ser
Lys
Asp
His
Pro
Met
Lys
Glu

Thr

Leu
Asp
Leu
Pro
Gly
Gly
Ala
Gln
Tyr
Asp
Ala
Asn
Fro
Asp
Gly
Ala
Asn
Ser
Asp
Glu
Leu
Pro
Ser
Ser
Ala
Ser
Gly
Phe
Pro
Pro
Thr

Ser
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Thr

Gly

Ser
His
Leu
Ala
Agn
Gln

Leu

Ser
Leu
Ala
Val
Phe
Ser
Pro

Phe

<210>5
<211>724
<212> PRT

2270
Val
2285
Gly
2300
Gln
2315
Val
2330
Gly
2345
Ser
2360
Thr
2375
Leu
2390
Gln
2405
Gly
2420
Ser
2435
Ser
2450
Pro
2465
Gln
2480
Aszp
2495
Leu
2510
Pro
2525
Pro
2540
Lys
2555

Leu
Ser
Ser
Ala
Met
Gln
Gln
Gln
Gln
Val
Gly
Len
Thr
Phe
Asn
Thr
His

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Thr
Gly
Pro
Val
Met
Pro
Met
Ser
Ser
Glu
Ala
Ser
Leu
Thr
Pro
Ser

Ser

ES 2674420 T3

Ser
Ser
Met
Gly
Gly
Met
His
Gln
Leu
Ser
Pro
Val
Leu
Thr
Pro
Ser
Asn

Met

Ser

Leu

Vval

Pro

Pro

Ser

Leu

Gln

Gln

Ala

Ser

His

Pro

Pro

Ser

Pro

Val

Gln

<223> secuencia quimérica humana-ratén

<400> 5

2275
Ser
2290
Asn
2305
Pro
2320
Len
2335
Len
2350
Tyr
2365
Val
2380
Gln
2395
Pro
2410
Ala
2425
Gln
2440
Thr
2455
Ser
2470
Pro
2485
Hig
2500
Glu
2515
Ser
2530
Ser
2545

46

Gly
Gly
Agn
Ser
His
Gln
Gln
Agn
Pro
Ser
Ala
Ile
Ser
Ser
Gln
Ser
Asp

Gln

Gly
Gln
Gln
Thr
Ser
Gly

Thr

Pro
Gly

Asp

Leu

Gln

Pro

Trp

Ile

Ala
Cys
Tyr
Gln
Ser
Leu
Gln
Gln
Pro
His
Val
Pro
Val
His
Gln
Asp
Ser

Ala

Leu
Glu
Agn
Ala
Leu
Pro
Gln
Pro
Pro
Leu
Gln
Gln
Pro
Ser
Val
Gln
Glu

Arg

2280
Asgn
2295
Trp
2310
Pro
2325
Pro
2340
Ala
2355
Ser
2370
Val
2385
Ala
2400
Pro
2415
Gly
2430
Pro
2445
Glu
2460
Pro
2475
Tyr
2490
Pro
2505

2520
Gly
2535
Ile
2550

Phe
Leu
Leu
Ser
Ala
Thr
Gln
Asn
Gln
Arg
Len
Ser
Val
Ser
Glu
Ser
Val

Pro

Thr
Ser
Arg
Len
Ser
Arg
Pro
Ile
Pro
Ser
Gly
Pro
Thr
Ser
His
Ser
Ser

Glu

Val
Arg
Gly
Gln
Ala
Len
Gln
Gln
His
Phe
Pro
Ala
Ala
Pro
Pro
Ser
Ser

Ala



Met
Ala
Gln
Pro
Lys
65

Ala

Pro

Glu

val
Leu
Ile
Cys
50

Pro
Ala
Ala

Asp

Glu

Ser
Ile
His
35

Ser
Gly
Leu
Pro
Ala

115
Leu

Pro
Phe
20

Ser
Ala
Leu
Ser
Asp
100
Trp

Gly

Arg
Leu
Phe
Arg
Ser
Ala
85

Leu

Pro

Asp

ES 2674420 T3

Met
Pro
Gly
Leu
Glu
70

Arg
Pro

Gly

Gln

Ser
Gln
Pro
Pro
55

Glu
Gly
Leu

Thr

Ile

Gly
Thr
Gly
Cys
Ala
Pro
Pro
Phe

120
Gly

47

Leu
Arg
25

Pro
Arg
Ala
val
Asp
105

Ser

Gly

Leu
10

Pro
Gly
Len
Glu
Tyr
90

Gly
Fhe

Pro

Ser
Ala
Pro
Fhe
Ser
75

Thr
Leu

Ile

Ala

Gln
Gly
Gly
Fhe
60

Pro
Glu
Leu

Ile

Trp

Thr
Val
Ala
45

Arg
Cys
Gln
Gln
Glu

125
Ser

val
Fhe
30

Pro
Val
Ala
Pro
val
110
Thr

Len

Ile
15

Glu
Arg
Cys
Leu
Gly
Pro

Trp

Len

Leu
Leu
Ser
Leu
Gly
80

Ala

Phe

Ala



ES 2674420 T3

130 135 140
Arg Val Ala Gly Arg Arg Arg Leu Ala Ala Gly Gly Pro Trp Ala Arg
145 150 155 160
Asp Ile Gln Arg Ala Gly Ala Trp Glu Leu Arg Phe Ser Tyr Arg Ala
165 170 175
Arg Cys Glu Pro Pro Ala Val Gly Thr Ala Cys Thr Arg Leu Cys Arg
180 185 190
Pro Arg Ser Ala Pro Ser Arg Cys Gly Pro Gly Leu Arg Pro Cys Ala
195 200 205
Pro Leu Glu Asp Glu Cys Glu Ala Preo Leu Val Cys Arg Ala Gly Cys
210 215 220
Ser Pro Glu His Gly Phe Cys Glu Gln Pro Gly Glu Cys Arg Cys Leu
225 230 235 240
Glu Gly Trp Thr Gly Pro Leu Cys Thr Val Pro Val Ser Thr Ser Ser
245 250 255
Cys Leu Ser Pro Arg Gly Pro Ser Ser Ala Thr Thr Gly Cys Leu Val
260 265 270
Pro Gly Pro Gly Pre Cys Asp Gly Asn Pro Cys Ala Asn Gly Gly Ser
275 280 285
Cys 8er Glu Thr Pro Arg Ser Phe Glu Cys Thr Cys Pro Arg Gly Phe
230 295 300
Tyr Gly Leu Arg Cys Glu Val Ser Gly Val Thr Cys Ala Asp Gly Pro
305 310 315 320
Cys Phe Asn Gly Gly Leu Cys Val Gly Gly Ala Asp Pro Asp Ser Ala
325 330 335
Tyr Ile Cys His Cys Pro Pro Gly Phe Gln Gly Ser Asgn Cys Glu Lys
340 345 350
Arg Val Asp Arg Cys Ser Leu Gln Pro Cys Arg Asn Gly Gly Leu Cys
355 360 365
Leu Agp Leu Gly His Ala Leu Arg Cys Arg Cys Arg Ala Gly Phe Ala
370 375 380
Gly Pro Arg Cys Glu His Asp Leu Asp Asp Cys Ala Gly Arg Ala Cys
385 3590 395 400
Ala Asn Gly Gly Thr Cys Val Glu Gly Gly Gly Ala His Arg Cys Ser
405 410 415
Cyes Ala Leu Gly Phe Gly Gly Arg Asp Cys Arg Glu Arg Ala Asp Pro
420 425 430
Cys Ala Ala Arg Pro Cys Ala His Gly Gly Arg Cys Tyr Ala His Phe
435 440 445
Ser Gly Leu Val Cys Ala Cys Ala Pro Gly Tyr Met Gly Ala Arg Cys
450 455 460
Glu Phe Pro Val His Pro Asp Gly Ala Ser Ala Leu Pro Ala Ala Pro
465 470 475 480
Pro Gly Leu Arg Pro Gly Asp Fro Gln Arg Tyr Leu Ala Arg Gly Pro
485 490 495
Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu
500 505 510
Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Fhe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu
515 520 525
Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
530 535 540
Glu Agp Asp Pro Asp Val Gln Ile S8er Trp Phe Val Asn Asn Val Glu
545 550 555 560
Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr
565 570 575
Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser
580 585 590
Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro
595 600 605
Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Prc Lys Gly Ser Val Arg Ala Pro Gln
610 615 620
Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys Gln Val
625 630 635 640

48
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Thr
Glu
Pro
Val
Val
705
Thr
<210> 6

<211> 575
<212> PRT

Leu
Trp
Val
Glu
680
His

Pro

Thr
Thr
Leu
675
Lys
Glu

Gly

Cys
Aszn
660
Aszsp
Lys
Gly

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
645
Azn
Ser
Asn

Leu

ES 2674420 T3

Val
Gly
Asgp
Trp

His
710

<223> secuencia quimérica humana-ratén

<400> 6

Thr
Lys
Gly
Val

685
Asn

Asp
Thr
Ser
680
Glu

His

49

Phe
Glu
665
Tyr
Arg

His

Met
650
Leu
Phe
Asn

Thr

Pro

Azn

Met

Ser

Thr
715

Glu
Tyr
Tyr
Tyr

700
Lys

Asp
Lys
Ser
685

Ser

Ser

Ile
Azn
670
Lys
Cys

Phe

Tyr
655
Thr
Leu

Ser

Ser

Val
Glu
Arg
Val

Arg
720



Met
Len
Ala
Ser
Cys
65

Phe
Pro
Gly
Cys
Arg
145
Glu
Leu
Pro
Ser
Ala
225
Hig
Cys
Gly
Cys
Ala
305

Pro

Gly

Val
Len
Val
Arg
50

Glu
Cys
Len
Pro
Asp
130
Ser
Val
Cys
Pro
Len
210
Len
Asp
Val
Gly
Ala
290
Cys
Asp

Asp

Len
Met
Gly
35

Cys
Ala
Glu
Cys
Ser
115
Gly
Phe
Ser
Val
Gly
195
Gln
Arg
Leu
Glu
Arg
275
His
Ala
Gly

Pro

Ala
Len
20

Thr
Gly
Pro
Gln
Thr
100
Ser
Asn
Glu
Gly
Gly
180
Phe
Pro
Cys
Asp
Gly
260
Asp
Gly
Pro

Ala

Gln
340

Ser
Ala
Ala
Pro
Leu
Pro
85

Val
Ala
Pro
Cys
Val
165
Gly
Gln
Cys
Arg
Asp
245
Gly
Cys
Gly
Gly
Ser

325
Arg

ES 2674420 T3

Ser
Gln
Cys
Gly
Val
70

Gly
Pro
Thr
Cys
Thr
150
Thr
Ala
Gly
Arg
Cys
230
Cys
Gly
Arg
Arg
Tyr
310
Ala

Tyr

Thr
Pro
Thr
Leu
55

Cys
Glu
Val
Thr
Ala
135
Cys
Cys
Asp
Ser
Asn
215
Arg
Ala
Ala
Glu
Cys
295
Met

Len

Leu

Thr
Ala
Arg
40

Arg
Arg
Cys
Ser
Gly
120
Asn
Pro
Ala
Pro
Asn
200
Gly
Ala
Gly
Hig
Arg
280
Tyr
Gly

Pro

Ala

50

Ser
Met
25

Len
Pro
Ala
Arg
Thr
105
Cys
Gly
Arg
Asp
Asp
185
Cys
Gly
Gly
Arg
Arg
265
Ala
Ala
Ala
Ala

Arg
345

Ile
10

Ala
Cys
Cys
Gly
Cys
80

Ser
Len
Gly
Gly
Gly
170
Ser
Glu
Len
Phe
Ala
250
Cys
Asp
His
Arg
Ala

330
Gly

His

Ala

Ala
Cys
75

Leu
Ser
Val
Ser
Phe
155
Pro
Ala
Lys
Cys
Ala
235
Cys
Ser
Pro
Phe
Cys
315

Pro

Pro

Thr
Arg
Pro
Pro
60

Ser
Glu
Cys
Pro
Cys
140
Tyr
Cys
Tyr
Arg
Len
220
Gly
Ala
Cys
Cys
Ser
300
Glu

Pro

Thr

Met
Cys
Arg
45

Leu
Pro
Gly
Len
Gly
125
Ser
Gly
Phe
Ile
Val
205
Asp
Pro
Asn
Ala
Ala
285
Gly
Phe
Gly

Ile

Len
Glu
30

Ser
Glu
Glu
Trp
Ser
110
Pro
Glu
Leu
Asn
Cys
190
Asp
Len
Arg
Gly
Leu
270
Ala
Len
Pro

Len

Lys
350

Len
15

Pro
Ala
Asp
Hig
Thr
85

Pro
Gly
Thr
Arg
Gly
175
Hig
Arg
Gly
Cys
Gly
255
Gly
Arg
Val
Val
Arg

335
Pro

Len
Pro
Pro
Glu
Gly
80

Gly
Arg
Pro
Pro
Cys
160
Gly
Cys
Cys
His
Glu
240
Thr
Phe
Pro
Cys
His
320

Pro

Cys
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Pro
Phe
Pro
385
vVal
Thr
Ala
Cys
Ser
465
Pro
val
Gly
Asp
Trp

545
His

<210>7
<211> 535
<212> PRT

Pro
Ile
370
Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
450
Lys
Pro
Thr
Lys
Gly
530
Val

Asn

Cys
355
Phe
Val
Ile
Thr
Pro
435
val
Pro
Glu
Asp
Thr
515
Ser

Glu

His

Lys
Pro
Thr
Ser
His
420
Ile
Asn
Lys
Glu
Phe
500
Glu
Tyr
Arg

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys
Pro
Cys
Trp
405
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu
485
Met
Leu
Phe

Asn

Thr
565

ES 2674420 T3

Pro
Lys
Val
390
Phe
Glu
His
Lys
Ser
470
Met
Pro
Asn
Met
Ser

550
Thr

<223> secuencia quimérica humana-raton

<400> 7

Ala
Ile
375
val
Val
Asp
Gln
Asp
455
Val
Thr
Glu
Tyr
Tyr
535
Tyr

Lys

Pro
360
Lys
val
Asn
Tyr
Asp
440
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
520
Ser

Ser

Ser

51

Asn
Asp
Asp
Asn

Asn
425
Trp

Pro
Ala
Lys
Ile
505
Asn
Lys
Cys

Phe

Leu
Val
Val
Val
410
Ser
Met
Ala
Pro
Gln
4390
Tyr
Thr
Leu

Ser

Ser
570

Leu
Leu
Ser
395
Glu
Thr
Ser
Pro
Gln
475
Val
Val
Glu
Arg
Val

555
Arg

Gly
Met
380
Glu
Val
Leu
Gly
Ile
460
VvVal
Thr
Glu
Pro
Val
540
val

Thr

Gly
365
Ile
Asp
His
Arg
Lys
445
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
525
Glu
His

Pro

Pro
Ser
Asp
Thr
Val
430
Glu
Arg
Val
Thr
Thr
510
Leu
Lys

Glu

Gly

Ser
Leu
Pro
Ala
415
Val
Phe
Thr
Leu
Cys
495
Asn
Asp
Lys

Gly

Lys
575

Val
Ser
Asp
400
Gln
Ser
Lys
Ile
Pro
480
Met
Asn
Ser

Asn

Leu
560
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Met Val Leu Ala Ser Ser Thr Thr Ser Ile His Thr Met Leu Leu Leu

