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DESCRIPCION

Nuevo anticuerpo anti-DR5

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une a un receptor de la superficie celular implicado en la
induccion de la apoptosis y que es util como un agente terapéutico y/o preventivo de tumores y también se refiere al
anticuerpo para su uso en un procedimiento de tratamiento y/o prevencion del cancer.

Técnica anterior

La apoptosis es un fenomeno esencial en el proceso fisioldgico para eliminar células innecesarias o dafadas y
mantener el nimero de células normales in vivo. Debido a avances que han aclarado el hecho de que el mecanismo
regulador de la apoptosis a menudo esta deteriorado en enfermedades cancerosas o inmunitarias y también al
esclarecimiento de la ruta reguladora de la apoptosis, el desarrollo de un nuevo inductor de la apoptosis que pueda
usarse en el tratamiento del cancer o de enfermedades inmunitarias ha progresado. En particular, se espera que un
anticuerpo, que tiene una afinidad de unién por un ligando por un receptor de la superficie celular implicado en la
induccion de la apoptosis, representado por un receptor de muerte o un anticuerpo, que tiene una afinidad de union
por dicho receptor de muerte, tenga un efecto terapéutico sobre estas enfermedades (véase, por ejemplo, el
documento 1 no de patente). Se conoce el receptor de muerte 5 (DR5), que es uno de los receptores de muerte
algunas veces denominado también KILLER, TRICK 2A, TRAIL-R2, TRICK B o CD262, y una pluralidad de
anticuerpos agonistas que inducen la apoptosis en células (véase, por ejemplo, el documento 2 o 3 no de patente o
los documentos 1 a 6 de patente). Algunos anticuerpos estan desarrollandose actualmente en ensayos clinicos
como agentes terapéuticos candidatos y se espera que tengan un efecto terapéutico de tal manera que los
anticuerpos actuen especificamente de una manera agonista en las células (células cancerosas o células
relacionadas con enfermedades inmunitarias) que expresan el receptor para destruir las células. Para que dicho
anticuerpo tenga un efecto antitumoral, es esencial que las células expresen DR5, sin embargo, se ha revelado que
no existe correlacion entre el efecto y el nivel de expresion de DR5 en un ensayo preclinico (documento 4 no de
patente). Se considera que esto es debido a una respuesta celular regulada por muchos factores tales como el nivel
de expresion de moléculas de sefalizacion intracelular (tales como caspasa-8 o Bcl-2) implicadas en las rutas de
apoptosis (documento 5 no de patente).

Documentos de la técnica anterior

[Documento 1 de patente] WO 98/51793

[Documento 2 de patente] WO 2001/83560

[Documento 3 de patente] WO 2002/94880

[Documento 4 de patente] WO 2003/54216

[Documento 5 de patente] WO 2006/83971

[Documento 6 de patente] WO 2007/22157

[Documento 1 no de patente] Cell Death and Differentiation, 10: 66-75 (2003)
[Documento 2 no de patente] Journal of Immunology, 162: 2597-2605 (1999)
[Documento 3 no de patente] Nature Medicine, 7(8): 954-960 (2001)
[Documento 4 no de patente] Cell Death and Differentiation, 10: 66-75 (2003)
[Documento 5 no de patente] Journal of Clinical Oncology, 26: 3621-3630 (2008)

Sumario de la invencién

[Problemas que la invencién va a resolver]

Un objeto de la invencion es proporcionar un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo para usar como un
agente farmacéutico que tenga un efecto terapéutico sobre el cancer.

[Medios para resolver los problemas]

Los autores de la presente invencion han hecho estudios intensos para conseguir el objeto anterior, y como
resultado, descubrieron un anticuerpo que presentaba una fuerte actividad inductora de la apoptosis en las células y
por tanto se completaba la invencién. También se produjo un efecto terapéutico eficaz en pacientes en los que, con
los anticuerpos disponibles en la actualidad, no podia obtenerse un efecto terapéutico suficiente.

Por tanto, la invencion incluye las siguientes invenciones.

(1) Un anticuerpo anti-DR5, o un fragmento funcional del mismo, que tiene actividad de union antigénica
caracterizado porque contiene:

(a) una secuencia de regiéon variable de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en las
siguientes secuencias de aminoacidos:
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al) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 34;
a2) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 36;
a3) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 38;
a4) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 40;
a5) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 44;
ab) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 46;
a7) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 48;
a8) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 50;

(b) una secuencia de region variable de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en las siguientes
secuencias de aminoacidos:

b1) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28;
b2) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 30;
b3) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 32;
b4) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 52;
b5) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 58;
b6) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 62;
b7) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 66.

(2) EIl anticuerpo anti-DR5, o un fragmento funcional del mismo, que tiene actividad de unién antigénica, de
acuerdo con (1), caracterizado porque contiene: i) una secuencia de la region variable de la cadena pesada que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
34 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134
de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 28, 30 y 32; ii) una
secuencia de la region variable de la cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 36 y una secuencia de la region variable de la cadena
ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NO: 28, 30 y 32; iii) una secuencia de la region variable de la cadena pesada que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID

NO: 38 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a
134 de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 28, 30 y 32; iv) una
secuencia de la region variable de la cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 40 y una secuencia de la regién variable de la cadena
ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 28; v) una secuencia de la region variable de la cadena pesada que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 44 y una secuencia de la
region variable de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28; vi) una secuencia de la cadena pesada que comprende los restos
de aminoacidos 20 a 471 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46 y una secuencia de
la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 28; vii) una secuencia de la cadena pesada que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 471 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 48 y una secuencia de la
cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 28; viii) una secuencia de la cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471
de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 50 y una secuencia de la cadena ligera que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
28.

(3) El fragmento funcional del anticuerpo anti-DR5, que tiene actividad de unién antigénica, de acuerdo con (1) o
(2), que se selecciona del grupo que consiste en Fab, F (ab') 2, Fab'y Fv.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 675847 T3

(4) Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende al menos uno de los anticuerpos anti-DR5, o
fragmentos funcionales de los mismos, que tienen actividad de union antigénica, de acuerdo con (1) a (3).

(5) La composicion farmacéutica de acuerdo con (4), caracterizada por ser una composicion farmacéutica para
su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.

(6) Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer, caracterizada porque
comprende (i) al menos uno de los anticuerpos anti-DR5, o fragmentos funcionales de los mismos, que tienen
actividad de unioén antigénica, de acuerdo con (1) a (3); y (ii) al menos un miembro seleccionado del grupo que
consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11 y vinblastina.

(7) La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con (5) o (6), en la que el cancer se selecciona del
grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de tiroides, cancer de estbmago, cancer de
higado, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de utero, melanoma,
glioblastoma y cancer de células sanguineas.

(8) Un anticuerpo anti-DR5, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de union antigénica, de acuerdo
con un cualquiera de (1) a (3) para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.

(9) Un anticuerpo anti-DR5, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de union antigénica, de acuerdo
con uno cualquiera de (1) a (3) para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer, caracterizado por la
administracion simultanea o secuencial del anticuerpo, o fragmento funcional que tiene actividad de unién
antigénica, y al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11,
vinblastina y 5-FU.

(10) Un producto seleccionado del grupo que consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11, vinblastina y 5-FU
para su uso en el tratamiento y/o prevencion de cancer caracterizado por la administracién simultanea o
secuencial de un anticuerpo, o un fragmento funcional del mismo, que tiene actividad de unién antigénica, de
acuerdo con uno cualquiera de (1) a (3).

(11) El anticuerpo o producto para su uso de acuerdo con uno cualquiera de (8) a (10), en el que el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer de tiroides, cancer de
estdmago, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer
renal, cancer de utero, melanoma, fibrosarcoma, glioblastoma y cancer de células sanguineas.

[Ventaja de la invencién]

De acuerdo con la invencion, puede obtenerse un agente terapéutico para el cancer, cuyo mecanismo de accion es
principalmente a través de la induccién de la apoptosis en las células.

Breve descripcion de las figuras

[Fig. 1]

La Fig. 1 es una figura que muestra el efecto citocida de un anticuerpo B273 de raton.

[Fig. 2]

La Fig. 2 es una figura que muestra actividades de union de un anticuerpo cB273 y sTRAIL contra una proteina
de dominio extracelular de DR5.

[Fig. 3]

La Fig. 3 es una figura que muestra la actividad de unién de un anticuerpo cB273 contra DR5 humano usando
Biacore. En la parte superior de la figura, se muestra un grafico de medicién, en el que el eje de las ordenadas
representa unidades de resonancia (UR) y el de las abscisas representa el tiempo (segundos). En la parte
inferior de la figura, se muestran los valores Kon, Koff, y KD del anticuerpo cB273 calculados usando analisis de
programacion informatica.

[Fig. 4]

La Fig. 4 es una figura que muestra el efecto citocida in vitro de un anticuerpo cB273 en lineas celulares de
cancer humano. A) muestra los resultados de una linea celular de cancer de ovario humano, B) muestra los
resultados de una linea celular de cancer de colon humano, C) muestra los resultados de una linea celular de
cancer de pulmén humano y D) muestra los resultados de una linea celular de cancer de mama humano.

[Fig. 5]

La Fig. 5 es una figura que muestra el efecto citocida in vitro de un anticuerpo cB273 en lineas celulares de
cancer humano. A) muestra los resultados de una linea celular de cancer de pancreas humano, B) muestra los
resultados de una linea celular de melanoma humano, C) muestra los resultados de una linea celular de
glioblastoma humano y D) muestra los resultados de una linea celular de cancer endometrial humano.

[Fig. 6]

La Fig. 6 es una vista que muestra una estructura del complejo DR5-cB273 Fab.

[Fig. 7]

La Fig. 7 es una vista que muestra la interaccion entre DR5 y la cadena H o L de cB273 Fab. A) es una vista que
ilustra los restos de aminoacidos de la cadena H de cB273 Fab que se sitia a una distancia de 4 A o menor de
DR5 y viceversa como un modelo de barra. lle34, Glu36, Asp37, Gly38, Asp56, Leu57, Leu58, Phe59, Leu61 y
Arg62 mostrados en el lado izquierdo del dibujo son restos de aminoacidos procedentes de DR5 y los numeros
de restos de aminoacidos respectivos corresponden a los de las secuencias de aminoacidos representadas por
SEQ ID NO: 23 en el Listado de Secuencias. Ademas, Phe33, Arg50, Asn52, Tyr54, Asn55, Phe59, Tyr101,
Tyr102, Phe103 y Asp104 en el lado derecho del dibujo son restos de aminoacidos procedentes de la cadena
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pesada de cB273, y los nUmeros de restos de aminoacidos respectivos se proporcionan usando un resto de
acido glutamico en la posicion 20 de la SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias como un punto de partida. B)
es una vista que ilustra restos de aminoacidos de la cadena L de cB273 Fab que se sitla a una distancia de 4 A
o menor de DR5 y viceversa con algunos como un modelo de barra y otros como un modelo de cinta. Gly26,
Glu36, Asp37, y Gly38 del lado izquierdo del dibujo son restos de aminoacidos procedentes de DRS5, y los
numeros de restos de aminoacidos respectivos corresponden a los de la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO: 23 en el Listado de Secuencias. Ademas, His31, Asn33, Val99, y Trp101 en el lado derecho del
dibujo son restos de aminoacidos procedentes de la cadena ligera de cB273, y los numeros de restos de
aminoacidos respectivos se proporcionan usando un resto de acido aspartico en la posicion 21 de la SEC ID NO:
16 en el Listado de Secuencias como un punto de partida. Los restos de aminoacidos de DR5 que se encuentran
a una distancia de 4 A o menor desde el fragmento Fab de cB273 son un resto de glicina en la posicién 26, un
resto de isoleucina en la posicion 34, un resto de acido glutamico en la posicion 36, un resto de acido aspartico
en la posicion 37, un resto de glicina en la posicion 38, un resto de acido aspartico en la posicion 56, un resto de
leucina en la posicién 57, un resto de leucina en la posicion 58, un resto de fenil alanina en la posiciéon 59, un
resto de leucina en la posiciéon 61 y un resto de arginina en la posicién 62 de la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 23 en el Listado de secuencias.

[Fig. 8-1]

La Fig. 8-1 es una figura que muestra la actividad de union de anticuerpos hB273 con DR5 humano usando
Biacore, y muestra graficos de medicion para los anticuerpos respectivos.

[Fig. 8-2]

La Fig. 8-2 es una tabla que muestra la actividad de unién de anticuerpos hB273 con DR5 humano usando
Biacore, y muestra los valores de Kon, Koff y KD de los anticuerpos respectivos calculados usando analisis de
programacion informatica. Por otro lado, el niumero dado en cada grafico en la Fig. 8-1 corresponde al N° de
entrada de la tabla de la Fig. 8-2.

[Fig. 9]

La Fig. 9 es una figura que muestra la actividad citocida in vitro de anticuerpos hB273 contra células Jurkat, que
son una linea celular procedente del linfoma T humano.

[Fig. 10-1]

La Fig. 10-1 es una figura que muestra la actividad de unidon de anticuerpos hB273 con DR5 humano usando
Biacore, y muestra graficos de medicion de los anticuerpos respectivos.

[Fig. 10-2]

La Fig. 10-2 es una tabla que muestra la actividad de union de anticuerpos hB273 con DR5 humano usando
Biacore, y muestra los valores Kon, Koff y KD de los anticuerpos respectivos calculados usado analisis de
programacion informatica. Por otro lado, el nimero dado en cada grafico en la Fig. 10-1 corresponde al N° de
entrada de la tabla de la Fig. 10-2.

[Fig. 11]

La Fig. 11 es una figura que muestra la actividad citocida in vitro de anticuerpos hB273 contra células Jurkat que
son una linea celular procedente de linfoma T humano.

[Fig. 12-1]

La Fig. 12-1 es una vista que muestra la actividad de union de anticuerpos hB273 con CDR modificada contra
DR5 humano usando Biacore, y muestra graficos de medicion de los anticuerpos respectivos.

[Fig. 12-2]

La Fig. 12-2 es una tabla que muestra la actividad de unién de anticuerpos hB273 con CDR modificada contra
DR5 humano usando Biacore y muestra los valores Kon, Koff y KD de los anticuerpos respectivos calculados
usando analisis de programacion informatica. Por otro lado, el nimero dado en cada grafico en la Fig. 12-1
corresponde al N° de entrada de la tabla de la Figura 12-2.

[Fig. 13-1]

La Fig. 13-1 es una figura que muestra la evaluacion de la estabilidad térmica de anticuerpos hB273 con CDR
modifica usando calorimetria diferencial de barrido (DSC, Diferential Scaning Calorimetry) y muestra graficos de
medicién de los anticuerpos respectivos.

[Fig. 13-2]

La Fig. 13-2 es una figura que muestra la evaluacion de la estabilidad térmica de anticuerpos hB273 con CDR
modificada usando calorimetria diferencial de barrido (DSC) y muestra graficos de medicidon de los anticuerpos
respectivos.

[Fig. 13-3]

La Fig. 13-3 muestra valores Tm de los anticuerpos respectivos calculados a partir de los graficos mostrados en
las Figs. 13-1 y 13-2. Dicho sea de paso, el nimero dado en cada grafico en las Figs. 13-1 y 13-2 corresponde al
N° de entrada de la Figura 13-3.

[Fig. 14]

La Fig. 14 es una figura que muestra las actividades citocidas in vitro de anticuerpos hB273 con CDR modificada
contra células Jurkat que son una linea celular procedente de linfoma T humano.

[Fig. 15]

La Fig. 15 es una vista que muestra el efecto de activacion de caspasa-3/7 en la actividad citocida in vitro de un
anticuerpo hB273_H2-1-NE/L1-NK en lineas celulares de cancer humano. A) muestra los resultados de una linea
celular de cancer de colon humano HCT-15 y B) muestra los resultados de una linea celular de glioblastoma
humano U-87MG.
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[Fig. 16]

La Fig. 16 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de colon humano COLO 205 implantada.

[Fig. 17]

La Fig. 17 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de pancreas humano MIAPaCa-2 implantada.

[Fig. 18]

La Fig. 18 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de glioblastoma humano U-87MG implantada.

[Fig. 19]

La Fig. 19 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de células de cancer de pulmén humano NCI-H2122 implantada (en combinacion
con paclitaxel y carboplatino).

[Fig. 20]

La Fig. 20 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de pulmén humano NCI-H460 implantada (en combinacion con
paclitaxel y carboplatino).

[Fig. 21]

La Fig. 21 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de colon humano DLD-1 implantada (en combinaciéon con CPT-11).
[Fig. 22]

La Fig. 22 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de colon humano HCT-15 implantada (en combinaciéon con CPT-11).
[Fig. 23]

La Fig. 23 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de cancer de colon humano HCT-116 implantada (en combinacion con CPT-11).
[Fig. 24]

La Fig. 24 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo cB273 en ratones
desnudos con una linea celular de melanoma humano A375 implantada (en combinacién con vinblastina).

[Fig. 25]

La Fig. 25 es una figura que muestra una comparacion de la actividad antitumoral in vivo en ratones desnudos
con una linea celular de cancer de colon humano HCT-15 implantada entre un anticuerpo cB273 y
conatumumab.

[Fig. 26]

La Fig. 26 es una figura que muestra una comparacion de la actividad antitumoral in vivo en ratones desnudos
con una linea celular de cancer de pulmén humano NCI-H1975 implantada entre un anticuerpo cB273 y
conatumumab.

[Fig. 27]

La Fig. 27 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo hB273_H2-1-NE/L1-NK
(indicado como “hB273” en el dibujo) en ratones desnudos con una linea celular de cancer de colon humano
COLO 205 implantada.

[Fig. 28]

La Fig. 28 es una figura que muestra la secuencia de nuclettidos de un ADNc que codifica una cadena pesada
del anticuerpo B273 de ratén y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo B273 de ratén.
[Fig. 29]

La Fig. 29 es una figura que muestra la secuencia de nucleétidos de un ADNc que codifica una cadena ligera del
anticuerpo B273 de ratén y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo B273 de ratén.

[Fig. 30]

La Fig. 30 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
quimera de B273 y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo quimera de B273.

[Fig. 31]

La Fig. 31 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
quimera de B273 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo quimera de B273.

[Fig. 32]

La Fig. 32 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L1 y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1.

[Fig. 33]

La Fig. 33 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L2 y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L2.

[Fig. 34]

La Fig. 34 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L3 y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L3.

[Fig. 35]

La Fig. 35 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H1 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H1.

[Fig. 36]
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La Fig. 36 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2.

[Fig. 37]

La Fig. 37 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H3 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H3.

[Fig. 38]

La Fig. 38 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H1-1 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H1-1.

[Fig. 39]

La Fig. 39 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-1 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-1.

[Fig. 40]

La Fig. 40 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-2 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-2.

[Fig. 41]

La Fig. 41 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-3 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-3.

[Fig. 42]

La Fig. 42 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-4 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-4.

[Fig. 43]

La Fig. 43 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-5 y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-5.

[Fig. 44]

La Fig. 44 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L1-NE y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NE.

[Fig. 45]

La Fig. 45 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L1-NF y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NF.

[Fig. 46]

La Fig. 46 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L1-NK'y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NK.

[Fig. 47]

La Fig. 47 es una figura que muestra una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera de tipo
hB273_L1-NL y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NL.

[Fig. 48]

La Fig. 48 es una figura que muestra una secuencia de nucleotidos que codifica una cadena pesada de tipo
hB273_H2-1-NE y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-1-NE.

[Fig. 49]

La Fig. 49 es una figura que muestra la secuencia de nucleétidos de un ADNc que codifica una cadena ligera de
conatumumab y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de conatumumab.

[Fig. 50]

La Fig. 50 es una figura que muestra la secuencia de nucletdtidos de un ADNc que codifica una cadena pesada
de conatumumab y la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de conatumumab.