Leu Leu Met Leu Ala Gln Pro Ala Met Ala Ala Pro Leu Val Cys Arg
20 25 30
Ala Gly Cys Ser Pro Glu His Gly Phe Cys Glu Gln Pro Gly Glu Cys
35 40 45
Arg Cys Leu Glu Gly Trp Thr Gly Pro Leu Cys Thr Val Pro Val Ser
50 55 60
Thr Ser Ser Cys Leu Ser Pro Arg Gly Pro Ser Ser Ala Thr Thr Gly
65 70 75 80
Cys Leu Val Pr¢o Gly Pro Gly Pro Cys Asp Gly Asn Pro Cys Ala Asn

Gly Gly Ser Cys Ser Glu Thr Pro Arg Ser Phe Glu Cys Thr Cys Pro
100 105 110
Arg Gly Phe Tyr Gly Leu Arg Cys Glu Val Ser Gly Val Thr Cys Ala
115 120 125
Asp Gly Pro Cys Phe Asn Gly Gly Leu Cys Val Gly Gly Ala Asp Pro
130 135 140
Asp Ser Ala Tyr Ile Cys His Cys Pro Pro Gly Phe Gln Gly Ser Asn
145 150 155 16Q
Cys Glu lys Arg Val Asp Arg Cys Ser Leu Gln Pro Cys Arg Asn Gly
165 170 175
Gly Leu Cys Leu Asp Leu Gly His Ala Leu Arg Cys Arg Cys Arg Ala
180 185 19Q
Gly Phe Ala Gly Pro Arg Cys Glu His Asp Leu Asp Asp Cys Ala Gly
195 200 205
Arg Ala Cys Ala Asn Gly Gly Thr Cys Val Glu Gly Gly Gly Ala His
210 215 220

52
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Arg
225
Ala
Ala
Ala
Ala
Arg
305
Azn
Aszp
Aszp

Asn

Asn
385

Trp
Pro
Ala
Lys
Ile
465
Asn
Lys
Cys
Phe
<210> 8

<211>718
<212> PRT

Cys
Aszp
His
Arg
Ala
290
Gly
Leu
Val
Val
Val
370
Ser
Met
Ala
Pro
Gln
450
Tyr

Thr

Ser

Ser
530

Ser
Pro
Phe
Cys
275
Pro

Pro

Leu

Ser
355
Glu
Thr
Ser
Pro
Gln
435
Val
Val
Glu
Arg
Val

515
Arg

Cys
Cys
Ser
260
Glu
Pro
Thr
Gly
Met
340
Glu
Val
Leu
Gly
Ile
420
Val
Thr
Glu
Pro
Val
500

Val

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia quimérica humana-raton

<400> 8

Ala
Ala
245
Gly
Phe
Gly
Ile
Gly
325
Ile
Asp
His
Arg
Lys
405
Glu

Tyr

Trp
Val
485
Glu
His

Pro

ES 2674420 T3

Leu
230
Ala
Leu

Pro

Lys
310
Pro
Ser
Aszp
Thr
Val
390
Glu
Arg
Val
Thr
Thr
470
Leu
Lys
Glu

Gly

Gly
Arg
Val
Val
Arg
295
Pro
Ser
Leu
Pro
Ala
375
Val
Phe
Thr
Leu
Cys

455
Asn

Lys
Gly

Lys
535

Phe
Pro
Cys
His
280
Pro
Cys
Val
Ser
Aszp
360
Gln
Ser
Lys
Ile
Pro
440
Met
Asn
Ser

Asn

Leu
520

53

Gly
Cys
Ala
265
Pro
Gly
Pro
Phe
Pro
345
Val
Thr
Ala
Cys
Ser
425
Pro
Val
Gly
Asp

505
His

Gly
Ala
250
Cys
Asp
Asp
Pro
Ile
330
Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
410
Lys
Pro
Thr
Lys
Gly
480
Val

Azn

Arg
235
His
Ala
Gly
Pro
Cys
315
Phe
Val
Ile
Thr
Pro
395
Val
Pro
Glu
Aszp
Thr
475
Ser

Glu

His

Asp
Gly
Pro
Ala
Gln
300
Lys
Pro
Thr
Ser
His
380
Ile
Asn
Lys
Glu
Phe
460
Glu
Tyr
Arg

His

Cys
Gly
Gly
Ser
285
Arg
Cys
Pro
Cys
Trp
365
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu
445
Met
Leu
Phe

Asn

Thr
525

Arg
Arg
Tyr
270
Ala
Tyr
Pro
Lys
Val
350
Phe
Glu
His
Lys
Ser
430
Met
Pro
Asn
Met
Ser

510
Thr

Glu
Cys
255
Met
Leu
Leu
Ala
Ile
335
Val
Val
Asp
Gln
Asp
415
Val
Thr
Glu
Tyr
Tyr
485
Tyr

Lys

Arg
240
Tyr
Gly
Pro
Ala
Pro
320
Lys
Val
Asgn
Tyr
Asp
400
Leu
Arg
Lys
Azp
Lys
480
Ser

Ser

Ser



Met
Phe
His
Asn
Gly
Leu
Ala

Ala

Val
Leu
Ser
Ala
50

Val

Ser

Ala

Trp

Ser
Leu
Phe
35

Arg
Ser
Thr

Leu

Pro
115

Leu
Pro
20

Gly
Gly
Gln
Ser
Pro

100
Gly

Gln
Gln
Pro
Pro
Glu
Val
85

Leu

Thr

ES 2674420 T3

Val
Ala
Gly
Cys
Ala
70

Pro

Pro

Phe

Ser
Leu
Pro
Arg
55

Thr
Val
Asp

Ser

Pro
Pro
Gly
4an

Leu
Glu
Tyr
Gly

Leu
120

54

Leu
Ala
25

Leu
Phe
Ser
Thr
Leu

105
Val

Ser
10

Gly
Gly
Phe
Leu
Glu
80

Val

Ile

Gln
Val
Thr
Arg
Cys
75

His
Arg

Glu

Thr
Phe
Pro
Val
60

Ala
Pro

Val

Thr

Leu
Glu
Arg
45

Cys
Leu
Gly

Pro

Trp
125

Ile
Leu
30

Ser
Leu
Gly
Glu
Phe

110
Arg

Leu
15

Gln
Pro
Lys
Ala
Ser
85

Arg

Glu

Ala
Ile
Cys
Pro
Ala
80

Ala
Asp

Gln



Leu
val
145
Gln
Glu
Ser
Fro
Glu
225
Trp
Asn
Bro
Glu
Leu
305
Asn
Cys
Asp
Leu
Arg
385
Gly
Leu
Ser
Leu
Ala
465
Leu
Pro
Ile
Ile
Gln
545
Gln
Leu
Lys

Lys

Fro

Gly
130
Gly
Arg
Pro
Ala
Asp
210
His
Thr
Ser
Gly
Thr
290
Arg
Gly
Hisg
Arg
Gly
370
Cys
Gly
Gly
Arg
Val
450
Val
Arg
Cys
Phe
Val
530
Ile
Thr
Pro
Val
Pro

610
Glu

Glu
Arg
Thr
Pro
Pro
195
Glu
Gly
Gly
Arg
Pro
275
Ser
Cys
Gly
Cys
Cys
355
His
Glu
Thr
Phe
Pro
435
Cys
Arg
Gln
Lys
Pro
515
Thr
Ser
His
ILle
Asn
595

Lys

Glu

His
Arg
Gly
Ala
180
Ser
Cys
Tyr
Pro
val
260
Cys
Gly
Glu
Leu
Pro
340
Ser
Ala
His
Cys
Gly
420
Cys
Ala
Pro
Ala
Cys
500
Pro
Cys
Trp
Arg
Gln
580
Asgn

Gly

Glu

Ala
Arg
Thr
165
val
Arg
Glu
Cys
Leu
245
Fro
Asp
Ser
val
Cys
325
Fro
Leu
Leu
Asp
val
405
Gly
Ala
Cys
Asp
Asp
485
Proa
Lys
val
Phe
Glu
565
His
Lys

Ser

Met

ES 2674420 T3

Gly
Leu
150
Trp
Gly
Cys
Ala
Glu
230
Cys
Gly
Gly
Fhe
Ser
310
val
Gly
Gln
Arg
Leu
390
Glu
Arg
His
Ala
Gly
470
Fro
Ala
Ile
Val
val
550
Asp
Gln
Asp

val

Thr

Gly
135
Ala
Glu
Ala
Gly
Pro
215
Glu
Thr
FPro
BAsn
Glu
295
Gly
Gly
Phe
Pro
Cys
375
Asp
Gly
Asp
Gly
Bro
455
Ala
Gln
Pro
Lys
Val
535
Asn
Tyr
Asp
Leu
Arg

615
Lys

Pro
Ala
Leu
Ala
Pro
200
Ser
Pro
val
Ala
Pro
280
Cys
Val
Gly
Gln
Cys
360
Arg
Asp
Gly
Cys
Gly
440
Gly
Asp
Arg
Asn
Asp
520
Asp
Azn
Asn
Irp
Pro
600

Ala

Lys

55

Ala
Gly
His
Cys
185
Gly
Val
Asp
Pro
Ser
265
Cys
Ala
Thr
Glu
Gly
345
Gln
Cys
Cys
Gly
Arqg
425
Arg
Tyr
Ala
Gly
Leu
505
Val
Val
Val
Ser
Met
585
Ala

Pro

Gln

Trp
Gly
Phe
170
Ala
Leu
Cys
Glu
val
250
Thr
Ala
Cys
Cys
Asp
330
Ser
Asn
Arg
Ala
Ser
410
Glu
Cys
Met
val
Pro
430
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
570
Ser
Pro

Gln

Vval

Asn
Fro
155
Ser
Arg
Arg
Arg
Cys
235
Ser
Gly
Agn
Froc
aAla
315
Pro
Asn
Gly
Ala
Gly
395
Arg
Arg
Tyr
Gly
Bro
475
Thr
Gly
Met
Glu
val
555
Leu
Gly
Ile

Vval

Thr

Leu
140
Trp
Tyr
Leu
Pro
Pro
220
Arg
Thr
Cys
Gly
Arg
300
Asp
Asp
Cys
Gly
Gly

380
Arg

Ala
Ala
val
460
Ala
Ile
Gly
Ile
Asp
540
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

620
Leu

Leu
aAla
Arg
Cys
Cys
205
Gly
Cys
Ser
Leu
Gly
285
Gly
Gly
Ser
Glu
Leu
365
Phe
Ala
Cys
Asp
His
445
Arg
Ala
Lys
Pro
Ser
525
Asp
Thr
Val
Glu
Arg
£05

Val

Thr

Ala
Arg
Ala
Arg
190
Thr
Cys
Leu
Ser
Leu
270
Ser
Phe
Pro
Ala
Lys
350
Cys
Ala
Cys
Ser
Pro
430
Phe
Cys
Pro
Pro
Ser
510
Leu
Pro
Ala
Val
Phe
590
Thr

Leu

Cys

Arg
Asp
Arg
175
Ser
Pro
Ser
Glu
Cys
255
Pro
Cys
Tyr
Cys
Tyr
335
Arg
Leu
Gly
Ala
Cys
415
Cys
Ser
Glu
Arg
Cys
435
val
Ser
Asp
Gln
Ser
575
Lys
Ile

Pro

Met

Val
val
160
Cys
Arg
Phe
Fro
Gly
240
Leu
Gly
Ser
Gly
Phe
320
val
val
Asp
Broc
Asn
400
Ala
Ala
Gly
Phe
Gly
480
Pro
Fhe
Pro
Val
Thr
560
Ala
Cys
Ser

Pro

val
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15

625
Thr

Lys
Gly
val

Asn
705

<210>9
<211>121
<212> PRT

Asp
Thr
Ser
Glu

690
His

Phe
Glu
Tyr
675
Arg

His

<213> Mus musculus

<400>9

Gln
1
Ser
Leu
Gly
Arg
65
Met
Ala

Gln
<210> 10

<211> 464
<212> PRT

val
Val
Ile
Val
50

Gly
Gln

Arg

Gly

Gln
Lys
Glu
35

Met
Lys
Leu

Ser

Thr
115

<213> Mus musculus

<400> 10

Met Pro
645

Leu Asn

660

Phe Met

Asn Ser

Thr Thr

Leu Gln
5

Val Ser

20

Trp Ile

Asn Pro
Ala Thr

Ile Ser
85

Asp Tyr

100

Ser Val

ES 2674420 T3

630
Glu

Tyr
Tyr
Tyr

Lys
710

Gln
Cys
Lys
Gly
70

Leu
Asp

Thr

Asp
Lys
Ser
Ser

6595
Ser

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Thr
Tyr

Val

Ile
Asn
Lys
680
Cys

Phe

Gly
Ala
Arg
Gly
Ala
Ser
val

Ser
120

56

Tyr
Thr
665
Len

Ser

Ser

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Asp
Thr

105
Ser

Val
650
Glu
Arg
val

Arg

Asp
10

Gly
Gly
Thr
Lys

Asp

Tyr

635
Glu

Pro
Val
val

Thr
715

Leu
Tyr
Gln
His
Ser
75

Ser

Ala

Trp
Val
Glu
His

700
Pro

Val
Ala
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Met

Thr
Len
Lys
685
Glu

Gly

Arg
Phe
Leu
45

Ser
Ser

Val

Asp

Asn
Asp
670
Lys
Gly

Lys

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Tyr
110

Asn
655
Ser
Asn

Leu

Gly
15
Asn

Trp
Lys
Ala

Phe
95
Trp

640
Gly

Asp
Trp

His

Thr
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly



Met
Val
Pro
Thr
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Tyr
Pro
145
Ser

Val

Phe

Thr
Ala
225
Asp
Val
Thr
Glu
Gln
305
Ser
Lys
Ile
Pro
Met
385
Asn
Thr

Asn

Len

Glu
His
Gly

Asn
50
Trp

Lys
Ala
Phe
Trp
130
Pro
Met

Thr

Pro

Val
210
Hig
Cys
Phe
Pro
Val
290
Thr
Glu
Cys
Ser
Pro
370
Ile
Gly
Asn
Trp

His
450

Trp
Ser
Thr
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Gly
Ser
Val

Val

Ala
195

Pro
Pro
Gly
Ile
Lys
275
Gln
Gln
Leu
Arg
Lys
355
Pro
Thr
Gln
Gly
Glu

435
Asn

Ser
Gln
20

Ser
Leu
Gly
Arg
Met
100
Ala
Gln
Val
Thr
Thr

180
Val

Ser
Ala
Cys
Phe
260
Val
Phe
Pro
Pro
Val
340
Thr
Lys
Asp
Pro
Ser
420

Ala

His

Gly
Val
Val
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
Gly
Tyr

Leu
165

Trp

Len

Ser
Ser
Lys
245
Pro
Thr
Ser
Arg
Ile
325
Asn
Lys
Glu
Phe
Ala
405
Tyr

Gly

His

ES 2674420 T3

Val
Gln
Lys
Glu
Met
70

Lys
Len
Ser
Thr
Pro
150
Gly

Asn

Gln

Thr
Ser
230
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
310
Met
Ser
Gly
Gln
Phe
390
Glu
Phe

Asn

Thr

Phe
Len

Val

Trp
55

Asn
Ala
Ile
Asp
Ser
135
Leu
Cys

Ser

Ser

Trp
215
Thr
Cys
Lys
Val
Phe
295
Glu
Hig
Ala
Arg
Met
375
Pro
Asn
Val

Thr

Glu
455

Ile
Gln
Ser
49

Ile
Pro
Thr
Ser
Tyr
120
Val
Ala
Leu

Gly

Asp
200

Pro
Lys
Ile
Pro
Val
280
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
360
Ala
Glu
Tyr
Tyr
Phe

440
Lys

57

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Gly
Lau
Len
105
Asp
Thr
Pro
Val
Ser

185
Len

Ser
Val
Cys
Llys
265
Val
Asp
Phe
Asp
Phe
345
Llys
Llys
Asp
Lys
Ser
425

Thr

Ser

Len
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
80

Thr
Tyr
Val
Gly
Lys
170

Leu

Tyr

Glu
Asp
Thr
250
Asp
Asp
Asp

Asn

Trp
330
Pro
Ala
Asp
Ile
Asn
410
Lys
Cys

Len

Len
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser
Val
Ser
Ser
155
Gly

Ser

Thr

Thr
Lys
235
Val
Val
Ile
Val
Ser
315
Leu
Ala
Pro
Lys
Thr
395
Thr
Leu

Ser

Ser

Ser
Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Asp
Thr
Ser
140
Ala
Tyr
Ser

Len

Val
220
Lys
Pro
Len
Ser
Glu
300
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
380
Val
Gln
Asn

Val

His
460

Val
Asp
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Tyr
125
Ala
Ala
Phe

Gly

Ser
205

Thr
Ile
Glu
Thr
Lys
285
Val
Phe
Gly
Ile
Val
3865
Ser
Glu
Pro
Val
Leu

445
Ser

Thr
Len
30

Tyr
Gln
Hig
Ser
Ser
110
Ala
Lys
Gln
Pro
Val

190
Ser

Cys
Val
Val
Ile
270
Asp
His
Arg
Lys
Glu
350
Tyr
Len
Trp
Ile
Gln
430
Hig

Pro

Ala
15

Val
Ala
Gly
Tyr
Ser
Ala
Met
Thr
Thr
Glu
175
Hig

Ser

Asn
Pro
Ser
255
Thr
Asp
Thr
Ser
Glu
335
Lys
Thr
Thr
Gln
Met
415
Lys

Glu

Gly

Gly
Arg
Phe
Leu
Ser
80

Ser
Val
Asp
Thr
Asn
160
Pro

Thr

Val

Val
Arg
240
Ser
Len
Pro
Ala
Val
320
Phe
Thr
Ile
Cys
Trp
400
Asn
Ser

Gly

Lys
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<210>11
<211> 470
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada del anticuerpo quimérico

<400> 11

Met
1
Val
Pro
Thr
Glu
65
Glu
Thr
Tyr
Tyr
Gly
145
Gly

Val

Glu
His
Gly
Asn
50

Trp
Lys
Ala
Phe
Trp
130
Pro

Thr

Thr

Trp
Ser
Thr
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Gly
Ser

Ala

Val

Ser
Gln
20

Ser
Leu
Gly
Arg
Met
100
Ala
Gln
val

Ala

Ser
180

Gly
Val
Val
Ile
Val
Gly
B5

Gln
Arg
Gly
Phe
Leu

145
Trp

ES 2674420 T3

Val
Gln
Lys
Glu
Met
70

Lys
Leu
Ser
Thr
Pro
150
Gly

Asn

Phe
Leu
val
Trp
55

Asn
Ala
Ile
Asp
Ser
135
Leu

Cys

Ser

Ile
Gln
Ser
40

Ile
Pro
Thr
Ser
Tyr
120
val
Ala

Leu

Gly

58

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Gly
Leu
Leu
105
Asp
Thr
Pro

val

Ala
185

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr

90
Thr

Tyr
Val
Ser
Lys

170
Leu

Leu
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser
Val
Ser
Ser
155

Asp

Thr

Ser
Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Asp
Thr
Ser
140
Lys

Tyr

Ser

Val
Asp
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Tyr
125
Ala
Ser

Phe

Gly

Thr
Leu
Tyr
Gln
His
Ser
Ser
110
Ala
Ser
Thr

Pro

Val
190

Ala
15

Val
Ala
Gly
Tyr
Ser
95

Ala
Met
Thr
Ser
Glu

175
His

Gly
Arg
Phe
Leu
Ser
80

Ser
Val
Asp
Lys
Gly
160

Pro

Thr
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15

20

Phe Pro

Val Thr
210

Val Asn

225

Lys Ser

Leu Leu
Thr Leu

Val Ser
290

val Glu

305

Ser Thr

Leu Asn
Ala Pro

Pro Gln
370

Gln val

385

Ala Val

Thr Pro
Leu Thr

Ser Val

450
Ser Leu
465

<210>12
<211>5
<212> PRT

Ala
155
Val
His
Cys
Gly
Met
275
His
Val
Tyr
Gly
Ile
355
Val
Ser
Glu
Pro
Val
435
Met

Ser

<213> Mus musculus

<400> 12

Asn Tyr Leu lle Glu

15

<210> 13
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

val
Pro
Lys
Asp
Gly
260
Ile
Glu
His
Arg
Lys
340
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
420
Asp
His

Pro

Leu
Ser
Pro
Lys
245
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
325
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
405
Leu
Lys
Glu

Gly

ES 2674420 T3

Gln
Ser
Ser
230
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
310
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
390
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
470

Ser
Ser
215
Asn
His
Val
Thr
Glu
295
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
375
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
455

Ser
200
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
280
Val
Thr
Val
Cys
Ser
360
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

440
His

Gly
Gly
Lys
Cys
Len
265
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
345
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
425
Gln

Asn

Leu
Thr
val
Pro
250
Fhe
Val
Phe
Pro
Thr
330
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
410
Ser

Gln

His

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

Gly

Tyr

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

Asn

Thr
460

Leu
205
Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
285
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
365
Len
Pro
Asn
Leu
Val

445
Gln

Ser
Ile
val
Ala
Pro
270
Val
val
Gln
Gln
Ala
350
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
430
Fhe

Lys

Ser
Cys
Glu
Pro
255
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
335
Len
Arg
Lys
Asp
Lys
415
Ser

Ser

Ser

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

Cys

Len

Val Met Asn Pro Gly Ser Gly Gly Thr His Tyr Ser Glu Lys Phe Arg

1
Gly

<210> 14
<211>12
<212> PRT

<213> Mus musculus

5

59

10

15
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15

20

<400> 14

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

1

<210> 15

<211> 107

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 15

Asp Ile Lys
1
Glu Arg Val

leu Ile Trp
35
Tyr Arg Thr

Ser Gly Ser
65
Gly Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 16

<211> 236

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

Met
Thr
20

Phe
Azn
Gly
Gly

Ser
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2674420 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

5

Ser
Cys
Lys
Val
55

Tyr

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
a0

Asp
Ser

Cys

Leu

60

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

80
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

10

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Glu

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

g0
Phe



ES 2674420 T3

Met Asp Met Arg Thr Pr¢ Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Phe Pro Gly Ile Lys Cys Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30
Met Tyr Ala Ser Leu Gly Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
35 40 45
Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Ile Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys

Ser Prc Lys Thr Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Val Asp Gly Val

65 70 75 80

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr

85 S0 35
Ile Ser Ser Leu Glu Tyr Gly Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln
100 105 110
Tyr Asp Glu Phe Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
115 120 125

Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser
130 135 140

Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn

145 150 155 160

Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Aap Gly Ser Glu

165 170 175
Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp
180 185 19Q
Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr
155 200 205

Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr
210 215 220

Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys

225 230 235

<210> 17

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena ligera del anticuerpo quimérico

<400> 17

Met Asp Met Arg Thr Prco Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Phe Pro Gly Ile Lys Cys Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30
Met Tyr Ala Ser Leu Gly Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
35 40 45

61
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15

20

25

30

35

Gln
Ser
65

Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu
145
Phe
Gln
Ser

Glu

Ser
225

<210> 18
<211>11
<212> PRT

Asp
50

Pro
Ser
Ser
Asp
Arg
130
Gln
Tyr
Ser
Thr
Lys

210
Pro

Ile
Lys
Arg
Ser
Glu
115
Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
195
His

Val

<213> Mus musculus

<400> 18

<210> 19
<211>7
<212> PRT

Asn
Thr
Phe
Leu
100
Phe
Val
Lys
Arg
Asn
180
Ser

Lys

Thr

Ser
Leu
Ser
85

Glu
Pro
Ala
Ser
Glu
165
Ser
Leu

Val

Lys

ES 2674420 T3

Tyr
Ile
70

Gly
Tyr
Phe
Ala
Gly
150
Ala
Gln
Ser

Tyr

Ser
230

Leu
55

Tyr
Ser
Gly
Thr
Pro
135
Thr
Lys
Glu
Ser
Ala

215
Phe

Ile
Arg
Gly
Asp
Phe
120
Ser
Ala
Val
Ser
Thr
200
Cys

Asn

Trp
Thr
Ser
Met
105
Gly
Val
Ser
Gln
Val
185
Leu

Glu

Arg

Phe
Asn
Gly
90

Gly
Ser
Phe
Val
Trp
170
Thr
Thr
Val

Gly

Gln
Arg
75

Gln
Ile
Gly
Ile
Val
155
Lys
Glu
Leu

Thr

Glu
235

Gln
60

Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
140
Cys
Val
Gln
Ser
His

220
Cys

Lys
Val
Tyr
Tyr
Lys
125
Pro
Leu
Asp
Asp
Lys

205
Gln

Pro
Asp
Ser
Cys
110
Leu
Pro
Leu
Asn
Ser
190
Ala

Gly

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leun Ile

<213> Mus musculus

<400> 19

<210> 20
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

<210>21
<211>118
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

5

Arg Thr Asn Arg Leu Val Asp

1

5

10

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Phe Thr

1

5

62

Gly
Gly
Leu
95

Leu
Glu
Ser
Asn
Ala
175
Lys

Asp

Leu

Lys
Val
80

Thr
Gln
Ile
Asp
Asn
160
Leu
Asp

Tyr

Ser



10

Glu
Ser
Tyr
Gly
Lys
65

Met

Ala

<210> 22
<211> 461
<212> PRT

Val
Val
Met
Asp
50

Gly
Gln

Arg

Thr

Gln
Lys
Lys
35

Ile
Lys

Leu

Asp

Leu

<213> Mus musculus

<400> 22

Leu

Met
20

Trp
Asn
Ala
Asn

Gly

Thr
115

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Asn

100
val

ES 2674420 T3

Gln
Cys
Lys
Asn
Leu
70

Leu

Tyr

Ser

Ser
Arg
Gln
Asn
55

Thr

Thr

Ala

Ser

Gly
Ala
Ser
40

Gly
Ile

Ser

Tyr

63

Pro
Ser
25

His
Asp
Asp

Asp

Phe

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys

Asp

Asp

105

Leu
Tyr
Lys
Phe
Ser
75

Ser

Tyr

Vval
Thr
Ser
Tyr
60

Ser

Ala

Trp

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Gln

Gly
15

AsSp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

110

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr



Met
Val
Pro
Thr
Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Gln
val
145
Thr
Thr
Val
Ser
Ala
225
Cys
Phe
Val
Phe
Pro
305
Pro
val
Thr
Lys
Asp
385
Pro

Ser

Ala

Gly
Leu
Gly
Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr
Gly
130
Tyr
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Ser
Lys
Pro
Thr
Ser
2590
Arg
Ile
Asn
Lys
Glu
370
FPhe
Ala

Tyr

Gly

Trp
Ser
Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Thr
Ser
Pro
Pro
Cys
275
Trp
Glu
Met
Ser
Gly
355
Gln
Fhe
Glu

Phe

Asn

Ser
Glu
20

Ser
Tyr
Gly
Lys
Met
100
Ala
Thr
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Trp
Thr
Cys
Lys
260
Val
Phe
Glu
His
Ala
340
Arg
Met
Pro
Asn
Val

420
Thr

Trp
Val
Val
Met
Asp
Gly
85

Gln
Arg
Leu
Ala
Leu
165
Gly
Asp
Pro
Lys
Ile
245
Pro
Val
Val
Gln
Gln
325
Ala
Pro
Ala
Glu
Tyr
405

Tyr

Phe

435
His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
450

ES 2674420 T3

Ile
Gln
Lys
Lys
Ile
70

Lys
Leu
Asp
Thr
Pro
150
Val
Ser
Leu
Ser
Val
230
Cys
Lys
Val
Asp
Phe
310
Asp
Phe
Lys
Lys
Asp
3580
Lys
Ser

Thr

Phe
Leu
Met
Trp
Asn
Ala
Asn
Gly
Val
135
Gly
Lys
Leu
Tyr
Glu
215
Asp
Thr
Asp
Asp
Asp
295
Asn
Trp
Pro
Ala
Asp
375
Ile
Asn

Lys

Cys

Leu Phe Len

10

Gln Gln Ser

25

Ser Cys Arg

40

Val Lys Gln

Pro Asn Asn

Thr Leu Thr

90

Ser Leu Thr

10

5

Asn Tyr Ala

120

Ser Ser Ala

Ser Al

a Ala

Gly Tyr Phe

170

Ser Ser Gly

18

5

Thr Leu Ser

200

Thr Val Thr

Lys Lys Ile

Val Pro Glu

250

Val Leu Thr

26

5

Ile Ser Lys

280

Val Glu val

Ser Thr Phe

Leu Asn Gly

330

Ala Pro Ile

34

5

Pro Gln Val

360

Lys Val Ser

Thr Val Glu

Thr Gln Pro

410

Leu Asn Val

42

5

Ser Val Leu

455

64

440

Leu
Gly
Ala
Ser
Gly
75

Ile
Ser
Tyr
Lys
Gln
155
Pro
Val
Ser
Cys
Val
235
Val
Ile
Asp
His
Arg
315
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
395
Ile

Gln

His

Ser
Pro
Ser
His
60

Asp
Asp
Asp
Phe
Thr
140
Thr
Glu
His
Ser
Asn
220
Pro
Ser
Thr
Asp
Thr
300
Ser
Glu
Lys
Thr
Thr
380
Gln
Met

Lys

Glu

Gly Thr

Glu Leu
30

Gly Tyr

45

Gly Lys

Thr Phe
Lys Ser

Asp Ser
110

Asp Tyr

125

Thr Pro

Asn Ser
Pro val

Thr Phe
190

Val Thr

205

Val Ala

Arg Asp
Ser Val

Leu Thr
270

Pro Glu

285

Ala Gln

Vval Ser
Phe Lys
Thr Ile
350
Ile Pro
365
Cys Met
Trp Asn
Asn Thr
Ser Asn

430
Gly Leu

Gly
Val
Thr
Ser
Tyr
Ser
95

Ala
Trp
Pra
Met
Thr
175
Pro
val
His
Cys
Phe
255
Prao
val
Thr
Glu
Cys
335
Ser
Pro
Ile
Gly
Asn
415

Trp

His

445

4460

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
B8O

Ser
val
Gly
Ser
val
160
val
Ala
Pro
Pro
Gly
240
Ile
Lys
Gln
Gln
Leu
320
aArg
Lys
Pro
Thr
Gln
400
Gly
Glu

Asn
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<210> 23

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena pesada del anticuerpo quimérico

<400> 23

65



Met
Val
Pro
Thr
Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Gln
Val
145
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
225
Asp
Gly
Ile
Glu
His
305
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
385

Trp

Val

Gly

Gly
Asp
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
290
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
370

Thr

Glu

Trp
Ser
Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
185
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
275
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
355
Leu
Cys