[Fig. 51]

La Fig. 51 es una figura que muestra la actividad citocida in vitro de un anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-
NK contra lineas celulares de cancer humano A) muestra los resultados de una linea celular de cancer de
estomago humano, B) muestra los resultados de una linea celular de cancer renal humano, C) muestra los
resultados de una linea celular de cancer de higado humano y D) muestra los resultados de una linea celular de
fibrosarcoma humano.

[Fig. 52]

La Fig. 52 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo hB273 H2-1-
NE/hB273_L1-NK (indicado como “hB273” en el dibujo) en combinacién con 5-FU en ratones desnudos con una
linea celular de cancer de colon humano HCT-15 implantada y una comparacion de la actividad con
conatumumab.

[Fig. 53]

La Fig. 53 es una figura que muestra la actividad antitumoral in vivo de un anticuerpo hB273 H2-1-
NE/hB273_L1-NK (indicado como “hB273” en el dibujo) en combinacién con paclitaxel en ratones desnudos con
una linea celular de cancer de pulmon no microcitico humano NCI-H1975 implantada y una comparacioén de la
actividad con conatumumab

[Modo de realizar la invencion]
Los términos “cancer” y “tumor” como se usan en el presente documento se usan con el mismo significado.

El término “gen” como se usa en el presente documento incluye no solo ADN, sino también ARNm del mismo, ADNc
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y ARNc del mismo.

El término “polinucleétido” como se usa en el presente documento se usa con el mismo significado que “acido
nucleico” y también incluye ADN, ARN, sondas, oligonucleétidos y cebadores.

Los términos “polipéptido” y “proteina” como se usan en el presente documento se usan sin distincion.
La expresion “fraccion de ARN”, como se usa en el presente documento se refiere a una fraccién que contiene ARN.

El término “célula” como se usa en el presente documento también incluye células en un individuo animal y células
cultivadas.

El término “transformacion maligna de células”, como se usa en el presente documento, se refiere a un estado en el
que las células muestran proliferacion anémala, por ejemplo, células que pierden su sensibilidad al ponerse en
contacto con un fenémeno de inhibicién, células que muestran proliferacion independiente de anclaje, y etcétera, y
las células que muestran dicha proliferacion anémala se denominan “células cancerosas”.

La expresion “lesion celular”, como se usa en el presente documento, se refiere a un estado en el que se produce un
cambio patoldgico en las células, en una forma de algun tipo y la lesién celular no esta limitada a lesion directa, e
incluye todos los tipos de dafios en la estructura y funcién de las células, tal como escision de ADN, formacion de
bases-dimeros, escision cromosémica, dafio en la maquina de la division celular y una disminucién en diversas
actividades enzimaticas.

La expresion “actividad citotdxica” como se usa en el presente documento se refiere a una actividad de causa de la
lesién celular descrita anteriormente.

La expresion “receptor que contiene un dominio de muerte” (que incluye Fas, TNFRI, DR3, DR4, DR5, y DR®,
aunque sin limitarse a los mismos) como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula receptora que
tiene una regioén de transduccién de sefial apoptética denominada “dominio de muerte” que muestra homologia con
el gen suicida reaper (segador) de Drosophila en un dominio intracelular.

La expresion “fragmento funcional de un anticuerpo” como se usa en el presente documento, se refiere a un
fragmento parcial de un anticuerpo que tiene actividad de unién antigénica e incluye Fab, F(ab’), y scFv. El término
también incluye Fab’ que es un fragmento monovalente en una regiéon variable de un anticuerpo obtenida por
tratamiento de F(ab’), en condiciones reductoras. Sin embargo, la expresion no esta limitada a estas moléculas
siempre que el fragmento tenga una afinidad de union por un antigeno. Adicionalmente, estos fragmentos
funcionales no solo incluyen un fragmento obtenido por tratamiento de una molécula de longitud completa de una
proteina de anticuerpo con una enzima apropiada, sino también una proteina producida en una célula hospedadora
apropiada usando un gen de anticuerpo modificado genéticamente.

El término “Fab” como se usa en el presente documento se refiere a un fragmento monovalente en una region
variable de un anticuerpo obtenida tratando F(ab’), en condiciones reductoras como se ha descrito anteriormente.
Sin embargo, el Fab’ producido usando un gen de anticuerpo modificado genéticamente también se incluye dentro
del Fab’ de la invencion.

La expresion “anticuerpo de fragmento variable monocatenario” como se usa en el presente documento se usa con
el mismo significado que un Fv monocatenario (scFv, single chain Fv).

El término “epitopo” como se usa en el presente documento se refiere a un péptido parcial o a una estructura
terciaria parcial de un antigeno al cual se une un anticuerpo especifico. El epitopo que es un péptido parcial de un
antigeno puede determinarse por procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica, tal como un
inmunoensayo, y por ejemplo, puede emplearse el siguiente procedimiento. En primer lugar, se producen diversas
estructuras parciales de un antigeno. En la produccion de las estructuras parciales, puede usarse una técnica de
sintesis de oligopéptidos conocida. Por ejemplo, se produce una serie de polipéptidos que tienen longitudes
apropiadamente reducidas obtenidas acortando secuencialmente el antigeno del extremo C o del extremo N, usando
una técnica de recombinacion genética conocida por los expertos en la técnica. Después de esto, se examina la
reactividad de un anticuerpo contra estos polipéptidos y en lineas generales se determina un sitio de reconocimiento.
Después, los péptidos que tienen longitudes mas cortas se sintetizan y se examina la reactividad con estos péptidos,
mediante lo cual el epitopo puede determinarse. Adicionalmente, el epitopo que es una estructura terciaria parcial de
una unién antigénica con un anticuerpo especifico puede determinarse por especificacion de los restos de
aminoacidos del antigeno que se sitla adyacente al anticuerpo mediante analisis estructural de rayos X.

La expresion “anticuerpos que se unen al mismo epitopo” como se usa en el presente documento se refiere a
diferentes anticuerpos que se unen a un epitopo comun. Si un segundo anticuerpo se une a un péptido parcial o a
una estructura terciaria parcial a la cual se une un primer anticuerpo, puede determinarse que el primer anticuerpo y
el segundo anticuerpo se unen al mismo epitopo. Ademas, confirmando que el segundo anticuerpo compite con el
primer anticuerpo por la unién con un antigeno (es decir, el segundo anticuerpo inhibe la unién entre el primer
anticuerpo y el antigeno), puede determinarse en el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen al mismo
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epitopo incluso si la secuencia o estructura epitopica especifica no se ha determinado. Ademas, cuando el primer
anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen al mismo epitopo y también el primer anticuerpo tiene un efecto especial
tal como una actividad inductora de la apoptosis, puede esperarse que el segundo anticuerpo tenga también la
misma actividad.

El término “CDR” como se usa en el presente documento se refiere a una region determinante de la
complementariedad (CDR), y se sabe que cada cadena pesada y ligera de una molécula de anticuerpo tiene tres
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). La CDR también se denomina dominio hipervariable, y
esta presente en una region variable de cada cadena pesada y ligera de un anticuerpo. Se trata de un sitio que tiene
inusualmente alta variabilidad en su estructura primaria y hay tres CDR distintas en la estructura primaria de cada
cadena polipeptidica pesada y ligera. En esta memoria descriptiva, al igual que para las CDR de un anticuerpo, las
CDR de la cadena pesada se representan por CDRH1, CDRH2 y CDRH3 desde el lado amino terminal de la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, y las CDR de la cadena ligera se representan por CDRL1, CDRL2
y CDRL3 desde el lado amino terminal de la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera. Estos sitios estan
proximos entre si en la estructura terciaria y determinan la especificidad por un antigeno al cual se une el anticuerpo.

La expresion “anticuerpo secundario” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo que se une
especificamente a una molécula de anticuerpo, entrecruzandose de este modo las moléculas de anticuerpo.

La frase “la hibridacion se realiza en condiciones rigurosas” como se usa en el presente documento se refiere a un
proceso en el la hibridacion se realiza en condiciones en las que la identificacién puede efectuarse realizando la
hibridacién a 68 °C en una solucién de hibridacion disponible en el comercio, la solucién de hibridacion ExpressHyb
(fabricada por Clontech, Inc.) o realizando la hibridacién a 68 °C en presencia de NaCl de 0,7 a 1,0 M, usando un
filtro que tenga ADN inmovilizado en su interior, seguido por un lavado a 68 °C usando una soluciéon de 0,1 a 2 x
SSC (la solucién 1 x SSC esta compuesta por NaCl 150 mM vy citrato de sodio 15 mM) o en condiciones
equivalentes a las mismas.

La expresion “varios aminoacidos” en la descripcion de “una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion,
delecion o adicién de uno a varios aminoacidos” como se usa en el presente documento se refiere a un numero
arbitrario de restos de aminoacidos seleccionados de 2 a 10. Mas especificamente, cuando se sustituyen, se
delecionan o se afiaden 10 o menos aminoacidos, de 5 a 6 o menos aminoacidos, o de 2 a 3 0 menos aminoacidos,
se usa la descripcion de “una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion, delecion o adicion de diversos
aminoacidos”.

La descripcion de, por ejemplo, “una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la SEQ ID NO: 34” como se usa en el presente documento se usa
con el mismo significado que la descripcion de “una secuencia de region variable de cadena pesada que comprende
los restos de aminoacidos 20 a 141 de la SEQ ID NO: 34”. Ademas, la descripcion de, por ejemplo, “una cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de la SEQ ID
NO: 34” se usa con el mismo significado que la descripcion de “una secuencia de cadena pesada que comprende
los restos de aminoacidos 20 a 471 de la SEQ ID NO: 34",

1. Relaciones de genes relacionados con la apoptosis

Se requiere un anticuerpo de acuerdo con la invencién para unirse a un antigeno especifico y exhibir una actividad
citotoxica mediante el antigeno. Ademas, para impedir que las células normales se destruyan, es necesario
seleccionar el antigeno especificamente presente en células tumorales. Un ejemplo de dicho grupo antigénico puede
incluir grupos receptores de ligando inductor de la apoptosis relacionada con el factor de necrosis tumoral (en lo
sucesivo denominado “TNF” en la memoria descriptiva) (en lo sucesivo denominado “TRAIL” en la memoria
descriptiva). TRAIL es un miembro de la familia de proteinas de TNF e incluye ligandos Fas y TNF-a (Wiley SR, y
col., Immunity 1995 diciembre; 3 (6): 673-82). Estas proteinas son fuertes factores inductores de la apoptosis.