Ser

Asp

Ser
Glu
20

Ser
Tyr
Gly
Lys
Met
100
Ala
Thr
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Ser
Asn
His
Val
260
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
340
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser

Trp
Val
Val
Met
Asp
Gly
85

Gln

Arg

Ala
Leu
165
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
245
Phe
Pro
Val
Thr
val
325
Cys
Ser
Pro
Val
Gly

405
Asp

ES 2674420 T3

Ile
Gln
Lys
Lys
Ile
70

Lys
Leu
Asp
Thr
Pro
150
val
Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
390
Gln

Gly

Phe
Leu

Met

Trp
55

Asn
Ala
Asn
Gly
Val
135
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
215
Val
Pro
Phe
Val
Phe
295
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
375
Gly

Pro

Ser

Leu
Gln
Ser
40

Val
Pro
Thr
Ser
Asn
120
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
200
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
280
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
360
Asp
Phe

Glu

Phe

66

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Asn
Leu
Leu
105
Tyr
Ser
Lys
Tyr
Ser
185
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
265
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly
Glu
Tyr

Asn

Phe

Leu
10

Ser
Arg
Gln
Asn
Thr
90

Thr
Ala
Ala
Ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyr
Lys
Pro
250
Lys
Val
Tyr
Glu
His
330
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn

4140
Leu

Leu
Gly
Ala
Ser
Gly
75

Ile
Ser
Tyr
Ser
Thr
155
Pro
Val
Ser
Ile
val
235
Ala
Pro
Val
Val
Gln
315
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
395

Tyr

Tyr

Ser
Pro
Ser
His
60

Asp
Asp
Asp
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
Ser
Cys
220
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
300

Tyr

Asp

Arg
Lys
380
Asp
Lys

Ser

Gly
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Asp
125
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
205
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
285
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
365
Asn
Ile

Thr

Lys

Thr
Leu
30

Tyr
Lys
Phe
Ser
Ser
110
Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
1590
Val
Val

Lys

Thr
270
Val
Val
Ser
Leu
Ala
350
Pro
Gln
Ala

Thr

Gly
15

Val
Thr
Ser
Tyr
Ser

95
Ala

Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr
Asn
Ser
Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
335
Pro
Gln
Val
Val
Pro

415
Thr

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80

Ser
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
Val
His
Cys
240
Gly
Met
His
Val
Tyr
320
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
400

Pro

Val
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20

25

30

35

ES 2674420 T3

420 425 430
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460
Pro Gly Lys
465

<210> 24

<211>5

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 24
Asp Tyr Tyr Met Lys
15

<210> 25

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Asp Ile Asn Pr¢ Asn Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 26

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 26

Asp Gly Asn Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 27
<211>111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Phe Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 15 80
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 20 95
His Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 28
<211> 238

67
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15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

Met
1

Gly
Val
val

Gly

65
Gly

Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ser
Lys
Glu

Ser
225

<210> 29
<211> 238
<212> PRT

Glu
Ser
Ser
Ser

50
Gln

val
Asn
His
Ile
130
Ser
Asn
Glu
Asp
Tyr

210
Thr

Thr
Thr
Leu
35

Thr

Pro

Pro
Ile
Ser
115
Lys
Glu
Phe
Arg
Ser
195
Glu

Ser

Asp
Gly
20

Gly

Ser

Pro

Ala
His
100
Arg
Arg
Gln
Tyr
Gln
180
Thr
Arg

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Asp
Gln
Gly

Lys

Arg
Pro
His
Ala
Len
Pro
165
Asn
Tyr
His

Ile

ES 2674420 T3

Leu
Ile
Arg
Tyr

Leu

70
Phe

val
Leu
Asp
Thr
150
Lys
Gly
Ser

Asn

Val
230

Leu
Val
Ala
Ser

55
Leu

Ser
Glu
Pro
Ala
135
Ser
Asp
Val
Met
Ser

215
Lys

<223> cadena ligera del anticuerpo quimérico

<400> 29

Leu
Leu
Thr
40

Tyr

Ile

Gly
Glu
Trp
120
Ala
Gly
Ile
Leu
Ser
200
Tyr

Ser

68

Trp
Thr
25

Ile
Met

Phe

Ser
Glu
105
Thr
Pro
Gly
Asn
Asn
185
Ser

Thr

Phe

Val
10

Gln
Ser
His

Leu

Gly
Asp
Phe
Thr
Ala
Val
170
Ser
Thr
Cys

Asn

Leu
Ser
Cys
Trp

Ala

75
Ser

Ala
Gly
Val
Ser
15%
Lys
Trp
Leu

Glu

Arg
235

Leu
Pro
Arg
Tyr

60
Ser

Gly
Ala
Gly
Ser
140
Val
Trp
Thr
Thr
Ala

220
Asn

Leu
Ala
Ala
45

Gln

Asn

Thr
Thr
Gly
125
Ile
Val
Lys
Asp
Leu
205
Thr

Glu

Trp
Ser
30

Ser

Gln

Leu

Asp
Tyr
110
Thr
Phe
Cys
Ile
Gln
190
Thr
His

Cys

Val
15

Leu
Lys
Lys

Glu

Phe
95

Tyr
Lys
Pro
Phe
Asp
175
Asp
Lys

Lys

Pro
Ala
Ser
Pro

Ser

g0
Thr

Cys
Leu
Pro
Leu
160
Gly
Ser

Asp

Thr
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20

25

Met
Gly
vVal
vVal
Gly
65

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
225

<210> 30
<211>15
<212> PRT

Glu
Ser
Ser
Ser
50

Gln
Val
Asn
His
Ile
130
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

210
Ser

Thr
Thr
Leu
35

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser
115
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
195
Glu

Ser

<213> Mus musculus

<400> 30

Asp
Gly
20

Gly
Ser
Pro
Ala
His
100
Arg
Arg
Gln
Tyr
Ser
180
Thr

Lys

Pro

Thr
Asp
Gln
Gly
Lys
Arg
Pro
His
Thr
Leu
Pro
165
Gly
Tyr
His

val

ES 2674420 T3

Leu
Ile
Arg
Tyr
Leu
70

Phe
Val
Leu
Val
Lys
150
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
230

Leu
Val
Ala
Ser
55

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
135
Ser
Glu
Ser
Leu
val

215
Lys

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Ile
Gly

Glu

Trp
120
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
200
Tyr

Ser

Trp
Thr
25

Ile
Meat
Phe
Ser
Glu
105
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
185
Ser

Ala

Phe

Val
10

Gln
Ser
His
Leu
Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
170
Ser
Thr
Cys

Asn

Leu
Ser
Cys
Trp
Ala
75

Ser
Ala
Gly
vVal
Ser
155
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
235

Leu
Pro
Arg
Tyr
60

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
140
Val
Trp
Thr
Thr
Val

220
Gly

Leu
Ala
Ala
45

Gln
Asn
Thr
Thr
Gly
125
Tle
Val
Lys
Glu
Leu
205

Thr

Glu

Trp
Ser
30

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
110
Thr
Phe
Cys
val
Gln
190
Ser
His

Cys

val
15

Leu
Lys
Lys
Glu
Phe
95

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
175
Asp
Lys

Gln

Pro
Ala
Ser
Pro
Ser
80

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
160
Asn
Ser

Ala

Gly

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Met His
15

1

<210> 31
<211>7
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

<210> 32
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

5

10

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

5

Gln His Ser Arg His Leu Pro Trp Thr

1

5

69



10
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<210> 33
<211>119
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Gln val
1
Ser val

Tyr Ile

Gly Glu
50

Lys Gly

65

Met Gln

Ala Arg
Thr Leu
<210> 34

<211> 462
<212> PRT

Gln
Lys
Glu
35

Ile
Lys
Leu
Trp

Val
115

<213> Mus musculus

<400> 34

Met Glu
1
Val His

Pro Gly

Ser Asn
50

Glu Trp

65

Glu Lys

Thr Ala
Tyr Tyr

Gly Gln
130

Ser Val

145

Val Thr

Trp
Ser
Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Gly
Tyr

Leu

Leu

Ile
20

Trp
Leu
Ala
Ser
Gly

100
Thr

Thr
Gln
20

Ser
Tyr
Gly
Lys
Met
100
Ala
Thr

Pro

Gly

Gln
Ser
Val
Pro
Ser
Ser
85

Ala

Val

Trp
Val
Val
Ile
Glu
Gly
85

Gln
Arg
Leu

Leu

Cys

ES 2674420 T3

Gln
Cys
Lys
Gly
Phe
70

Leu

Arg

Ser

Val
Gln
Lys
Glu
Ile
70

Lys
Leu
Trp
Val
Ala

150
Leu

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Thr

Glu

Ala

Phe

Ile

Trp
55

Ala
Ser
Gly
Thr
135

Pro

Val

Ala
Arg
40

Gly
Ala

Ser

Pro

Leu
Gln
Ser
40

Val
Pro
Ser
Ser
Ala
120
Val

Gly

Lys

70

Gly
Ala
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Gly
105

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Gly
Phe
Leu
105
Arg
Ser

Ser

Gly

Asp
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Phe

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
90

Thr
Glu
Ala

Ala

Tyr

Leu
Tyr
His
Thr
Ser
75

Ser

Pro

Leu
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser
Pro
Ala
Ala

155
Phe

Met
Thr
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Tyr

Ser
Gly
Ala
Pro
60

Ser
Asp
Glu
Gly
Lys
140
Gln

Pro

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn

Val

Trp

Val
Asp
Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Phe
125
Thr

Thr

Glu

Pro
Ser
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Gly
110

Thr
Leu
30

Tyr
His
Thr
Ser
Ser
110
Pro
Thr

Asn

Pro

Gly
15
Asn

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gln

Ala
15

Met
Thr
Gly
Tyr
Ser
95

Ala
Tyr
Pro

Ser

Val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80

Asn
Val
Trp
Pro
Met

160
Thr



10

165
Val Thr Trp Asn Ser
180
Ala Val Leu Gln Ser
195
Pro Ser Ser Thr Trp
210
Pro Ala Ser Ser Thr
225
Gly Cys Lys Pro Cys
245
Ile Phe Pro Pro Lys
260
Lys Val Thr Cys Val
275
Gln Phe Ser Trp Phe
290
Gln Pro Arg Glu Glu
305
Leu Pro Ile Met His
325
Arg Val Asn Ser Ala
340
Lys Thr Lys Gly Arg
355
Pro Lys Glu Gln Met
370
Thr Asp Phe Phe Pro
385
Gln Pro Ala Glu Asn
405
Gly Ser Tyr Phe Val
420
Glu Ala Gly Asn Thr
435
Asn His His Thr Glu
450

<210> 35

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2674420 T3

Gly
Asp
Pro
Lys
230
Ile
Pro
Val
Val
Gln
310
Gln
Ala
Pro
Ala
Glu
350
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Ser
Leu
Ser
215
Val
Cys
Lys
Val
Asp
295
Phe
Asp
Phe
Lys
Lys
375
Asp
Lys
Ser

Thr

Ser
455

<223> cadena pesada del anticuerpo quimérico

<400> 35

Leu
Tyr
200
Glu
Asp
Thr
Asp
Asp
280
Asp
Asn
Trp
Pro
Ala
360
Asp
Ile
Asn
Lys
Cys

440
Leu

71

Ser
185
Thr
Thr
Lys
Val
Val
265
Ile
Val
Ser
Leu
Ala
345
Pro
Lys
Thr
Thr
Leu
425

Ser

Ser

170
Ser

Leu
Val
Lys
Pro
250
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
330
Pro
Gln
Val
Val
Gln
410
Asn

Val

His

Gly
Ser
Thr
Ile
235
Glu
Thr
Lys
Val
Phe
315
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
3585
Pro
Val

Leu

Ser

Val
Ser
Cys
220
val
val
Ile
Asp
His
300
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
380

Trp
Ile
Gln
His

Pro
460

His
Ser
205
Asn
Pro
Ser
Thr
Asp
285
Thr
Ser
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Gln
Met
Lys
Glu

445
Gly

Thr
190
val
val
Arg
Ser
Leu
270
Pro
Ala
val
Phe
Thr
350
Ile
Cys
Trp
Asn
Ser
430
Gly

Lys

175
Phe

Thr
Ala
Asp
Val
255
Thr
Glu
Gln
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Met
Asn
Thr
415

Asn

Leu

Pro
Val
His
Cys
240
Phe
Pro
Val
Thr
Glu
320
Cys
Ser
Pro
Ile
Gly
400

Asn

Trp

His



Met
Val
Pro
Ser
Glu
65

Glu
Thr
Tyr
Gly
Ser
145
Ala
Val
Ala
Val
His
225
Cys
Gly
Met
His
Val
305
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
385
Glu
Pro
Val

Met

Ser
485

Glu
His
Gly

Asn
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Gln

130
Val

Ala
Ser
Val
Pro
210
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
290
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

370
Leu

Trp
val
Asp
His

450
Pro

Trp
Ser
Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Gly

Phe

Leu

Trp
Leu
1595
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
275
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
355
Thr
Thr

Glu

Lys
435
Glu

Gly

Thr
Gln
20

Ser
Tyr
Gly
Lys
Met
100
Ala
Thr

Pro

Gly
Asn
180
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
260
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
340
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
420
Ser

Ala

Lys

Val
val
Ile
Glu
Gly
Gln
Arg
Leu

Leu

Cys
165
Ser
Ser
Ser
Asn
His
245
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
325
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
405
Ser

Arg

Leu

ES 2674420 T3

Val
Gln
Lys
Glu
Ile

70
Lys

Trp
val
Ala
150
Leu
Gly

Ser

Thr
230
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
310
Val
Cys
Ser
Pro
Val
350
Gly
Asp
Trp

His

Phe
Leu

Ile

Trp
55

Leu
Ala
Ser
Gly
Thr

135
Pro

val
Ala
Gly
Gly
215
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys

295
Lys

Lys
Lys
Ser
375
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
455

Leu
Gln
Ser
40

Val
Pro
Ser
Ser
Ala
120
Val

Ser

Lys
Leu
Leu
200
Thr
Val
Pro
Phe
Val
280
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
360
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

440
His

72

FPhe
Gln
25

Cys
Lys
Gly
FPhe
Leu
105
Arg

Ser

Ser

Asp
Thr
185
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
265
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
345
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
425
Gly

Tyr

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
90

Thr
Glu
Ala

Lys

Tyr
170
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
250
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
330
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
410
Phe

Asn

Thr

Leu
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser
Pro
Ala
Ser
155
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
235
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
315
His
Lys
Gln
Leu
Pro
3585
Asn
Leu

Val

Gln

Ser
Gly
Ala
Pro
60

Ser
Asp
Glu
Gly
Ser

140
Thr

Pro
Val
Ser
Ile
220
val
Ala
Pro
Val
Val
300
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
380
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
460

Val
Asp
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Phe
125

Thr

Ser

Glu
His
Ser
205
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
285
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
365
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

445
Ser

Thr
Leu
30

Tyr
His
Thr
Ser
Ser
110
Pro

Lys

Gly

Pro
Thr
1590
Val
Asn
Pro
Glu
Asp
270
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
350
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
430
Cys

Leu

Ala
15
Met

Thr

Tyr
Ser
95

Ala
Tyr
Gly

Gly

Val
175
Phe
Val
val
Lys
Leu
255
Thr
Val
Val
Ser
Leu
335
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
415
Leu

Ser

Ser

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80

Asn
Val
Trp
Pro
Thr
160
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
240
Leu
Ser
Glu
Thr
320
Asn
Pro
Gln
Val
Val
400
Pro
Thr

Val

Leu
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<210> 36

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36

Asn Tyr Tyr Ile Glu
1 5

<210> 37

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 37

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

<210> 38

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Trp Gly 2Ala Arg Glu Pro Gly Phe Pro Tyr

<210> 39

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys 3Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser
65 70 75 80
Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

<210> 40

<211> 238

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 40

73



10

15

Met
Leu
Lys
Ala
Gly
65

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ser
Lys

Glu

Ser
225

<210>41
<211> 238
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Trp
Phe
Ser
50

Gln
val
Thr
Gln
Leu
130
Ser
Asn
Glu
Asp
Tyr

210
Thr

Ile
Leu
Met
35

Gln
Ser
Pro
Ile
Tyr
115
Lys
Glu
Phe
Arg
Ser
195
Glu

Ser

Lys
Ser
20

Ser
Asn
Pro
Asp
Ser
100
Asn
Arg
Gln
Tyr
Gln
180
Thr
Arg

Pro

Met
Gly
Thr
val
Lys
Arg
85

Asn
Asn
Ala
Leu
Pro
165
Asn
Tyr
His

Ile

ES 2674420 T3

Glu
Val
Ser
Gly
Ala
70

Phe
Val
Tyr
Asp
Thr
150
Lys
Gly
Ser

Asn

Val
230

Ser
Asp
Val
Thr
55

Leu
Thr
Gln
Pro
Ala
135
Ser
Asp
val
Met
Ser

215
Lys

<223> cadena ligera del anticuerpo quimérico

<400> 41

Gln
Gly
Gly
40

Asn
Ile
Gly
Ser
Leu
120
Ala
Gly
Ile
Leu
Ser
200
Tyr

Ser

Thr
Asp
25

Asp
val
Tyr
Ser
Glu
105
Thr
Pro
Gly
Asn
Asn
185
Ser

Thr

Phe

Gln
10

Ile
Arg
Ala
Ser
Gly
90

Asp
Phe
Thr
Ala
val
170
Ser
Thr

Cys

Asn

Val
Val
Val
Trp
Ala
75

Ser
Leu
Gly
Val
Ser
155
Lys
Trp
Leu

Glu

Arg
235

Phe
Met
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Ala
Ala
Ser
140
Val
Trp
Thr
Thr
Ala

220
Asn

Val
Thr
Val
45

Gln
Tyr
Thr
Glu
Gly
125
Ile
Val
Lys
Asp
Leu
205
Thr

Glu

Tyr
Gln
30

Thr
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr
Phe
Cys
Ile
Gln
190
Thr
His

Cys

Met
15

Ser
Cys
Lys
Tyr
Phe
95

Phe
Lys
Pro
Phe
Asp
175
Asp
Lys

Lys

Leu
Gln
Lys
Pro
Ser
g0

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
160
Gly
Ser

Asp

Thr

Met Gly Ile Lys Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Phe Val Tyr Met Leu

74
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20

25

Leu
Lys
Ala
Gly
65

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
145
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
225

<210> 42
<211>11
<212> PRT

Trp
Phe
Ser
50

Gln
val
Thr
Gln
Leu
130
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

210
Ser

Leu
Met
35

Gln
Ser
Pro
Ile
Tyr
115
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
195
Glu

Ser

<213> Mus musculus

<400> 42

<210> 43
<211>7
<212> PRT

Ser
20

Ser
Asn
Pro
Asp
Ser
100
Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
180
Thr
Lys

Pro

Gly
Thr
Val
Lys
Arg
Asn
Asn
Thr
Leu
Pro
165
Gly
Tyr
His

Val

ES 2674420 T3

Val
Ser
Gly
Ala
70

Phe
val
Tyr
Val
Lys
150
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
230

Asp
Val
Thr
55

Leu
Thr
Gln
Pro
Ala
135
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

215
Lys

Gly
Gly
40

Asn
Ile
Gly
Ser
Leu
120
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
200
Tyr

Ser

Asp
25

Asp
Val
Tyr
Ser
Glu
105
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
185
Ser

Ala

Phe

10
Ile

Arg
Ala
Ser
Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
170
Ser
Thr
Cys

Asn

Val
Val
Trp
Ala
75

Ser
Leu
Gly
Val
Ser
155
Gln
val
Leu

Glu

Arg
235

Met
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Ala
Ala
Phe
140
Val
Trp
Thr
Thr
Val

220
Gly

Thr
Val
45

Gln
Tyr
Thr
Glu
Gly
125
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
205
Thr

Glu

Gln
30

Thr
Gln
Arg
Asp
Tyr
110
Thr
Phe
Cys
val
Gln
190
Ser
His

Cys

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1Q

1

<213> Mus musculus

<400> 43

<210> 44
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 44

5

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser

1

Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

1

5

75

15
Ser

Cys
Lys
Tyr
Phe
95

Phe
Lys
Pro
Leu
Asp
175
Asp
Lys

Gln

Gln
Lys
Pro
Ser
g0

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
160
Asn
Ser

Ala

Gly
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15

<210>45
<211>123
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 45

Glu
1

Ser
Tyr

Ala

Ser
65
Leu

Tyr

Trp

<210> 46

<211> 466
<212> PRT

Val
Leu
Met

Leu
50

Val
Tyr
Cys

Gly

Lys
Ser
Asn

35
Ile

Lys
Leu
Ala

Gln
115

<213> Mus musculus

<400> 46

Leu

Leu
20

Trp

Arg

Gly
Gln
Arg

100
Gly

Val
Ser
Val

Asn

Arg
Met
85

Asp

Thr

ES 2674420 T3

Glu
Cys
Arg

Lys

Phe
70

Asn
Ser

Thr

Ser
Ala
Gln

Ala
55

Thr
Ala
Asp

Leu

Gly
ARla
Pro

40
Asn

Ile
Leu
Gly

Thr
120

76

Gly
Ser
25

Pro

Gly

Ser
Arg
Tyr

105
Val

Gly
10

Gly
Gly

Tyr

Arg
Ala
80

Tyr

Ser

Leu
Phe
Lys

Thr

Asp
75

Glu
Glu

Ser

Val
Thr
Ala

Thr
60

Asn
Asp

Tyr

Gln
Fhe
Leu

45
Glu

Ser
Ser

Tyr

Pro
Thr
30

Glu

Tyr

Gln
Ala

Phe
110

Gly
15
Asp

Trp

Asn

Aszn

Thr
95
Asp

Gly
Tyr
Leu

Ala

Ile
g0
Tyr

Tyr



Met
Ile
Pro
Thr
Glu
65

Tyr
Gln
Ala
Phe
Thr
145
Thr
Glu
His
Ser
Asn
225
Pro
Ser
Thr
Asp
Thr
305
Ser
Glu
Lys
Thr
Thr
385
Gln
Met
Lys

Glu

Gly
465

Lys
Gln
Gly
Asp
50

Trp
Asn
Asn
Thr
Asp
130
Thr
Asn
Pro
Thr
val
210
val
Arg
Ser
Leu
Pro
290
Ala
Val
Phe
Thr
Ile

370
Cys

Irp
Asn
Ser
Gly

450
Lys

Leu
Cys
Gly
Tyr
Len
Ala
Ile
Tyr
115
Tyr
Pro
Ser
Val
Phe
195
Thr
Ala
Asp
Val
Thr
275
Glu
Gln
Ser
Lys
Ile
355

Pro

Met

Asn
Thr
Asn

435
Leu

Trp
Glu
20

Ser
Tyr
Ala
Ser
Leu
100
Tyr
Trp
Pro
Met
Thr
180
Pro
vVal
His
Cys
Phe
260
Bro
Val
Thr
Glu
Cys
340
Ser

Pro

Ile

Gly
Asn
420
Trp

His

Leu
val
Leu
Met
Leu
val
85

Tyr
Cys
Gly
Ser
vVal
165
vVal
Ala
Pro
Pro
Gly
245
Ile
Lys
Gln
Gln
Leu
325
Arg
Lys

Pro

Thr

Gln
405
Gly
Glu

Asn

ES 2674420 T3

Asn
Lys
Ser
Asn
Ile
70

Lys
Leu
Ala
Gln
Val
150
Thr
Thr
val
Ser
Ala
230
Cys
Phe
Val
Phe
Pro
310
Pro
Val
Thr
Lys
Asp
390
Pro
Ser

Ala

His

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Arg
Gly
Gln
Arg
Gly
135
Tyr
Len
Trp
Leu
Ser
215
Ser
Lys
Pro
Thr
Ser
295
Arg
Ile
Asn
Lys
Glu

375
Phe

Ala
Tyr
Gly

His
455

Ile
val
Ser
40

Val
Asn
Arg
Met
Asp
120
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
200
Thr
Ser
Pro
Pro
Cys
280
Trp
Glu
Met
Ser
Gly
360
Gln

Phe

Glu
Phe
Asn

440
Thr

77

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Lys
Phe
Asn
105
Ser
Thr
Leu
Cys
Ser
185
Ser
Trp
Thr
Cys
Lys
265
Val
Phe
Glu
Hisg
Ala
345
Arg

Met

Pro

Asn
Val
425
Thr

Glu

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Ala
Thr
20

Ala
Asp
Len
Ala
Leu
170
Gly
Asp
Pro
Lys
Ile
250
Pro
Val
val
Gln
Gln
330
Ala
Pro

Ala

Glu

Tyr
410
Tyr
Fhe

Lys

val
Gly
Ala
Pro
Asn
75

Ile
Leu
Gly
Thr
Pro
155
Val
Ser
Leu
Ser
val
235
Cys
Lys
Val
Asp
Phe
315
Asp
Phe
Lys
Lys
Asp
395
Lys
Ser

Thr

Ser

Thr
Gly
Ser
Pro
60

Gly
Ser
Arg
Tyr
val
140
Gly
Lys
Leu
Tyr
Glu
220
Asp
Thr
Asp
Asp
Asp
300
Asn
Trp
Pro
Ala
Asp

380
Ile

Asn
Lys
Cys

Leu
460

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Tyr
Arg
Ala
Tyr
125
Ser
Ser
Gly
Ser
Thr
205
Thr
Lys
val
Val
Ile
285
val
Ser
Leu
Ala
Bro
365

Lys

Thr

Thr
Len
Ser

445
Ser

Leu
Leu
30

Phe
Lys
Thr
Asp
Glu
110
Glu
Ser
Ala
Tyr
Ser
190
Leu
val
Lys
Pro
Leu
270
Ser
Glu
Thr
Asn
Bro
350
Gln

Val

val

Gln
Asn
430
Val

His

Asn
15

val
Thr
Ala
Thr
Asn
95

Asp
Tyr
Ala
Ala
Phe
175
Gly
Ser
Thr
Ile
Glu
255
Thr
Lys
Val
Phe
Gly
335
Ile
val

Ser

Glu

Pro
415
Val
Len

Ser

Gly
Gln
Phe
Leu
Glu
B8O

Ser
Ser
Tyr
Lys
Gln
160
Pro
val
Ser
Cys
val
240
val
Ile
Asp
His
Arg
320
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
400
Ile
Gln
His

Pro
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<210> 47
<211> 472
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2674420 T3

<223> cadena pesada del anticuerpo quimérico

<400> 47

Met
1
Ile
Pro
Thr
Glu
65
Tyr
Gln
Ala
Phe
Thr
145
Ser
Glu
His
Ser
Cys
225
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
305
Tyr
Asp

Len

Lys
Gln
Gly
Asp
Trp
Asn
Asn
Thr
Asp
130
Lys
Gly
Pro
Thr
Val
210
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
290
Gly
Asn
Trp

Pro

Len
Cys
Gly
Tyr
Len
Ala
Ile
Tyr
115
Tyr
Gly
Gly
Val
Phe
195
Val
Val
Lys
Len
Thr
275
Val
Val
Ser

Leu

Ala
355

Trp
Glu
20

Ser
Tyr
Ala
Ser
Len
100
Tyr
Trp
Pro
Thr
Thr
180
Pro
Thr
Asn
Ser
Len
260
Len
Ser
Glu
Thr
Asn

340
Pro

Len
Val
Leu
Met
Len
Val
85

Tyr
Cys
Gly
Ser
Ala
165
Val
Ala
Val
Hig
Cys
245
Gly
Met
His
Val
Tyr
325
Gly

Ile

Asn
Lys
Ser
Asn
Ile
70

Lys
Len
Ala
Gln
Val
150
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
230
Asp
Gly
Ile
Glu
Hig
310
Arg

Lys

Glu

Trp
Leu

Leu

Trp
55

Arg
Gly
Gln
Arg
Gly
135
Phe
Len
Trp
Len
Ser
215
Pro
Lys
Pro
Ser
Asp
295
Asn
Val

Glu

Lys

Ile
Val
Ser
40

Val
Asn
Arg
Met
Asp
120
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
200
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
280
Pro
Ala
Val

Tyr

Thr
360

78

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Lys
Phe
Asn
105
Ser
Thr
Leu
Cys
Ser
185
Ser
Ser
Asn
Hig
Val
265
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys

345
Ile

Len
10

Ser
Ala
Gln
Ala
Thr
80

Ala
Asp
Leu
Ala
Len
170
Gly
Ser
Leu
Thr
Thr
250
Phe
Pro
Val
Thr
Val
330
Cys

Ser

Val
Gly
Ala
Pro
Asn
75

Ile
Len
Gly
Thr
Pro
155
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
235
Cys
Len
Glu
Lys
Lys
315
Leu

Lys

Lys

Thr
Gly
Ser
Pro
60

Gly
Ser
Arg
Tyr
Val
140
Ser
Lys
Len
Len
Thr
220
Val
Pro
Phe
Val
Phe
300
Pro
Thr

Val

Ala

Len
Gly
Gly
45

Gly
Tyr
Arg
Ala
Tyr
125
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
205
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
285
Asn
Arg
Val

Ser

Lys
365

Len
Leu
30

Phe
Lys
Thr
Asp
Glu
110
Glu
Ser
Lys
Tyr
Ser
190
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
270
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn

350
Gly

Asn
15

Val
Thr
Ala
Thr
Asn
85

Asp
Tyr
Ala
Ser
Phe
175
Gly
Len
Tyr
Lys
Pro
255
Lys
Val
Tyr
Glu
Hig
335
Lys

Gln

Gly
Gln
Phe
Leu
Glu
80

Ser
Ser
Tyr
Ser
Thr
160
Pro
Val
Ser
Ile
Val
240
Ala
Pro
Val
Val
Gln
320
Gln

Ala

Pro
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25

30

35

Arg
Lys
385
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
465

<210> 48
<211>5
<212> PRT

Glu
370
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

450
Leu

Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
435

Ser

Ser

<213> Mus musculus

<400> 48

<210> 49
<211>19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49

Gln
val
val
Pro
420
Thr

Val

Leu

val
Ser
Glu
405
Pro
Val

Met

Ser

ES 2674420 T3

Tyr
Leu
390
Trp
Val
Asp
His

Pro
470

Thr
375
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

455
Gly

Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
440

Ala

Lys

Pro
Leu
Asn
Ser
425
Arg

Leu

Pro

val

Gly
410
Asp

Trp

His

Ser
Lys
395
Gln
Gly
Gln

Asn

Asp Tyr Tyr Met Asn

1

5

Arg Asp
380
Gly Phe

Pro Glu
Ser Phe
Gln Gly

445

His Tyr
440

Glu
Tyr
Asn
Phe
430

Asn

Thr

Leu
Pro
Asn
415
Leu

Val

Gln

Thr
Ser
400
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Leu Tle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Asn Ala Ser