Los receptores de esta familia de proteinas de TNF se caracterizan por secuencias repetidas ricas en cisteina en el
dominio extracelular. Entre estos, Fas que es un receptor para ligandos Fas, y el receptor | de TNF (en lo sucesivo,
denominado “TNFRI” en la memoria descriptiva) que es un receptor de TNFa, tienen en un dominio intracelular, una
region esencial para la transduccion de sefial apoptética, denominado “dominio de muerte”, que es una region que
muestra homologia con el gen suicida reaper de Drosophila (Golstein, P., y col., (1995) Cell. 81, 185-186; y White, K,
y col., (1994) Science 264, 677-683) y en su conjunto se denominan receptores que contienen el dominio de muerte.

Se han identificado cinco receptores para TRAIL, entre estos, dos receptores (DR4 (TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2))
tienen la capacidad de transducir una sefial apoptotica y los otros tres receptores (DcR1 (TRAIL -R3), DcR2 (TRAIL-
R4) y la osteoprotegerina (OPG)) no transducen ninguna sefal apoptotica. De manera similar a Fas y a TNFRI, tanto
DR4 como DR5 incluyen un dominio de muerte en un segmento intracelular y transducen una sefal apoptética
mediante una ruta que contiene una proteina del dominio de muerte asociado a Fas (en lo sucesivo denominado
“FADD” en la memoria descriptiva) y caspasa 8 (Chaudhary PM, y col., Immunity 1997 diciembre; 7 (6): 813-20; y
Schneider P, y col. Immunity 1997 diciembre; 7 (6): 821-30). Se sabe que, para Fas, TNFRI, DR4 o DR5 descritos
anteriormente, un anticuerpo que se une a cualquiera de estas moléculas y funciona como un agonista, exhibe una
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actividad inductora de apoptosis contra células portadoras de la molécula en la superficie celular (Journal of Cellular
Physiology, 209: 1221-1028 (2006); Leukemia, Apl; 21 (4): 805-812 (2007); Blood, 99: 1666-1675 (2002); y Cellular
Immunology, enero; 153 (1): 184-193 (1994)). El efecto farmacoldgico del anticuerpo agonista descrito anteriormente
se potencia entrecruzandose con un anticuerpo secundario o una célula efectora (Journal of Immunology, 149: 3166-
3173 (1992); y European Journal of Immunology, octubre; 23 (10): 2676-2681 (1993)).

La secuencia de nucledtidos de un gen DR5 (receptor 5 de muerte) humano y su secuencia de aminoacidos se han
registrado como Gl: 22547118 (n° de registro: NM_147187) en el GenBank. Por otro lado, una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina, que tiene una secuencia de aminoacidos que incluye una sustitucion, delecion
o adicion de uno a varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de DR5, y que también tiene una actividad
bioldgica equivalente a la de DRS5, también se incluye dentro del significado de la expresion “secuencia de
nucledtidos del gen DR5”. Ademas, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que incluye una
sustitucion, delecién o adicion de uno a varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de DR5 y que también
tiene actividad biolégica equivalente a la de DR5, también se incluye dentro del significado del término “DR5".

2. Produccion del anticuerpo anti-DR5

El anticuerpo contra DR5 puede obtenerse inmunizando a un animal con DR5 o con un polipéptido arbitrario
seleccionado de la secuencia de aminoacidos de DR5 y recogiendo y purificando el anticuerpo producido in vivo de
acuerdo con un procedimiento habitual. La especie biolégica de DR5 a usar como un antigeno no esta limitada a la
especie humana, y puede inmunizarse a un animal con un DR5 procedente de un animal que no sea un ser humano,
tal como un ratén o una rata. En este caso, examinando la reactividad cruzada entre un anticuerpo que se une al
DR5 heterélogo obtenido y el DR5 humano, puede seleccionarse un anticuerpo aplicable a una enfermedad
humana.

Adicionalmente, puede obtenerse un anticuerpo monoclonal fusionando células productoras de anticuerpo, que
producen un anticuerpo contra DR5, con células de mieloma para establecer un hibridoma de acuerdo con un
procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, (1975) 256, pags. 495-497, Kennet, R. ed.,
Monoclonal Antibodies, pags. 365-367, Plenum Press, N. Y. (1980)).

Por otro lado, el DR5 a usar como un antigeno puede obtenerse a través de modificacion por ingenieria genética
para hacer que una célula hospedadora exprese un gen de DR5.

Especificamente, se produce un vector con capacidad para expresar un gen de DRS5, y el vector resultante se
transfecta en una célula hospedadora para expresar el gen, y después el gen de DR5 expresado se purifica. En lo
sucesivo en el presente documento, se describira especificamente un procedimiento de obtencién de un anticuerpo
contra DRS.

(1) Preparacion de antigeno

Los ejemplos del antigeno a usar para la produccion del anticuerpo anti-DR5 incluyen DR5, un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos parcial que contiene al menos 6 aminoacidos consecutivos de DR5, y un
derivado obtenido afiadiendo una secuencia de aminoacidos dada o un transportador de la misma.

DR5 puede purificarse directamente de tejidos tumorales humanos o de células tumorales humanas y usarse.
Ademas, DR5 puede obtenerse sintetizandolo in vitro o haciendo que lo produzca una célula hospedadora a través
de modificacién por ingenieria genética.

Con respecto a la modificacion por ingenieria genética, especificamente, el ADNc de DR5 se integra en un vector
con capacidad de expresar ADNc de DR5 y DR5 se sintetiza en una solucion que contiene una enzima, un sustrato y
una sustancia energética requerida para la transcripcion y traducciéon, u otra célula hospedadora procariota o
eucariota se transforma para expresar DR5, por lo cual puede obtenerse el antigeno.

Adicionalmente, el antigeno también puede obtenerse como una proteina secretora, expresando una proteina de
fusion obtenida uniendo el dominio extracelular de DR5, que es una proteina de membrana, con la region constante
de un anticuerpo en un sistema de hospedador-vector apropiado.

El ADNc de DR5 puede obtenerse, por ejemplo, a través del procedimiento denominado de PCR en el que se realiza
una reaccion en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo en el presente documento “PCR”) usando una biblioteca de
ADNc que, como molde, contiene ADNc de DR5 y cebadores que amplifican especificamente el ADNc de DR5
(véase Saiki, RK, y col., Science, (1988) 239, pags. 487-489).

En cuanto al sistema para la sintesis in vitro del polipéptido, puede servir de ejemplo, pero sin limitacion, el sistema
de traduccion rapida (RTS) fabricado por Roche Diagnostics, Inc.

Los ejemplos de células hospedadoras procariotas incluyen Escherichia coli y Bacillus subtilis. Para transformar la
célula hospedadora con un gen diana, la célula hospedadora se transforma usando un vector plasmidico que
contiene un replicon, es decir, un origen de replicacion procedente de una especie compatible con el hospedador y
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una secuencia reguladora. Ademas, el vector tiene preferentemente una secuencia con capacidad de imponer
selectividad fenotipica en la célula transformada.

Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas incluyen, células de vertebrado, células de insecto y células de
levadura. En cuanto a células de vertebrado, con frecuencia se utilizan, por ejemplo, cepas con déficit de
dihidrofolato reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pags. 4126-4220) de
células COS de simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650), fibroblastos NIH3T3 murinos
(ATCC n.° CRL-1658) y células de ovario de hamster chino (células CHO; ATCC: CCL-61), sin embargo, no estan
limitadas a las mismas.

El transformante asi obtenido puede cultivarse de acuerdo con un procedimiento habitual, y a través del cultivo del
transformante, se produce un polipéptido diana de manera intracelular o extracelular.

Para el cultivo puede utilizarse un medio adecuado que, dependiendo de la célula hospedadora empleada, puede
seleccionarse de los diversos medios de cultivo habitualmente utilizados. Si se emplea Escherichia coli, por ejemplo,
puede usarse medio LB complementado con un antibiético tal como ampicilina o IPMG si fuera necesario.

Una proteina recombinante producida de manera intracelular o extracelular por el transformante a través de dicho
cultivo puede separarse y purificarse a través de cualquiera de los diversos procedimientos de separacion conocidos
utilizando una propiedad fisica o quimica caracteristica de la proteina.

Los ejemplos especificos de los procedimientos incluyen el tratamiento con un precipitante de proteinas habitual,
ultrafiltracion, diversos tipos de cromatografia liquida, tal como cromatografia de tamiz molecular (filtracion en gel),
cromatografia de adsorcion, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de afinidad, dialisis y una
combinacioén de las mismas.

Adicionalmente, fijando una etiqueta de seis restos de histidina a la proteina recombinante a expresar, la proteina
puede purificarse de un modo eficaz con una columna de afinidad de niquel. Como alternativa, fijando una region Fc
de 1gG a una proteina recombinante a expresar, la proteina puede purificarse de un modo eficaz con una columna
de proteina A.

Combinando los procedimientos descritos anteriormente, puede producirse faciimente una gran cantidad de un
polipéptido diana a alto rendimiento y con una pureza elevada.

(2) Produccion de anticuerpos monoclonales anti-DR5

Los ejemplos de anticuerpos que se unen especificamente a DR5 incluyen un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a DR5 y un procedimiento de obtencién del anticuerpo es como se describe mas adelante.

La produccion de un anticuerpo monoclonal generalmente requiere las siguientes etapas operativas de:

(a) purificacion de un biopolimero a usar como un antigeno;

(b) preparacion de células productoras de anticuerpos inmunizando a un animal a través de inyeccion del
antigeno, recogida de la sangre y ensayo del titulo de sus anticuerpos para determinar cuando extraer el bazo;
(c) preparacion de células de mieloma (en lo sucesivo en el presente documento denominada “mieloma”);

(d) fusién de las células productoras de anticuerpo con el mieloma;

(e) exploracién de un grupo de hibridomas productores de un anticuerpo diana;

(f) division de los hibridomas en clones celulares sencillos (clonacion);

(g) opcionalmente, cultivar el hibridoma o criar un animal al cual se le ha implantado el hibridoma, para producir
una gran cantidad de un anticuerpo monoclonal;

(h) examinar la actividad bioldgica y especificidad de union del anticuerpo monoclonal asi producido, o someter a
ensayo las propiedades del mismo como un reactivo marcado.

En lo sucesivo en el presente documento, se describira con detalle el procedimiento de produccién de un anticuerpo
monoclonal siguiendo las etapas anteriores, sin embargo, el procedimiento no esta limitado a estas y, por ejemplo,
pueden usarse células productoras de anticuerpos que no sean esplenocitos ni mieloma.

(a) Purificacion del antigeno

Como antigeno puede usarse un DR5 preparado por el procedimiento descrito anteriormente o un péptido parcial del
mismo.

Ademas, como antigeno también puede usarse una fraccion de membrana preparada a partir de células
recombinantes que expresan DR5 o de las células recombinantes que en si mismas expresan DR5, y también a
partir de un péptido parcial de la proteina desvelada en el presente documento sintetizado quimicamente a través de
un procedimiento conocido por los expertos en la técnica.

(b) Preparacion de células productoras de anticuerpos
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El antigeno obtenido en la etapa (a) se mezcla con un adyuvante, tal como adyuvante completo o incompleto de
Freund, con o sulfato de aluminio y fosfato y la mezcla resultante se usa como un inmundgeno para inmunizar a un
animal experimental. Como animal experimental, puede utilizarse sin problemas cualquier animal utilizado en un
procedimiento de produccion de hibridoma. Especificamente, puede utilizarse, por ejemplo, un ratén, una rata, una
oveja, una cabra, una vaca, un caballo, o similares. Sin embargo, desde el punto de vista de facilitar la existencia de
células de mieloma para fusionar con las células productoras de anticuerpos extraidas, como animal a inmunizar se
utiliza preferentemente un ratén o una rata.

Ademas, la cepa de ratdn o rata a usar no esta particularmente limitada, y en el caso de un ratén, por ejemplo,
pueden utilizarse diversas cepas tales como A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL,
HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR, WB y 129 y en el caso de una rata, por ejemplo, pueden utilizarse
las cepas Wistar, Low, Lewis, Sprague Dawley, ACI, BN o Fischer.

Entre estas, teniendo en cuenta la compatibilidad de la fusiéon con las células de mieloma, como se describe mas
adelante, como animal para inmunizar, en el caso de un raton, particularmente se prefiere una cepa BALB/cy en el
caso de una rata, se prefieren las cepas Wistar y Low.

Ademas, teniendo en cuenta la homologia antigénica entre seres humanos y ratones, también se prefiere el uso de
un ratén que tenga una funcion biolégica disminuida para eliminar los autoanticuerpos, es decir, un ratén con una
enfermedad autoinmunitaria.

La edad del raton o de la rata en el momento de la inmunizacién es, preferentemente, de 5 a 12 semanas de vida,
mas preferentemente de 6 a 8 semanas de vida.

Para inmunizar a un animal con DR5 o con una proteina recombinante del mismo, puede utilizarse, por ejemplo, un
procedimiento conocido descrito con detalle, por ejemplo, en Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology
Vol. I. Il. lll.,, Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield, lllinois (1964) o similar.

Las células productoras de anticuerpos, incluyendo, esplenocitos o linfocitos, se eliminan asépticamente del animal
inmunizado. En este momento, el titulo del anticuerpo se mide, y si un animal tiene un titulo de anticuerpo
suficientemente aumentado, se usa como una fuente de suministro de las células productoras de anticuerpos,
pudiendo efectuarse el procedimiento posterior de un modo mas eficaz.

Los ejemplos del procedimiento de medicion del titulo de anticuerpo a usar en el presente documento incluyen un
procedimiento RIA y un procedimiento ELISA, pero el procedimiento no esta limitado a estos.

La separacion de las células productoras de anticuerpos de los esplenocitos o linfocitos del animal inmunizado
puede realizarse de acuerdo con un procedimiento conocido (por ejemplo, Kohler y col., Nature (1975), 256, pag.
495; Kohler y col., Eur. J. Immunol. (1977), 6, pag. 511; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550; Walsh, Nature
(1977), 266, pag. 495).

(c) Células de mieloma (en lo sucesivo en el presente documento denominado “mieloma”)

Las células de mieloma a usar para la fusion celular no estan particularmente limitadas y pueden seleccionarse
células adecuadas de lineas celulares conocidas. Sin embargo, teniendo en cuenta la comodidad cuando se
selecciona un hibridoma de células fusionadas, se prefiere el uso de una cepa con déficit de HGPRT (hipoxantina
guanina fosforribosil transferasa) cuyo procedimiento de seleccion se ha establecido.

Mas especificamente, como ejemplos de cepas con déficit de HGPRT se incluyen X63-Ag8 (X63), NS1-ANS/1
(NS1), P3X63-Ag8.U1 (P3U1), X63-Ag8.653 (X63.653), SP2/0-Ag14 (SP2/0), MPC11-45.6TG1.7 (45.6G), FO,
S149/5XX0, y BU.1 procedentes de ratones; 210.RSY3.Ag.1.2.3 (Y3) procedente de ratas; y U266AR (SKO-007),
GM1500-GTG-A12 (GM1500), UC729-6, LICR-LOW-HMy2 (HMy2) y 8226AR/NIP4-1 (NP41) procedentes de seres
humanos.

(d) Fusion celular

La fusion entre las células productoras de anticuerpos y las células de mieloma puede realizarse apropiadamente de
acuerdo con un procedimiento conocido (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. 1. II. 111, Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A. y Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C
Thomas Publisher, Spigfield, lllinois (1964), etc.) en condiciones tales que el indice de supervivencia de las células
no esté excesivamente reducido.

Como un procedimiento de este tipo, puede utilizarse, por ejemplo, un procedimiento quimico en el que las células
productoras de anticuerpos y las células de mieloma se mezclan en una soluciéon que contiene un polimero, tal como
polietilenglicol a una alta concentracion, un procedimiento fisico usando estimulacion eléctrica, o similar.

(e) Seleccioén de un grupo de hibridomas
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El procedimiento de seleccién de hibridomas obtenidos a través de la fusion celular descrita anteriormente, no esta
particularmente limitado. Normalmente, se usa el procedimiento de seleccion con HAT (hipoxantina, aminopterina,
timidina) (Kohler y col., Nature (1975), 256, pag. 495; Milstein y col., Nature (1977), 266, pag. 550).

Este procedimiento es efectivo cuando se obtienen hibridomas usando las células de mieloma de una cepa con
déficit de HGPRT que no puede sobrevivir en presencia de aminopterina.

Esto es, cultivando células e hibridomas no fusionados en medio HAT, solo sobreviven y proliferan de un modo
selectivo hibridomas resistentes a aminopterina.

(f) Division en clones de una sola célula (clonacion)

Como un procedimiento de clonacién para hibridomas, puede utilizarse un procedimiento conocido tal como un
procedimiento con metilcelulosa, un procedimiento con agarosa blanda o un procedimiento de dilucién limitante
(véase, por ejemplo, Barbara, B. M. y Stanley, M. S.: Selected Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman and
Company, San Francisco (1980)). Entre estos procedimientos, particularmente, se prefiere un procedimiento de
cultivo tridimensional, tal como un procedimiento con metilcelulosa. Por ejemplo, el grupo de hibridomas producido
por fusién celular se suspende en un medio con metilcelulosa, tal como Medio de Seleccién D de ClonaCell-HY
(fabricado por StemCell Technologies, inc., n.° 03804) y se cultiva. Después, las colonias de hibridoma formadas se
recogen, obteniéndose de este modo hibridomas monoclonales. Las colonias de hibridoma respectivas recogidas se
cultivan, y un hibridoma que se ha confirmado que tiene un titulo de anticuerpo estable en un sobrenadante de
cultivo de hibridoma obtenido se selecciona como una cepa de hibridoma productora de anticuerpos monoclonales
DR5.

Los ejemplos de la cepa de hibridoma desvelada incluyen el hibridoma B273 de DR5. Por otro lado, en esta memoria
descriptiva, un anticuerpo producido por el hibridoma B273 se denomina “anticuerpo B273” o simplemente “B273".
La cadena pesada del anticuerpo B273 tiene una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 8 en el
Listado de Secuencias. Ademas, la cadena ligera del anticuerpo B273 tiene una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 10 en el Listado de Secuencias. Por otro lado, en la secuencia de aminoacidos de
cadena pesada representada por SEQ ID NO: 8 en el Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 1 a 19 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 es una region variable y una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 142 a 465 es una region constante. Ademas, en la secuencia de aminoacidos
de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 10 en el Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 1 a 19 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 133 es una region variable y una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 134 a 238 es una region constante.

La secuencia de aminoacidos de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 8 en el Listado de Secuencias esta
codificada por una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 7 en el Listado de Secuencias. En la
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 7 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
nucledétidos que comprende los nucleétidos 1 a 57 codifica la secuencia sefal de cadena pesada del anticuerpo, una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 423 codifica la region variable de cadena pesada del
anticuerpo y una secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos 424 a 1395 codifica la region constante
de cadena pesada del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 10 en el Listado de Secuencias esta
codificada por una secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 9 en el Listado de Secuencias. En la
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 9 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
nucledtidos que comprende los nucleétidos 1 a 57 codifica la secuencia sefal de cadena ligera del anticuerpo, una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 399 codifica la region variable de cadena ligera del
anticuerpo y una secuencia de nucledtidos que comprende los nucleétidos 400 a 714 codifica la region constante de
cadena ligera del anticuerpo.