1

Val lLys Gly

<210> 50
<211>12
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 50

<210> 51
<211> 107
<212> PRT

5

10

Asp Ser Asp Gly Tyr Tyr Glu Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1

<213> Mus musculus

<400> 51

5

79

10

15
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15

Asp
Glu
Leu
Phe
Ser
65

Glu

Thr

<210> 52
<211> 236
<212> PRT

Ile
Arg
Ser
Ala
50

Arg

Asp

Phe

Gln
val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

<213> Mus musculus

<400> 52

Met
1
Phe
Leu
Gln
Thr
65
Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu
145
Phe
Arg
Ser

Glu

Ser
225

<210> 53
<211> 236
<212> PRT

Asp

Pro
Ser
Glu
50

Ile
Lys
Ser
Ala
Arg
130
Gln
Tyr
Gln
Thr
Arg

210
Pro

Met

Gly
Ala
35

Ile
Lys
Arg
Ser
Ser
115
Ala
Leu
Pro
Asn
Tyr
195
His

Ile

Met
Ser
20

Leu
Ser
Gly

Ala

Ser
100

Arg

Thr
20

Ser
Ser
Arg
Phe
Leu
100
Tyr
Asp
Thr
Lys
Gly
180
Ser

Asn

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Leu
Gln
Thr
Ser
Asp

85
Gly

Val

Arg
Leu
Asp
Leu
Ser
85

Glu
Pro
Ala
Ser
Asp
165
Val
Met

Ser

Lys

ES 2674420 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Pro

Cys
Gly
Tyr
Ile
70

Gly
Ser
Tyr
Ala
Gly
150
Ile
Leu
Ser

Tyr

Ser
230

Ser
Cys
Lys
Asp
Phe
Tyr

Lys

Ala

Asp
Glu
Leu
55

Phe
Ser
Glu
Thr
Pro
135
Gly
Asn
Asn
Ser
Thr

215
Phe

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Ser

Cys

Leu

His

Ile
Arg
40

Ser
Ala
Arg
Asp
Phe
120
Thr
Ala
val
Ser
Thr
200
Cys

Asn

80

Ser
Ala
25

Asp
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Val

Gln
25

Val
Trp
Ala
Ser
Phe
105
Gly
Val
Ser
Lys
Trp
185
Leu

Glu

Arg

Ser
10

Ser
Gly
Val
Ser
Gln

90
Ile

Phe
10

Met
Ser
Leu
Ser
Gly
a0

Ala
Ser
Ser
val
Trp
170
Thr
Thr

Ala

Asn

Leu
Gln
Thr
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Gly

Thr
Leu
Gln
Thr
75

Ser
Asp
Gly
Ile
Val
155
Lys
Asp
Leu

Thr

Glu
235

Ser
Glu
Ile
Lys
60

Ser

Ala

Phe

Gln
Thr
Gln
60

Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
140
Cys
Ile
Gln
Thr
His

220
Cys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Leu

Ser
Cys
45

Lys
Asp
Phe
Tyr
Lys
125
Pro
Phe
Asp
Asp
Lys

205
Lys

Ser
Ser
30

Arg
Phe

Leu

Tyr

Leu

Pro
30

Arg
Pro
Ser
Ser
Cys
110
Leu
Pro
Leu
Gly
Ser
190
Asp

Thr

Leu
15

Asp
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Leu
15

Ser
Ala
Asp
Gly
Leu
a5

Leu
Glu
Ser
Asn
Ser
175
Lys
Glu

Ser

Gly
Tyr
Ile
Gly
Ser

80
Tyr

Trp

Ser
Ser
Gly
val
80

Ser
Gln
Ile
Ser
Asn
160
Glu
Asp
Tyr

Thr
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<223> cadena ligera del anticuerpo quimérico
<400> 53

Met Asp Met Arg Val Pro Ala His Val Phe Gly Fhe
;he Pro Gly Thr irg Cys Asp Ile Gln ;zt Thr Gln
Leu Ser Ala ggr Leu Gly Glu Arg 321 Ser Leu Thr
Gln Glu iie Ser Asp Tyr Leu ;gr Trp Leu Gln Gln

Thr Ile Lys Arg Leu Ile Phe Ala Ala Ser Thr Leu

65 70 75

Pro Lys Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Ser Asp

B85 1¢]
Ile Ser Ser Leu Glu Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr
100 105
Tyr Ala Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Ser Gly Thr
115 120

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
130 135 140

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val val Cys

145 150 155

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val

165 170
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
180 185
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
195 200

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

210 215 220

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
225 230

<210> 54

<211>11

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 54

Leu
Ser
Cys
45

Lys
Asp
Fhe
Tyr
Lys
125
Pro
Leu
Asp
Asp
Lys

205
Gln

Glu
235

Len
Pro
30

Arg
Pro
Ser
Ser
Cys
110
Leu
Pro
Leu
Asn
Ser
130
Ala

Gly

Cys

Arg Ala Ser Gln Glu Ile Ser Asp Tyr Leu Ser

1 5 1Q

<210> 55

<211>7

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 55

Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus

81

Len
15

Ser
Ala
Asp
Gly
Len
85

Len
Glu
Ser
Asn
Ala
175
Lys
Asp

Leu

Trp
Ser
Ser
Gly
Val
80

Ser
Gln
Ile
Asp
Asn
160
Len
Asp
Tyr

Ser
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<400> 56

Leu Gln Tyr Ala Ser Tyr Pro Tyr Thr

1 5

<210> 57

<211> 1857

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 57

atggtctcecce
ctccoccaga
ccaggecctg
agagtectgece
geggegekhga
ctocecactge
tettteatea
agectgetgg
gacattcagc
cctgococgteg
ggtcegggac
cgageaggct
gagggctgga
aggggeccgt
aaccegtgtyg
cegeghtgggt
tgcttcaacyg
tgcccacceg
cecatgecgea
gocggetteg
gctaacggeg
ttocggeggec
ggcggeoget
ggagegoggt
ccgggectca
gtggecgegy
teccaggatyg
ceoggatgeac
gtagattgga
tecatetacyg
gggcagagge

cacggatgtc
cacggcocoge
gggccccgcyg
tgaagectgg
gtgegegegy
cogacggect
tegaaaccetyg
cgcgegtgge
gocgcaggcge
ggaccgegtyg
tgecgeecetg
gcagcectga
ctggaccecct
cctctgetac
ccaatggagy
tetacggget
gcggcttgtg
gtttccaagg
atggecggact
cgggtcecteg
gcacgtgtgt
gcgactgecy
gctacgccca
gtgagttece
ggcccgggga
gegtggeogy
ctgggtcteg
tcaacaacct
atcgecctga
ctegggaggt
agcacctget

cgggetocte
tggecgtotte
gtceocecetge
getecteagag
accggtetac
cttgeaggtyg
gagagaggayg
tggcaggegg
ctgggagety
cacgogoctce
cgoaccgete
gcatggettc
ctgcacggtc
caccggatgce
cagetgtagt
geggtgtgag
tatcggaggt
cteoccaactgt
ctgectggac
ctgegageac
ggagggeggce
cgagogogeyg
cttctecegge
agtgcacccc
ccckcagege
cgekgegete
cttgetggct
aaggacgceag
agatgtagac
agoegacgece
ttttocctac

tcccagacty
gagctgcaga
agecgecegyge
gaggccgoecy
accgageage
ccctteeggy
ttaggagace
cgcttggcag
cgcttctegt
tgcagtoege
gaggacgaat
tgtgaacagce
cctgtctcca
cttgtccctg
gagacaccea
gtgagegggyg
gcagaccetg
gagaagagygy
ctgggccacy
gacctggacy
ggcgogeaca
gacccgtgeg
ctcgtcectgeg
gacggcogcaa
taccttttge
ttgetggtee
gggacoccecgg
gagggttecyg
ccteaaggyga
cthtteeece
ccttectega

<210>58

<211> 1758

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 58

82

tgatcctage
tccactettt
teccetgeeg
agtcecegtyg
ceggagoeges
acgectggea
agattggagg
ceggaggece
accgogoged
gcagogecec
gtgaggegec
ccggtgaatyg
ccagcagctg
ggcctgyggec
ggteetttga
tgacatgtge
actctgecta
tggacegygty
cectgegetyg
actgegegyy
gotgetcoctg
ccgcgogecc
cttgegetec
gcgoecttgec
ctcocoggetet
acgtgogeog
agecgtcagt
gggatggtece
tttatgteat
cgetacacae
ttetgteegt

gctcatttte
cgggccgggt
cetettette
cgecectggge
cgegecktgat
tggcacette
geccgeetgg
gtgggcccgg
ctgcgagcecg
ctcgeoggtge
gctggtgtge
ccgatgecta
cctcagccecece
ctgtgacggy
atgeacctge
agatggacce
catetgecac
cagectgeag
cegetgecge
cogegectge
cgegotggge
ctgtgctcac
cggctacatg
cgcggocoecy
gggactgete
cogtggocac
ccacgcacte
gagetegteo
atctgetect
tgggcgeget
gaaatga

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
lez0
lesg0
1740
1800
1857



atggtctete
caggcactge
ctegggacee
tgectgaage
ctgagcacga
ctgcctgatg
gtcattgaaa
ctagcacgtg
cagcgcacag
gteggggeey
ggactgcgac
ggctgcagee
tggactggac
cetggtectyg
tgtgccaatg
ggattctacg
aatggcgget
cctggtttcc
cagaatggcg
tteogeecggge
ggcggcacgt
gggcgcgact
cgttgctacg
agatgcgagt
ctgaggcagyg
geceggtttgg
gataccggga
geactcaaca
tggaatcate
tatgcacgag

<210> 59
<211> 2172
<212> ADN

tgcaggtgte
cagetggtgt
cacgctecee
ceggagtete
goegteceggt
gcctegtacyg
cctggagaga
tggteggecy
gcacatggga
cctgecgegeg
cctgecacgece
cogageacgy
cectectgeac
ccageactgg
ggggcagety
ggcttcgatyg
tgtgtgttgg
aaggctctaa
gcctctgect
cgcgctgoga
gegtggaggy
gccgagaacyg
cccacttecte
tegetgtgeg
cggatccaca
ctggcgecge
ctegectget
acctgaggtt
ctgaagatgg
aggcctga

<213> Homo sapiens

<400> 59
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teegetitee
cttegageta
ctgeaacgee
coaggagges
ctatacggag
tgtgececttce
gcagctggga
tagacgecctg
gttgcacttc
cctgtgceoge
attcccagac
ctactgtgaa
ggtecctgte
atgectitta
tagtgaaace
tgaggtgage
cggtgaagat
ctgtgagaag
ggacctggge
gcacgacctg
cggeggcteg
cgccgaccec
tggcctggtce
cocggacgge
gegetttett
actettggte
ttetgggace
acaagacggt
agactctaga

cagacgetga
caaattecatt
cgaggeectt
accgaghece
caccecggaqg
cgcgatgett
gagcatgctyg
geggetgggy
tecctaccgeg
tcacgcagtyg
gagtgcgaag
gagcectgatg
tccaccagta
cectgggectyg
tetggetect
ggggtcacgt
cectgactetg
agggtggacce
cacgcgttge
gacgactgcg
cgecogetget
tgcgectece
tgecgectgegy
geggacgegy
ctgecteceg
ateccacgtte
cgggagectt
getggggatg
tccatttatg
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tcctggettt
ctttegggee
geegectett
tgtgegecet
agtcagegge
ggccgggeac
gagggccecge
geceegtggge
cgeggtgcga
ccccctegeg
cccegtetgt
aatgecgttyg
gctgectgaa
gaccttgtga
ttgaatgtge
gcgecagatgyg
cctatgtetyg
gctgtagect
gctgeecgetg
ccggocgegc
cctgtgeget
gcccctgege
cgeccggeta
tgecegeege
ccttgggget
gecgoecgagy
cggtecacac
gceccaghte
tcataccage

tettettect
aggeccagge
cttecagggte
gggegcagea
tgeectgeeg
cttcteecete
ctggaacctg
ccgegatgtg
gccgeccged
gtgtggeceyg
gtgtcgacca
ectggaggge
ctecagggtt
tgggaaceea
ctgtececqgg
accctgette
tcattgeeea
gcagccatgt
tegegeggga
ctgtgccaac
gggcttogge
gcatggagge
catgggcgty
cocgegggyge
getggtggec
tectggecag
goeteccggat
gteggectgac
cecttecatt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1758
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atgggcagte ggtgoegeget ggeocctggeg gtgeotetegg cottgetgtg teaggtetgg 60
agetetgggy tgttegaact gaageotgeag gagttegtea acaagaaggg getgetggag 120
aacegeaact getgecgegy gggcgegggy ccaccagecegt goegectgecg gaccttette 180
cgoegtgtgoe teaageacta ccaggocage gtgtoccecy agecgecctg cacctacgge 240
agegeocogtea cececghtget gggeoegtegac tectteagte tgocegacgyg ogggggegee 300
gacteegaegt teageaacce catcogette cocttegget tcacctggeoee gggeacctte 360
tcteotgatta ttgaagetct ccacacagat tctectgatg acctcegcaac agaaaacccoa 420
gaaagactca tcagocgect ggccacccag aggcacctga cggtgggcga ggagtggtoc 480
caggacctgc acagcagegyg ccgcacggac ctcaagtact cctaccgett cgtgtgtgac 540
gaacactact acggagaggg ctgctccgtt ttctgccgtc coccgggacga tgocttogge 600
cacttcacct gtggggageyg tggggagaaa gtgtgcaacc ctggetggaa agggoccotac 660
tgcacagagc cgatctgect gocctggatgt gatgagcagce atggattttg tgacaaacca 720
ggggaatgea agbtgcagagt gggctggcag ggecggtact ghtgacgagtg tatccgetat 780
ccaggetgte tecatggeac ctgocageag coctggeagt geaactgeca ggaaggetgg 840
gggggecttt totgeaacca ggacctgaac tactgeacac accataagec ctgeoaagaat 900
ggagccacet geaccaacac gggocagggyg agetacactt getettgecg gectgggtac 960
acaggtgoca coetgegaget ggggattgac gagtgtgace ccageoccttg taagaacgga 1020
gggagetgea cggatctega gaacagetace teoctgtacet geecacccegg cttetacgge 1080
aaaatctgtg aattgagtgce catgacctgt gcoggacggoce cttgetttaa cgggggtoegg 1140
tgctcagaca gcoccgatgyg agggtacage tgccgetgeoe cogtgggeta ctcoceggottco 1200
aactgtgaga agaaaattga ctactgcagc tcttcaccct gttctaatgg tgccaagtgt 1260
gtggacctcecg gtgatgocta coctgtgeoge tgoccaggeog gottetcoggg gaggoactgt 1320
gacgacaacg tggacgactyg cgcctcctcec cegtgegeca acgggggcac ctgccgggat 1380
ggcgtgaacg acttcteoctyg cacctgecoeg cctggectaca cgggecaggaa ctgcagtgeco 1440
ccogtoagea ggtgegagea cgeaccotge cacaatgggy ocacctgeca cgagagggge 1500
caccegetatg tgtgegagtg tgecegagge tacgggggte ccaactgoca gtteoctgete 1560
cocgagetge cecegggece ageggatggtg gacetcactg agaagetaga gggecaggge 1620
gggacattee cetggatgge cgtgtgegee ggggteatee ttgbecteat getgetgetg 1680
ggctgtgecyg ctgtggtggt ctgegtecgg <tgaggetge agaageaceg gococoagee 1740
gacecctgoe ggggggagac ggagaccatg aacaacctgg ccaactgeca gogtgagaag 13800
gacatctceag teageatcat cggggecacyg cagatcaaga acaccaacaa gaaggoggac 1860
ttecacgggyg accacagege cgacaagaat ggettcaagg ccegetacee ageggtggac 1920
tataaccteg tgcaggaccet caagggtgac gacacogecyg teagggacge goacagcaag 1580
cgtgacacca agtgccagcc ccagggctcc tcaggggagyg agaaggggac cccgaccaca 2040
ctcaggggtyg gagaagcatc tgaaagaaaa aggcoggact cgggetgttc aacttcaaaa 2100
gacaccaagt accagtocggt gtacgtcata tccgaggaga aggatgagtg cgtcatagea 2160
actgaggtgt aa 2172