(g) Preparacion del anticuerpo monoclonal a través de cultivo de hibridoma

Cultivando el hibridoma asi seleccionado, puede obtenerse de un modo eficaz un anticuerpo monoclonal. Sin
embargo, antes de cultivar, se prefiere realizar la exploracion de un hibridoma que produzca un anticuerpo
monoclonal diana.

En dicha exploracién, puede emplearse un procedimiento conocido.

La medicion del titulo de anticuerpo en la invencion puede realizarse, por ejemplo, a través de un procedimiento
ELISA explicado en el apartado (b) descrito anteriormente.

El hibridoma obtenido a través del procedimiento anteriormente descrito, puede conservarse en un estado congelado
en nitrégeno liquido o en un refrigerador a una temperatura de -80 °C o inferior.
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Después de finalizar la clonacion, el medio se cambia de medio HT a un medio normal y se cultiva el hibridoma.

El cultivo a gran escala se realiza haciendo girar el cultivo usando un frasco de cultivo grande o a través de cultivo
con agitacion centrifuga. A partir del sobrenadante obtenido mediante el cultivo a gran escala, puede obtenerse un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la proteina desvelada en el presente documento por
purificacién usando un procedimiento conocido por los expertos en la técnica, tal como filtracion en gel.

Adicionalmente, el hibridoma se inyecta en la cavidad abdominal de un ratén de la misma cepa que la del hibridoma
(por ejemplo, la cepa BALB/c descrita anteriormente) o de un ratén Nu/Nu para hacer proliferar el hibridoma, a través
de lo cual puede obtenerse la ascitis que contiene una gran cantidad del anticuerpo monoclonal de la invencion.

En el caso en el que el hibridoma se administre en la cavidad abdominal, si antes de administrar el hibridoma (de 3 a
7 dias antes) se administra un aceite mineral, tal como 2,6,10,14-tetrametil pentadecano (pristano), puede obtenerse
una mayor cantidad de ascitis.

Por ejemplo, para inactivar linfocitos T previamente se inyecta un inmunosupresor en la cavidad abdominal de un
ratén de la misma cepa que la del hibridoma. Veinte dias después, se suspenden de 10% a 107 células de clones de
hibridoma en un medio asérico (0,5 ml) y la suspension se inyecta en la cavidad abdominal del ratén. En general,
cuando el abdomen se expande y se llena con la ascitis, esta se extrae del ratén. Mediante este procedimiento, el
anticuerpo monoclonal puede obtenerse a una concentracion que es aproximadamente 100 veces o mas alta que la
de en la solucién del cultivo.

El anticuerpo monoclonal obtenido a través del procedimiento descrito anteriormente puede purificarse a través de
un procedimiento descrito, por ejemplo, en Weir, D. M.: Handbook of Experimental Immunology Vol. I, II, 1l
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1978).

El anticuerpo monoclonal obtenido de este modo tiene alta especificidad antigénica por DR5.
(h) Ensayo del anticuerpo monoclonal
El isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal asi obtenido puede determinarse de la siguiente manera.

En primer lugar, los ejemplos del procedimiento de identificacion incluyen un procedimiento de Ouchterlony, un
procedimiento ELISA y un procedimiento RIA.

Un procedimiento de Ouchterlony es sencillo, pero cuando la concentracion del anticuerpo monoclonal es baja, se
requiere una operacion de condensacion.

Por otro lado, cuando se utiliza un procedimiento ELISA o RIA, directamente haciendo reaccionar el sobrenadante
del cultivo con una fase sdlida adsorbida al antigeno y utilizando anticuerpos que corresponden a diversos tipos de
isotipos y subclases de inmunoglobulinas como anticuerpos secundarios, el isotipo y la subclase del anticuerpo
monoclonal pueden identificarse.

Ademas, como un procedimiento mas sencillo, también puede utilizarse un kit de identificacién disponible en el
comercio (por ejemplo, el Kit Mouse Typer fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.) o similar.

Adicionalmente, la determinacién cuantitativa de una proteina puede realizarse a través del procedimiento de Folin
Lowry y de un procedimiento de calculo basado en la absorbancia a 280 nm [1,4 (DO 280) = Inmunoglobulina 1
mg/ml].

Adicionalmente, incluso cuando el anticuerpo monoclonal se obtiene, por separado e independiente, realizando de
nuevo las etapas (a) a (h) en el apartado (2) anterior, es posible obtener un anticuerpo que tenga una actividad
citotoxica equivalente a la de B273. Como un ejemplo de un anticuerpo de este tipo, puede servir de ejemplo un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo B273. Si un anticuerpo monoclonal recién producido se
une a un péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la cual se une el anticuerpo B273, puede determinarse
que el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitopo que el anticuerpo B273. Adicionalmente, confirmando que el
anticuerpo monoclonal compite con el anticuerpo B273 por la unién con DR5 (esto es, el anticuerpo monoclonal
inhibe la unién entre el anticuerpo B273 y DR5), puede determinarse que el anticuerpo monoclonal se une al mismo
epitopo que el anticuerpo B273 incluso si no se ha determinado la secuencia o estructura epitdpica especifica. En el
caso en el que el anticuerpo monoclonal se una al mismo epitopo que el anticuerpo B273, se espera firmemente que
el anticuerpo monoclonal tenga una actividad citotéxica equivalente a la de B273.

Adicionalmente, como se observa en el Ejemplo 4, es posible especificar un resto de aminoacido en el lado de DR5
que se encuentra adyacente a un fragmento Fab de un anticuerpo a partir de los datos de difraccion de rayos X de
un complejo entre el fragmento Fab y DR5. Especificamente, en el caso en el que un fragmento Fab procedente de
un anticuerpo arbitrario se encuentre adyacente a un resto de glicina en la posicion 26, a un resto de isoleucina en la
posicion 34, a un resto de acido glutamico en la posicién 36, a un resto de acido aspartico en la posicion 37, a un
resto de glicina en la posicion 38, a un resto de acido aspartico en la posicion 56, a un resto de leucina en la posicion
57, a un resto de leucina en la posicion 58, a un resto de fenilalanina en la posicién 59, a un resto de leucina en la
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posicién 61, y a un resto de arginina en la posicién 62 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 23 en el listado de secuencias, a una distancia de 4 A o menor, puede determinarse que el anticuerpo tiene
especificidad por el mismo epitopo que B273.

(3) Otros anticuerpos

El anticuerpo desvelado en el presente documento no solo incluye el anticuerpo monoclonal descrito anteriormente
contra DR5 sino también un anticuerpo recombinante obtenido por modificacion artificial con el fin de disminuir la
antigenicidad heteréloga en seres humanos, tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un
anticuerpo humano. Estos anticuerpos pueden producirse utilizando un procedimiento conocido.

Como anticuerpo quimérico, puede servir de ejemplo un anticuerpo en el que las regiones constante y variable del
anticuerpo proceden de diferentes especies, por ejemplo, un anticuerpo quimérico en el que una regioén variable de
anticuerpo procedente de raton o de rata esta unida a una regién constante procedente de ser humano (véase Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)). Un anticuerpo quimérico procedente de un anticuerpo de ratén anti-
DR5 humano B273 es un anticuerpo que comprende una cadena pesada que contiene una region variable de
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de
SEQ ID NO: 20 y una cadena ligera que contiene una region variable de cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 16, y puede tener una region
constante arbitraria. Como un ejemplo de dicho anticuerpo quimérico, un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID
NO: 20 en el Listado de Secuencias y puede servir de ejemplo una cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21-239 de SEQ ID NO: 16. Por otro lado, en la secuencia de
cadena pesada representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 1 a 19 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 es una region variable y una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 142 a 471 es una region constante. Ademas, en la secuencia de aminoacidos
de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 16 en el Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 1 a 20 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 es una region variable y una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 135 a 239 es una region constante.

La secuencia de aminoacidos de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias esta
codificada por una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 19 en el Listado de Secuencias. En la
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 19 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
nucledétidos que comprende los nucleétidos 1 a 57 codifica la secuencia sefial de cadena pesada del anticuerpo, una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 58 a 423 codifica la region variable de cadena pesada del
anticuerpo y una secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 424 a 1413 codifica la region constante
de cadena pesada del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 16 en el Listado de Secuencias esta
codificada por una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 15 en el Listado de Secuencias. En la
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 15 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
nucledtidos que comprende los nucleétidos 1 a 60 codifica la secuencia sefal de cadena ligera del anticuerpo, una
secuencia de nucledtidos que comprende los nucledtidos 61 a 402 codifica la region variable de cadena ligera del
anticuerpo y una secuencia de nucleotidos que comprende los nucledtidos 403 a 717 codifica la region constante de
cadena ligera del anticuerpo.

Como anticuerpo humanizado, puede servir de ejemplo un anticuerpo obtenido integrando solo las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) en un anticuerpo procedente de ser humano (véase Nature (1986) 321,
pags. 522-525) y un anticuerpo obtenido injertando una parte de los restos de aminoacidos de la regién marco
conservada asi como las secuencias CDR en un anticuerpo humano mediante un procedimiento de injertacion de
CDR (documento WO 90/07861).

Sin embargo, el anticuerpo humanizado procedente del anticuerpo B273 no esta limitado a un anticuerpo
humanizado especifico siempre y cuando el anticuerpo humanizado tenga los 6 tipos de secuencias CDR de B273 y
tenga la actividad de induccion de apoptosis en las células. Por otro lado, la region variable de cadena pesada del
anticuerpo B273 tiene una CDRH1 (GYFMN) que consta de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 82 en el Listado de Secuencias, una CDRH2 (RFNPYNGDTFYNQKFKG) que consta de una secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 83, y una CDRH3 (SAYYFDSGGYFDY) que consta de una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 84. Ademas, la region variable de cadena ligera del anticuerpo B273
tiene una CDRL1 (RSSQSLVHSNGNTYLH) que consta de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 79 en el Listado de Secuencias, una CDRL2 (KVSNRFS) que consta de una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 80 y una CDRL3 (SQSTHVPWT) que consta de una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 81.

Adicionalmente, una secuencia que incluye la sustitucion, delecién o adiciéon de uno a varios restos de aminoacidos
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en una de las CDR descritas anteriormente puede usarse como una secuencia CDR que tiene un anticuerpo
modificado en CDR procedente del anticuerpo B273. Los ejemplos de la secuencia que incluye una sustitucion de un
resto de aminoacido en la CDRL1 incluyen una secuencia (RSSQSLVHSNENTYLH) que consta de una secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 85 en el Listado de Secuencias, una secuencia
(RSSQSLVHSNFNTYLH) que consta de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 86, una
secuencia (RSSQSLVHSNKNTYLH) que consta de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
87, y una secuencia (RSSQSLVHSNLNTYLH) que consta de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 88. Ademas, los ejemplos de la secuencia que incluye una sustitucion de un resto de aminoacido en la
CDRH2 incluyen una secuencia (RFNPYNEDTFYNQKFKG) que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 89.

En general, la desamidacion de asparagina en una proteina avanza a través de la formacion de un estado de
transicion de succinimida ciclica entre la asparagina y un aminoacido adyacente en el lado C terminal (Geiger, T. y
Clarke, S. (1987) Deamidation, Isomerization, and racemization at asparaginyl and aspartyl residues in peptides.
Succinimide-linked reactions that contribute to protein degradation. J. Biol. Chem. 262, 785-794). Un factor limitante
de tasa para la formacién de un estado de transicién de succinimida ciclica es el tamafio de una cadena lateral del
aminoacido adyacente y, por lo tanto, la glicina que tiene la cadena lateral mas corta, puede conseguir la tasa de
desamidacion mas rapida. Por otro lado, sustituyendo el grupo adyacente en el lado C terminal con un aminoacido
que tenga una cadena lateral larga, la tasa de desamidacién puede suprimirse. El anticuerpo B273 tiene una
secuencia —N-G-(asparagina-glicina) que es susceptible a desamidacion en la CDRL1 y CDRH2. Por lo tanto, los
autores de la presente invencion produjeron mutantes puntuales en los que el grupo adyacente se cambio de glicina
a lisina, fenilalanina, leucina o acido glutamico cada uno de los cuales tiene una cadena lateral mas larga que la de
la glicina. Es decir, en la CDRH2, la secuencia -N-G-(asparagina-glicina) esta mutada a una secuencia —N-E-
(asparagina acido-glutamico) y en la CDRLA1, la secuencia -N-G-(asparagina-glicina) esta mutada a una secuencia -
N-L-(asparagina-leucina), una secuencia -N-F-(asparagina-fenilalanina), una secuencia —N-K-(asparagina-lisina) o
una secuencia -N-E-(asparagina-acido glutamico), por lo cual la desamidacién del anticuerpo se suprime.

Como un ejemplo de un anticuerpo que tiene las CDR anteriormente descritas, puede servir de ejemplo un
anticuerpo que contiene una region variable de cadena pesada que tiene una CDRH1 que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82 en el Listado de Secuencias, una CDRH2 que consiste
en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 83 y una CDRH3 que consiste en una secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 84 y una region variable de cadena ligera que tiene una CDRL1 que
consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 79 en el Listado de secuencias, una
CDRL2 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 80 y CDRL3 que consiste en
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 81; un anticuerpo que contiene una region variable de
cadena pesada que tiene una CDRH1 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
82 en el Listado de Secuencias, una CDRH2 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 89 y una CDRH3 que consiste en un aminoacido secuencia representada por SEQ ID NO: 84, y una region
variable de cadena ligera que tiene una CDRL1 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 85 en el Listado de secuencias, una CDRL2 que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 80, y una CDRL3 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 81; un anticuerpo que contiene una regién variable de cadena pesada que tiene una CDRH1 que
consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82 en el Listado de Secuencias, una
CDRH2 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 89 y una CDRH3 que
consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 84 y una regioén variable de cadena ligera
que tiene una CDRL1 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 86 en el Listado
de secuencias, una CDRL2 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 80 y una
CDRL3 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 81; un anticuerpo que
contiene una region variable de cadena pesada que tiene la CDRH1 que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 82 en el Listado de Secuencias, una CDRH2 que consiste en una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 89 y una CDRH3 que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 84 y una region variable de cadena ligera que tiene una CDRL1 que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 87 en el Listado de secuencias, una CDRL2 que consiste
en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 80 y una CDRL3 que consiste en una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 81; y un anticuerpo que contiene una region variable de cadena pesada
que tiene una CDRH1 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 82 en el
Listado de Secuencias, una CDRH2 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
89 y una CDRH3 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 84, y una region
variable de cadena ligera que tiene una CDRL1 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 88 en el Listado de secuencias, una CDRL2 que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 80 y una CDRL3 que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 81.

Como un ejemplo del anticuerpo humanizado del anticuerpo B273 de ratén (incluyendo un anticuerpo modificado en

la CDR), puede servir de ejemplo una combinacion arbitraria de una cadena pesada que contiene una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
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aminoacidos 20 a 141 de una cualquiera de las SEQ ID NO: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50 y 70 en el Listado de
secuencias, conteniendo la cadena ligera una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21-134 de una cualquiera de las SEQ ID NO: 28, 30, 32, 52,
58, 62y 66.

Como una combinacion preferida, puede servir de ejemplo un anticuerpo caracterizado porque contiene una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 34 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado
porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 34 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 30;
un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 34 y una regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de
SEQ ID NO: 32; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 36 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO:
36 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 30; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141
de SEQ ID NO: 36 y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 32; un anticuerpo caracterizado porque contiene una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 38 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado
porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 38 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 30;
un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 38 y una regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de
SEQ ID NO: 32; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 40 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO:
42 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141
de SEQ ID NO: 44 y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado porque contiene una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 46 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado
porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 48 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28;
un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 50 y una regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de
SEQ ID NO: 28; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 70 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
21 a 134 de SEQ ID NO: 52; un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO:
70 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 58; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141
de SEQ ID NO: 70 y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 62; y un anticuerpo caracterizado porque contiene
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 70 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 66.
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Como una combinacién mas preferida, puede servir de ejemplo un anticuerpo que comprende una cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 34 y
una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de
SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 30; un anticuerpo que comprende
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de
SEQ ID NO: 34 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 32; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 36 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO:
28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los
restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 30; un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID
NO: 36 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a
239 de SEQ ID NO: 32; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 38 y una cadena ligera que tiene una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
20 a 471 de SEQ ID NO: 38 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 30; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 38 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO:
32; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los
restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 40 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID
NO: 42 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a
239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 44 y una cadena ligera que tiene una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
20 a 471 de SEQ ID NO: 46 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 48 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO:
28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los
restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 50 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID
NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a
239 de SEQ ID NO: 52; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia
de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 58; un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 62; y un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO:
66.

Como una combinacion adicional mas preferida, puede servir de ejemplo un anticuerpo caracterizado porque
contiene una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los
restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 42 y una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21-134 de SEQ ID NO: 28; un anticuerpo
caracterizado porque contiene una regidon variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 70 y una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ
ID NO: 52; un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 70 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos
21 a 134 de SEQ ID NO: 58; un anticuerpo caracterizado porque contiene una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO:
70 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos
de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 62; y un anticuerpo caracterizado porque contiene una region variable de
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cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141
de SEQ ID NO: 70 y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 66.

Como una combinacién mas preferida, puede servir de ejemplo un anticuerpo que comprende una cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 42y
una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de
SEQ ID NO: 28; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 52; un anticuerpo que comprende
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de
SEQ ID NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de
aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 58; un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO:
62; y un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
los restos de aminoacidos 20 a 471 de SEQ ID NO: 70 y una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos
que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de SEQ ID NO: 66.

Combinando una secuencia que tenga una alta homologia con la secuencia de aminoacidos de cadena pesada
descrita anteriormente con una secuencia que tenga una alta homologia con la secuencia de aminoacidos de
cadena ligera descrita anteriormente, es posible seleccionar un anticuerpo que tenga una actividad citotoxica
equivalente a la de cada uno de los anticuerpos descritos anteriormente. La homologia es generalmente una
homologia de 80 % o mas, preferentemente una homologia de 90 % o mas, mas preferentemente una homologia de
95 % o mas, aun mas preferentemente una homologia de 99 % o mas. Ademas, combinando una secuencia de
aminoacidos que incluya una sustitucion, delecién o adiciéon de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de cadena pesada o cadena ligera, también es posible seleccionar un anticuerpo que tenga una
actividad citotéxica equivalente a la de cada uno de los anticuerpos descritos anteriormente. El nimero de restos de
aminoacidos a sustituir, delecionar o afiadir es generalmente de 10 o menor, preferentemente de 5 a 6 o menor, mas
preferentemente de 2 a 3 o0 menor, aun mas preferentemente de 1.

La homologia entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse usando el algoritmo del programa Blast
version 2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller, y David J. Lipman (1997), “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402) con parametros por defecto. El algoritmo Blast también puede usarse
a través de Internet mediante el acceso a la web www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST. Por otro lado, con el algoritmo Blast
se calculan dos tipos de porcentajes de valores de identidad (o identidades) y positividad (o positividades). El
primero es un valor cuando los restos de aminoacidos coinciden entre si en dos secuencias de aminoacidos para
cuyo grado de homologia va a determinarse y el ultimo es un valor obtenido considerando también los restos de
aminoacidos que tienen una estructura quimica similar. En esta memora descriptiva, el valor de la identidad cuando
los restos de aminoacidos coinciden entre si se usa como valor de homologia.