<210> 60

<211> 7668

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60

84



atgcegoege
ggccegoegat
aatggcacgyg
aacecegtgee
ggcgtggcag
cocctggaca
acgetgacgg
gotgaceegt
tectacatet
gagtgtggec
tcctaceget
ccctgeagec
cacgagtygty
tgtcecaggaa
tgccgectgec
ctgatgecaa
tgegtgtgtyg
agegecgeet
tgtececaty
tgtaacgagy
cocteggggt
aaccectgeyg
ctgcaggget
tgccagaacy
ggctacgagyg
cacaatggec
actgggecatc
gocaagtgees
acgeactgeyg
aaggacggcyg
gagaccaaca
cgogacaacy
aacctggatyg
ggctacgaght
gagtgtgegy
acctgceget
aacagcaacc
tgtgacccty

ccttgtgtea
gagggettea

ctgaaccagyg
tacacaggtyg
ggeggggagt
tggcaaggge
ggcogeateet
gggcgcaact
tcectgeacag

ttctgtgagy

tactggegee
gctoccecagee
aggcctgogt
tcageaceee
actatgecetg
atgectgect
agtacaagtg
gegecteocaa
gecactgace
agaagccocgg
gegtctgecg
cctogecctg
cctgectgee
acaactgcaa
cgccagagtg
atgectgeca
tcaacggetyg
gettocacgg
googeacagyg
getccaactg
acacgggece
agcatgcggg
acacgggcce
acgccacctg
gtgtgcactg
getgectgga
tgtgececagta
tggacggace
aggtggacat
togecacett
tecaacgagtyg
cctacctetg
actgtgccag
gtgcctgtga
gcaacccctg
goccccgaggg
cctgegtcea
ggtggagtgyg

acggcggcac
geggteoccaa

gcacgtgtat
ceacgtgtga
gcaggcaate
agacctgtga
gocagaacad
gcgagaccga
acggcatcaa
aggacatcaa
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cctgotetge
cggtgagacc
ctgtggeggy
ctgcaagaac
cagetgtgeo
caccaacecee
cegetgeeeg
cocctgegen
acccagatte
gectttgecge
cgccacecac
ccagaacggg
aggcttcacc
gaacgggggt
gacaggtcag
gaacggceggy
gactggtgag
cgecacetge
tetgetgtge
cgacaccaac
ggcectgeage
caagtgeatc
ccgatgegag
cctggaccayg
cgaggtcaac
caagatcaat
cgatgtggac
caacacttac
cgatgagtge
cacctgecte
ctocagecag
cttetgactyg
cageocedtge
googggetac
ccacaacqggg
ctaccacgac
cggggectge
gaccaactgt
ctgcaaagac
ctgececagace
tgacgacgtt
ggtggtgetyg
cgaggactat
ggtcgacate
coacggogge
catcgacgac
cacggecette

cgagtgtgec

ctggogetge
tgcctgaatg
gocttegtgg
goecgggacat
ctgggettet
tgecgeaacy
cocggetggt
aacggtggec
catggececa
cacggaggca
actggcceoca
ggcacctgee
ggccagaact
gectgtgtag
tactgtaccg
acctgecaca
gactgcageg
catgaceghyg
caccteaacy
coctgteaatyg
caggacgtgg
aacacgctgy
atcgacgtca
attggggagt
acagacgagt
gagttccagt
gagtgtgcca
acctgtgtgt
gacceogace
tgecegeccag
coctgecgee
aaggggacca
gactegggea
acagggagca
ggcacctgeg
cccacctgee

cgggacagea
gacatcaaca

atgaccagty
aacatcaacyg
geegggtaca
geccegtgty
gagagettet
aacgagtgeyg
tacegetgee
tgcecggececa
tgcgactgee
agtgacccct
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tgccogoget
gcgggaagtyg
gooccgegatyg
gecacgtggt
ctgggeccet
ggggcacety
cagggaaate
agtgectgee
cetgecggea
cctgccacaa
actgcgageg
gccccacgag
gtgaggaaaa
acggcgtgaa
aggatgtgga
acacecacygyg
agaacattga
tggectectt
acgecatgeat
gecaaggcocat
atgagtgete
gctcecttoga
acgagtgcgt
tccagtgeat
gtgccageag
gcgagtgeec
gcacccactyg
gcacggaagyq
cetgecacta
getacacggy
acgggggeac
caggacccaa
cetgtetgga
tgtgtaacat
aggacggcat
tgtctgaggt
tcaacgggta
acaatgagtg
gctacgtygty
agtgtgegte
agtgecaactyg
cecceageee
cetgtgtetyg
ttetgageee
actgecagge
acccgtgtca
tgcceggett
gccgeaacygg

cgoogoacga
tgaagcggcc
ccaggaccce
ggaccgeaga
ctgectgaca
cgacctgete
gtgecageag
cttegaggec
ggatgtcaac
cgaggtcggce
gccctacgtg
cgacgtcace
tatcgacgat
cacctacaac
cgagtgccag
tggetacaac
tgactgtgee
ctactgegag
cageaaceec
ctgoacetge
getgggtgec
gtgccagtgt

ctcgaacccy
ctgcatgece
cccctgecty
cacgggcttc
caagaatggt

gtacacggyy
cggetectge
ceaccactge
ctgecaggac
ctgegagate
caagatcgat
caacatcgat
caatggctte
caatgagtgc
caagtgcgac
tgaatccaac
cacctgeegy
caacccatgt
cetgetgece
ctgeagaaac
coccacggge
gtgcocggeac
cggetacagt
caacgggggc
coggggeact
ggccaactge

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
lesg0
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



acggactgcg
gagaacaaca
ggcatcaact
gatgtcaatg
ggctectaca
cactggtgtg
taccgotgeg
tgtgaggtgg
ctectgtgtgg
tactgtgagg
acggactace
tctgaggaga
ctocccaaca
aacgtggacg
aacggcacct
ggtgagcgct
acccagaact
gggcgecget
acctgegeeg
gagggcgoca
ggcacatgca
cccgaatgec
gggacctgtg
aacgggetet
ccceegoege
aaggtctgea
ctcaacttea
agtgacggcc
tgocagegtyg
agcgacgggco
tgtgeggage
cegecggage
cacaccaacg
ggccgegagyg
cctgacgece
cggcggcgga
gacaaccggc
gcattcctgg
gtgcagagtyg
geggccgect
cggecggeagco
aagaagcegge
tcagacggtg
aagaagttee
cggcagtgga
acaccgcccc
ggcttcacce
gaggaagagyg
cacaaccaga
tctgatgeeg
ggocgcacec
atceggaace
ctggetgeee
gtcaacgceg
gtggatgccyg
gaggagacac
ctggaccact
gcacaggagc
agceccgeagco
tcgeoccaacg
cccagcagca
aagaagteccc
gactcoctgy

tggacagcta
cgectgactyg
cgttcacctyg
agtgcgactc
ggtgoacetyg
actcctogee
agtgoccccag
ctgcgcageg
acgcgggcaa
acctggtgga
tgggeggcta
tegacgagtg
cctacaagtyg
actgcaatcce
goegtggacca
gtgaggggga
gegtgeagey
gegagteegt
tggcctecaa
cgtgtgagaa
tcteocggece
agttccegge
agcccacatc
tgtgocacat
tgatcgagga
gecetgcagtyg
atgacccetyg
actgtgacag
cggaaggoca
actgcgacca
atgtaccoga
agctgcgeaa
tggtcttcaa
aggagctgeg
tgctgggcca
gggagctgga
agtgtgtgeca
gagcgctege
agaccgtgga
ttgtgecttct
atggccagct
gggagocect
ccctcatgga
ggttegagga
ctcagcagca
agggtgaggt
cgetcatgat
aggacgcgec
cagaccgeac
ccaagcgect
cgctgcatge
gagccacaga
gcetggoogt
tagatgacct
cagttgtget
ccectgtttet
ttgccaaccg
gcatgeatea
tgecacggagce
gctacetggg
aaggcctgge
aggacggcaa
agtcacccca
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cacgtgcacc
cacagagagce
cctgtgteca
acageccctge
cecocaggge
ctgcaagaac
cggoetggace
acaaqgtgtt
cacgcaccac
cgagtgetca
ctectgcaag
cctoteecac
ctectgeeeca
cccegttgac
ggtgggcegge
tgtcaacgag
cgtcaatgac
catcaatgge
caccgeccge
tgacgectegt
gogecagoecco
cagcagcccco
cgagagccco
cctggactac
ggcgtgegag
caacaaccac
gaagaactgc
ccagtgcaac
gtgcaaccoc
gggctgcaac
gaggctggeqg
cagctectte
gcgtgacgea
caagcacooc
ggtgaaggce
ccccatggac
ggcectecteg
ctcgetggge
gecgoeaceyg
gttettegtyg
ctggttccet
cggcgaggac
cgacaaccag
geccegtggtt
coctggatgec
tgacgeccgac
cgectectge
ggccgteate
gggcgagacc
getggaggec
ggctgtgtet
cctggatgec
ggagggcaty
gggcaagtec
cctgaagaac
ggcegooccgyg
ggacatcacg
cgacatogtyg
cccgetgggyg
cagcctcaag
ctgtggaagce
gggctgecctg
tggcetacctyg

tgcccocgeag
toctgettca
ccoggettea
ctgecatggeg
tacactggec
ggcggcaaat
ggaoctttact
gacgttgceco
tgecegetgec
cccagecact
tgcgtggecyg
ccctgeocaga
cggggcacte
ccegtgtece
tacagctgca
tgcctgtceca
ttecactgeg
tgraaaggeca
gggttcatcet
acctgeggea
acctgoctgt
tgecctgggeg
ttectaccgtt
agcttogggy
ctgeecgagt
gcegtgegget
acgcagtete
tcagccgget
ctgtacgacc
agcgeggagt
gccggcacgce
cacttcetge
cacggccagc
atcaagegtyg
tegetgetee
gtecegegget
cagtgecttee
agcctcaaca
ccggegeage
ggctgcgggg
gagggctteca
teegtgggec
aatgagtggg
ctgeetgace
gctgacctge
tgecatggacg
agcgggggcy
tccgactteca
gecottgrace
agcgeagatg
gcocgacgcac
cgeatgcatg
ctggaggace
gecctgcact
ggggctaaca
gagggcagct
gatcatatgg
aggetgetgg
ggcacgeccca
cceggegtge
aaggaggcca
ctggacagcet
tcagacgtgy
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gcttcagegg
acggtggeac

cgggcageta
gcacctgtca

ccaactgeca
gctggcagac
gegacgtgoc
gectgtgeca
aggcgggcta
gccagaacgg
gctaccacgy
acgggggcac
agggtgtgca
ggagccccaa
cctgocoegec
atcceotgega
agtgccgtge
agccctgeaa
gcaagtgeccec
gectgegetyg
gecetgggece
gcaaccccty
gectgtgecc
gtggggeegy
gccaggagga
gggacggcgg
tgecagtgetyg
gectcecttega
agtactgcaa
gcgagtggga
tggtggtggt
gggagctcag
agatgatctt
ccgocgagygyg
ctggtggcag
ccatcgtcta
agagtgccac
tecccctacaa
tgecactteat
tgctgectgte
aagtgtctga
tcaageoecect
gggacgagga
tggacgacca
gcatgtctge
tcaatgtceg
gectggagac
tctaccaggg
tggacgeceg
ccaacatcca
aaggtgtett
atggcacgac
tcatcaacte
gggcegecge
aagatatgca
acgagaccgc
accgcetgec
acgagtacaa
cacctgtegee
agggcaagaa
aggacctcaa
ccggeatget
cctogocgee

gatccactgt
ctgogtggac
ctgccageac
ggacggctge
gaaccttgtyg
ccacacccag
cagoegtgtaoc
gcatggaggg
cacaggcagc
ggccacctge
ggtgaactge
ctgcectegac
ctgtgagatec
gtgctttaac
gggettegtg
cgoccgtggc
tggtecacace
gaatgggggce
tgcgggectte
cctcaacgge
cttecacgggc
ctacaaccag
cgccaaatte
gogogacate
cgcgggeaac
tgactgotec
gaagtactte
cggetttgac
ggaccactte
cgggctggac
ggtgctgatyg
ccgegtgetyg
cccctactac
ctgggecgoa
cgagggtggg
cctggagatt
cgacgtggec
gatcgaggece
gtacgtggeg
ccgcaagege
ggccagcaag
gaagaacget
cctggagace
gacagaccac
catggeoece
cgggecctgat
gggcaacage
cgocagoectyg
ctactcacge
ggacaacatyg
ccagatcctg
gceccactgate
acacgeogac
cgtgaacaat
gaacaacagg
caaggtgctg
gcgegacate
cotggtgoge
ccegetetge
ggtccgcaag
ggcacggagyg
ctcgecegtg
actgetgooc

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5480
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660



10

15

20

25

30

35

40

tecceecgttoc
cacctgggeoa
ggocggcoggo
ggcaccagca
tccaccagtt
aaccaataca
tecctgeage
cagatgatga
cagacecage
aacatcocage
gtgagetcag
gcagacgtge
agocccgeco
ttoctgacge
cagctacagyg
tcocagctcegt
accagcatgc

<210>61
<211>4
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>

agcagtctceo
togggoacct
tggeoctttga
ccgtcotggg
tgaatggtca
accctectgeg
atggcatggt
gctaccaggg
aggtgcagec
agcagcaaaqg
cagocagegy
agocactggy
tgceoccacgteo
cccoctogea
tgcectgagea
cccogeoatteo
agtcccagat

<223> enlazador artificial

<400> 61

<210> 62
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> enlazador artificial

<400> 62

<210> 63
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> enlazador artificial

<400> 63

<210> 64
<211>5
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
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gtcegtgecoe
gaacgtggcy
gactggoccca
ctccagcagce
atgcgagtgy
ggggagtgty
aggeccgetg
cctgeccage
acaaaactta
cetgoagecyg
ccacctggge
coeccageage
getgeoecatece
gecacagotac
ccccttocte
caacgtctecc
cgcccgecatt

Gly Gly Gly Ser

1

Ser Gly Gly Gly

1

ctcaaccace
gccaagceceg
cctogtctet

ggaggggoce
ctgtcccgge
gcaccaggcco
cacagtagec
acceggetgg
cagatgeage
ccaccaccac
cggagetteog
ctggeggtge
tcgotggtec
toctegectg
accoccgtcec
gactggtccg
cocggaggect

tgcetgggat
agatggcgge
cccacctgece
tgaatttcac
tgcagagcgyg
ccctgagcac
ttgetgecag
ccacccages
agcagaacct
caccacagae
tgagtggaga
acactattet
cacccgtgac
tggacaacac
ctgagtccece
agggcgtctc
tcaagtaa

Gly Gly Gly Gly Ser

1

5
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goccgacaco

gotgggtggy
tgtggecctet
tgtgggcgyy

catggtgeceg
acaggcccceo

cgecctgtec
tcacctggtyg
geageocagea
geacettgge
googagecag
goocoaggayg
cgcagceccag
coccagcoac

tgaccagtgg
cagccctceco

6720
6780
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7668
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<223> enlazador artificial

<400> 64

<210> 65
<211>6
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> enlazador artificial

<400> 65

<210> 66
<211>6
<212> PRT
<213> atrtificial

<220>
<223> enlazador atrtificial

<400> 66

<210> 67
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> enlazador atrtificial

<400> 67

<210> 68
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> enlazador atrtificial

<400> 68

<210> 69
<211> 475
<212> PRT
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Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

Gly Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5
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<213> Mus musculus

<400> 69

89



Met
Val
Pro
Thr
Glu

65
Glu
Thr
Tyr
Tyr
Ala
145
Ser
val
Fhe
Thr
Ala

225
val

Cys
Pro
Cys
Trp
305
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu
385
Leu
Gln
Phe

Ser

Thr
465

<210> 70

Glu Trp
His Ser

Gly Thr

35

Asn Tyr
50

Trp Ile

Lys Phe
Ala Tyr

Phe Cys

115

Trp Gly
130

Pro Ser

Ser val
Thr Leu

Prc Ala
195

Val Thr

210

His Pro

Pro Ile

Ala Ala

Lys Ile
275

vVal val

290

Phe Val

Glu Asp
His Gln

Arg Ala
355

Pro Val

370

Met Thr

Pro Ala
Asn Tyr

Met Tyr
435

Leu Phe

450

Thr Lys

Ser
Gln

20
Ser
Leu
Gly
Arg
Met
100
Ala
Gln
val
Thr
Thr
180
Leu
Ser

Ala

Thr

Pro
260
Lys
Val
Asgn
Tyr
Asp
340
Leu
Arg
Lys
Glu
Lys
420
Ser

Ala

Thr

Gly
Vval
Val
Ile
Val
Gly

85
Gln
Arg
Gly
Tyr

Leu
165

Trp
Leu
Asn
Ser
Gln
245
Asp
Asp
Asp
Asn

Azn
325
Trp

Pro
Ala
Lys
Ile
405
Asn
Lys
Cys

Ile
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Val
Gln
Lys
Glu
Met

70
Lys
Leu
Ser
Thr
Pro
150
Gly
Asn
Gln
Thr
Ser

230
Asn

Leu
val
val
vVal
310
Ser
Met
Ser
Pro
Glu
380
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
470

Phe Ile
Leu Gln

Val Ser

49

Trp Ile
55

Asgn Pro

Ala Thr
Ile Ser

Asp Tyr

120

Ser val
135

Leu Ala

Cys Leu
Ser Gly

Ser Gly
200

Trp Pro

215

Thr Lys

Pro Cys

Leu Gly

Leu Met
280

Ser Glu

295

Glu VvVal

Thr Leu
Ser Gly

Prc Ile
360

Gln val

375

Phe Ser

Val Asp
Ala Thr
Arg Val

440
Val val

455
Arg Ser

90

Phe
Gln

25
Cys
Lys
Gly
Leu
Leu
105
Asp
Thr
Pro
val
Ser
185
Leu
Ser

val

Pro

Gly
265
Ile
Asp
His
Arg
Lys
345
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
425
Gln
His

Leu

Leu

10
Ser
Lys
Gln
Ser
Thr

90
Thr
Tyr
val
Vval
Lys
170
Leu
Tyr
Gln
Asp
Pro
250
Pro
Ser
Asp
Thr
val
330
Glu
Lys
val
Thr
Thr
410
Leu
Lys
Glu

Gly

Leu
Gly
Ala
Arg
Gly

75
Ala
Ser
Val
Ser
Cys
155
Gly
Ser
Thr
Thr
Lys

235
Leu

Ser
Leu
Pro
Ala
315
Val
Fhe
Thr
Leu
Cys
385
Ser
Asp
Ser

Gly

Lys
475

Ser Val
Ala Asp

Ser Gly

45

Pro Gly
60

Gly Thr

Asp Lys
Asp Asp

Thr Tyr

125

Ser Ala
140

Gly Gly

Tyr Phe
Ser Gly

Leu Ser
205

Ile Thr

220

Lys Ile

Lys Glu

Val Phe

Ser Pro
285

Asp Val

300

Gln Thr

Ser Ala
Lys Cys

Ile Ser
365

Pro Pro

380

Met Ile

Asn Gly
Ser Asp
Thr Trp

445

Leu His
460

Thr
Leu

30
Tyr
Gln
His
Ser
Ser
110
Ala
Lys
Thr
Pro
Val
180
Ser
Cys
Glu

Cys

Ile
270
Met
Gln

Gln

Lys
350
Lys
Pro
Thr
Arg
Gly
430
Glu

Azn

Ala

15
val
Ala
Gly
Tyr
Ser

85
Ala
Met
Thr
Thr
Glu
175
His
Ser
Asn
Pro
Pro
255
Phe
val
Ile
Thr
Pro
335
val
Pro
Ala
Gly
Thr
415
Ser
Arg

His

Gly
Arg
Fhe
Leu
Ser
Ser
Val
Asp
Thr
Gly
160
Fro
Thr
val
Val
Arg

240
Pro

Pro
Thr
Ser
His
320
Ile
Aszn
Arg
Glu
Phe
400
Glu
Tyr
Gly

Leu
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<211> 472
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 70

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Gly Gly
1 5 10 15
Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys

Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Asp Tyr Tyr Met Lys Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn
65 70 15 80
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ile Asp Lys Ser Ser Ser
85 90 95
Thr Ala Tyr Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Gly Asn Tyr Ala Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125
Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser
130 135 140
Val Tyr Pro Leu Ala Pro Val Cys Gly Gly Thr Thr Gly Ser Ser Val
145 150 155 160
Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu
145 170 175
Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
1380 185 190
Leu Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Thr
195 200 205
Ser Asn Thr Trp Pro Ser Gln Thr Ile Thr Cys Asn Val Ala His Pro
210 215 220
Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys Ile Glu Pro Arg Val Pro Ile
225 230 235 240
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Thr Gln Asn Pro Cys Pro Pro Leu Lys Glu Cys Pro Pro Cys Ala Ala
245 250 255
Pro Asp Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Ile
260 265 270
Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Met Val Thr Cys Val Vval
275 280 285
Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser Trp Phe Val
290 295 300
Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp
305 310 315 320
Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro Ile Gln His Gln
325 330 335
Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Arg Ala
340 345 350
Leu Pro Ser Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Pro Arg Gly Pro Val
355 360 365
Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Ala Glu Glu Met Thr
370 375 380
Lys Lys Glu Phe Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Gly Phe Leu Pro Ala
385 390 395 400
Glu Ile Ala Val Asp Trp Thr Ser Asn Gly Arg Thr Glu Gln Asn Tyr
405 410 415
Lys Asn Thr Ala Thr Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr
420 425 430
Ser Lys Leu Arg Val Gln Lys Ser Thr Trp Glu Arg Gly Ser Leu Phe
435 440 445
Ala Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His Leu Thr Thr Lys
450 455 460
Thr Ile Ser Arg Ser Leu Gly Lys
465 470

<210>71

<211> 477

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 71
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Met
Ile
Pro
Thr
Glu

65
Tyr
Gln
Ala
Phe
Thr
145
Thr
Glu
His

Ser

Lys
Gln
Gly
Asp

50
Trp
Asn
Asn
Thr
Asp
130
Thr
Gly
Pro

Thr

val
210

Leu
Cys
Gly

35
Tyr
Leu
Ala
Ile
Tyr
115
Tyr
Ala
Ser
Val
Phe

155
Thr

Trp
Glu

20
Ser
Tyr
Ala
Ser
Leu
100
Tyr
Trp
Pro
Ser
Thr
180

Pro

val

Leu
Val
Leu
Met
Leu
Val

85
Tyr
Cys
Gly
Ser
Val
165
Leu

Ala

Thr
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Asn
Lys
Ser
Asn
Ile

70
Lys
Leu
Ala
Gln
Val
150
Thr
Thr

Leu

Ser

Trp
Leu

Leu

Trp

55
Arg
Gly
Gln
Arg
Gly
135
Tyr
Leu
Trp

Leu

Asn
215

Ile
Val
Ser

40
Val
Asn
Arg
Met
Asp
120
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln

200
Thr

93

Phe
Glu

25
Cys
Arg
Lys
Phe
Asn
105
Ser
Thr
Leu
Cys
Ser

185
Ser

Trp

Leu

10
Ser
Ala
Gln
Ala
Thr

a0
Ala
Asp
Leu
Ala
Leu
170
Gly
Gly

Pro

Val
Gly
Ala
Pro
Asn

75
Ile
Leu
Gly
Thr
Pro
155
Val
Ser

Len

Ser

Thr
Gly
Ser
Pro

60
Gly
Ser
Arg
Tyr
Val
140
Val
Lys
Leu
Tyr

Gln
220

Leu
Gly
Gly

45
Gly
Tyr
Arg
Ala
Tyr
125
Ser
Cys
Gly
Ser
Thr

205
Thr

Leu
Leu

30
Phe
Lys
Thr
Asp
Glu
110
Glu
Ser
Gly
Tyr
Ser
190

Leu

Ile

Asn

15
Val
Thr
Ala
Thr
Asn

95
Asp
Tyr
Ala
Gly
Phe
175
Gly

Ser

Thr

Gly
Gln
Phe
Leu
Glu

80
Ser
Ser
Tyr
Lys
Thr
160
Pro
Val

Ser

Cys



Asn
225
Pro
Pro
Phe
Val
Ile
305
Thr
Pro
Val
Pro
Ala
385
Gly
Thr
Ser

Arg

His
465

val
Arg
Pro
Pro
Thr
230
Ser
His
Ile
Asn
Arg
370
Glu
Phe
Glu
Tyr
Gly

450
Leu

Ala
Val
Cys
Pro
275
Cys
Trp
Arg
Gln
Asn
355
Gly
Glu
Leu
Gln
Phe
435

Ser

Thr

His
Pro
Ala
260
Lys
Val
Phe
Glu
His
340
Arg
Pro
Met
Pro
Asn
420
Met

Leu

Thr

Pro
Ile
245
Ala
Ile
Val
Val
Asp
325
Gln
Ala
Val
Thr
Ala
405
Tyr
Tyr

Phe

Lys
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Ala
230
Thr
Pro
Lys
Val
Asn
310
Tyr
Asp

Leu

Lys
380
Glu
Lys
Ser

Ala

Thr
470

Ser
Gln
Asp
Asp
Asp
295
Asn
Asn
Trp
Pro
Ala
375
Lys
Ile
Asn
Lys
Cys

455
Ile

Ser
Asn
Leu
Val
280
Val
Val
Ser
Met
Ser
360
Pro
Glu
Ala
Thr
Leu
440

Ser

Ser

94

Thr
Pro
Leu
265
Len
Ser
Glu
Thr
Ser
345
Pro
Gln
Fhe
Val
Ala
425
Arg

val

Arg

Lys
Cys
250
Gly
Met
Glu
Val
Leu
330
Gly
Ile
Val
Ser
Asp
410
Thr
val

val

Ser

val
235
Pro
Gly
Ile
Asp
His
315
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
385
Trp
val
Gln
His

Len
475

Asp
Pro
Pro
Ser
Asp
300
Thr
val
Glu
Lys
Val
380
Thr
Thr
Leu
Lys
Glu

460
Gly

Lys
Leu
Ser
Len
285
Pro
Ala
val
Phe
Thr
365
Len
Cys
Ser
Asp
Ser
445
Gly

Lys

Lys
Lys
val
270
Ser
Asp
Gln
Ser
Lys
350
Ile
Pro
Met
Asn
Ser
430
Thr

Leu

Ile
Glu
255
Phe
Pro
Val
Thr
Ala
335
Cys
Ser
Pro
Ile
Gly
415
Asp
Trp

His

Glu
240
Cys
Ile
Met
Gln
Gln
320
Leu
Lys
Lys
Pro
Thr
400
Arg
Gly
Glu

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo que se une a la proteina DLL3 como principio
activo, en la que el anticuerpo tiene una actividad citotoxica.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la actividad citotdxica es una actividad
citotéxica celular dependiente de anticuerpos (actividad ADCC).

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el anticuerpo
tiene una actividad de internalizacion.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el anticuerpo esta
conjugado con una sustancia citotoxica.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el anticuerpo
reconoce una region de los aminoacidos 216 a 492 en la DLL3 humana que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el anticuerpo se
selecciona de anticuerpos que se unen a la proteina DLL3 descrita en cualquiera de los siguientes:

(1) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13 y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
18, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 20;

(2) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 24, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 25 y la CDR3 de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 26, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
30, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 31, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 32;

(3) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 36, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 37 y la CDR3 de la cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 38, y una region variable de la cadena ligera
que comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
42, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 43, y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 44;

(4) un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la CDR1 de la
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 48, la CDR2 de la cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 49 y la CDR3 de la cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 50, y una regién variable de la cadena ligera
gue comprende la CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
54, la CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 55 y la
CDR3 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 56;

y

(5) un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el de la proteina DLL3 al que se une cualquiera de los
anticuerpos (1) a (4).

7. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en
un método para tratar el cancer, en la que el agente anticanceroso se dirige al cancer de pulmon.
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Expresién del gen DLL3 en tejido normal
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Fig.3

W 37°C, 1h

0 4°c

ES 2674420 T3

E37°C, 4h

Z1€1d
11€1a
60€1d
80¢1d
£0€10
90€10
s0€1d
" pog1a
€010
zZ0€10
10€10

o o
52! ~
0ab eipa|y ¥

Er odisnoiue uig
m  STEFPIVIN

98

B 37°C, 4h

E—
L=}
O
™~
m
| |

STEVavIN
Z1ena
TTE70
60€10
80€10
£0€7d
g0€£1d
S0€70
¥0e1a
£0€1d
<0g1d
10€1d

o O o © o o o
el o
[as] [a'] o~ L |
(94) Jeinj20 aroysadns g| B opiun odianonuy



Fig.4

ES 2674420 T3

[o6]o0ay

99

- gy uis
qzobl

1961

8 STICHAVI

<Ie1a

11810
60€1a

80¢71d

- £0€10

90€1d

" s0€1a
© bog1a
g £0c1d
- 20670
| 10€70

Anticuerpo monoclonal anti-DLL3



ES 2674420 T3

[lwyBu] |[pucioouciu odianonue ap UQIDBIIUSIUDD

00001  000T  0OT o1 1
= : ; : 0
oAU 08 X |
sg—— X ¢
90£10 === o
T0£10 +-#+»

78TTH-ION ‘euelp eini@o

[%]) ooav

[jw/Bu] |leucjooucw odiandUE 8P USIDEIUSOUDD

00001 0001 oot o0t T
L . i . -

jonuo 96 X

TTET] =i
;| ”
90£1Q ~ @ = .
TOE1Q -+ 4=+ L ]
fai
91

€4eg/€11Q euelp enjgd

[%] Doav

GBIy

100



Fig.6
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