Por otro lado, en la secuencia de aminoacidos de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 34, 36, 38, 40, 42,
44, 46, 48, 50 o 70 en el Listado de Secuencias, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 1 a 19 es una secuencia sefal, una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 20 a 141 es una region variable, y una secuencia de aminoacidos que consiste en los restos de
aminoacidos 142 a 471 es una region constante. Ademas, en la secuencia de aminoacidos de cadena ligera
representada por SEQ ID NO: 28, 30, 32, 52, 58, 62 o 66 en el Listado de Secuencias, una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 1 a 20 es una secuencia sefial, una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 21 a 134 es una region variable y una secuencia de
aminoacidos que consiste en los restos de aminoacidos 135 a 239 es una regién constante.

La secuencia de aminoacidos de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50 o
70 en el Listado de Secuencias esta codificada por una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49 o 69 en el Listado de Secuencias. En cada una de las secuencias de nucledtidos
anteriores, una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 1 a 57 codifica la secuencia sefial de
cadena pesada del anticuerpo, una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleédtidos 58 a 423 codifica la
region variable de cadena pesada del anticuerpo y una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos
424 a 1413 codifica la region constante de cadena pesada del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 28, 30, 32, 52, 58, 62 o 66 en el
listado de secuencias esta codificada por una secuencia de nucleotidos representada por SEQ ID NO: 27, 29, 31,
51, 57, 61 o 65 en el Listado de Secuencias. En cada una de las secuencias de nucleétidos anteriores, una
secuencia de nucledtidos que consiste en los nucledtidos 1 a 60 codifica la secuencia sefal de cadena ligera del
anticuerpo, una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 61 a 402 codifica la region variable de
cadena ligera del anticuerpo y una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucledtidos 403 a 717 codifica la
region constante de cadena ligera del anticuerpo.
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La homologia entre cualquiera de estas secuencias de nucledtidos y una secuencia de nucledtidos de otro
anticuerpo también puede determinarse usando el algoritmo Blast

Adicionalmente, el anticuerpo desvelado en el presente documento incluye un anticuerpo humano que se une al
mismo epitopo que el anticuerpo B273. Un anticuerpo humano se refiere a un anticuerpo humano que solo tiene una
secuencia génica de un anticuerpo procedente de un cromosoma humano. Un anticuerpo anti-DR5 humano puede
obtenerse mediante un procedimiento usando un ratén productor de anticuerpos humanos que tiene un fragmento
cromosomico humano que contiene genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humano (véase Tomizuka, K.
y col., Nature Genetics (1997) 16, pags. 133-143; Kuroiwa, Y. y col., Nucl. Acids Res. (1998) 26, pags. 3447-3448;
Yoshida, H. y col., Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pags. 69-73 (Kitagawa, Y., Matsuda,
T. y lijima, S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97,
pags. 722-727, etc.).

Dicho ratén productor de anticuerpos humanos puede crearse especificamente de la siguiente manera. Un animal
modificado genéticamente, en el que se ha alterado el locus génico exdgeno de cadena ligera y pesada de
inmunoglobulina, y en su lugar, se ha introducido un locus génico de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina
humana, mediante un vector de cromosoma artificial de levadura (YAC, del inglés yeast artificial chromosome) o
similar, se crea produciendo un animal genosuprimido (knockout) y un animal transgénico y cruzando estos
animales.

Adicionalmente, de acuerdo con una técnica de modificacion por ingenieria genética, usando los ADNc que codifican
dicha una cadena pesada y una cadena ligera de un anticuerpo humano, respectivamente, y preferentemente un
vector que contiene los ADNc, se transforman células eucariotas y se cultiva un transformante que produce un
anticuerpo monoclonal humano recombinante, mediante lo cual el anticuerpo también puede obtenerse a partir del
sobrenadante de cultivo.

En este caso, como hospedador, pueden usarse, por ejemplo, células eucariotas, preferentemente células de
mamifero, tales como células CHO, linfocitos o células de mieloma.

Adicionalmente, también se conoce un procedimiento de obtencién de un anticuerpo humano procedente de
presentacion de fagos identificado de una biblioteca de anticuerpos humanos (véase Wormstone, I. M. y col.,
Investigative Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43 (7), pags. 2301-2308; Carmen, S. y col., Briefings in
Functional Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), pags. 189-203; Siriwardena, D. y col., Ophthalmology (2002) 109
(3), pags. 427-431, etc.).

Por ejemplo, puede usarse un procedimiento de presentacion de fagos en el que una region variable de un
anticuerpo humano se expresa en la superficie de un fago como un anticuerpo monocatenario (scFv, single chain
Fv) y se selecciona un fago que se une a un antigeno (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pags. 1105-1116)
puede usarse.

Analizando al gen del fago seleccionado basandose en la unién con un antigeno, puede determinarse una secuencia
de ADN que codifique la region variable de un anticuerpo humano que se une a un antigeno.

Si se determina la secuencia de ADN de un scFv que se une a un antigeno, puede obtenerse un anticuerpo humano
preparando un vector de expresion que tenga la secuencia e introduciendo el vector en un hospedador apropiado
que lo exprese (documentos WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO
95/01438, WO 95/15388, Annu. Rev. Immunol. (1994) 12, pags. 433-455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pags.
1105-1116).

Si un anticuerpo humano recién producido se une a un péptido parcial o a una estructura terciaria parcial a la que se
une el anticuerpo B273, puede determinarse que el anticuerpo humano y el anticuerpo B273 se unen al mismo
epitopo. Ademas, confirmando que el anticuerpo humano compite con el anticuerpo B273 por la unién con DR5 (es
decir, el anticuerpo humano inhibe la unién entre el anticuerpo B273 y DR5), puede determinarse que el anticuerpo
humano y el anticuerpo B273 se unen al mismo epitopo incluso si no se ha determinado la secuencia o estructura
epitopica especifica. Cuando se confirma que el anticuerpo humano y el anticuerpo B273 se unen al mismo epitopo,
es de esperar contundentemente que el anticuerpo humano tenga una actividad citotdxica equivalente a la de B273.

Adicionalmente, como se muestra en el Ejemplo 4, es posible especificar un resto de aminoacido en el lado de DR5
que se encuentra adyacente a un fragmento Fab de un anticuerpo a partir de los datos de difraccion de rayos X de
un complejo entre el fragmento Fab y DR5. Especificamente, en el caso en el que un fragmento Fab procedente de
un anticuerpo arbitrario se encuentre adyacente a un resto de glicina en la posicion 26, a un resto de isoleucina en la
posicion 34, a un resto de acido glutamico en la posicién 36, a un resto de acido aspartico en la posicion 37, a un
resto de glicina en la posicion 38, a un resto de acido aspartico en la posicion 56, a un resto de leucina en la posicion
57, a un resto de leucina en la posicion 58, a un resto de fenilalanina en la posicién 59, a un resto de leucina en la
posicion 61 y a un resto de arginina en la posicion 62 de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 23 en el Listado de Secuencias, a una distancia de 4 A o menor, puede determinarse que el anticuerpo se une
al mismo epitopo que B273.
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Los anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos obtenidos mediante el procedimiento
descrito anteriormente se evaluaron con respecto a la propiedad de unién con un antigeno mediante un
procedimiento mostrado en el Ejemplo 3 o similar, y puede seleccionarse un anticuerpo preferido. Como un ejemplo
de otro indice para su uso en la comparacion de las propiedades de los anticuerpos, puede servir de ejemplo la
estabilidad de los anticuerpos. En el Ejemplo 10 se muestra la calorimetria diferencial de barrido (DSC) que es un
dispositivo con capacidad de medir rapida y exactamente una temperatura en el punto medio de desnaturalizacion
térmica (Tm) a usar como un indice favorable de la estabilidad conformacional relativa de las proteinas. Midiendo los
valores Tm usando DSC y comparando los valores, puede compararse la diferencia en cuanto a la estabilidad
térmica. Se sabe que la estabilidad del almacenamiento de los anticuerpos muestra alguna correlacion con la
estabilidad térmica de los anticuerpos (Lori Burton, y col., Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12,
pags. 265-273) y puede seleccionarse un anticuerpo preferido usando como indice la estabilidad térmica. Los
ejemplos de otros indices para seleccionar anticuerpos incluyen los siguientes factores: el rendimiento en una célula
hospedadora apropiada es alta y la agregabilidad en una solucién acuosa es baja. Por ejemplo, un anticuerpo que
muestra el mayor rendimiento no siempre muestra la mayor estabilidad térmica, y por lo tanto, es necesario
seleccionar un anticuerpo sumamente adecuado para la administracion a seres humanos haciendo una evaluaciéon
exhaustiva basandose en los indices descritos anteriormente.

Adicionalmente, también se conoce un procedimiento en el que las secuencias de cadena ligera y pesada de
longitud completa de un anticuerpo se conectan usando un enlazador apropiado, mediante lo cual se obtiene una
inmunoglobulina monocatenaria (Lee, H-S, y col., Molecular Immunology (1999) 36, pags. 61-71; Shirrmann, T. y
col., mAbs (2010), 2, (1) pp. 1-4). Al dimerizar dicha inmunoglobulina monocatenaria, el dimero resultante puede
tener una actividad y una estructura similares a las de un anticuerpo que es en si mismo un tetramero.

Adicionalmente, controlando la glucosilacion en la que un glucano esta unido al anticuerpo de la invencion, es
posible potenciar la actividad citotoxica dependiente de anticuerpo. Como técnica para controlar la glucosilacion de
anticuerpos, se conocen los documentos WO 99/54342, WO 00/61739, WO 02/31140, etc. Sin embargo, no esta
limitada a estos documentos.

En el caso en el que un anticuerpo se produzca aislando primero un gen de anticuerpo y después introduciendo el
gen en un hospedador apropiado, puede usarse una combinacion de un hospedador apropiado y un vector de
expresion apropiado. Ejemplos especificos del gen de anticuerpo incluyen una combinacion de un gen que codifica
una secuencia de cadena pesada de un anticuerpo descrito en esta memoria descriptiva y un gen que codifica una
secuencia de cadena ligera de la misma. Cuando una célula hospedadora se transforma, es posible insertar el gen
de secuencia de cadena pesada y el gen de secuencia de cadena ligera en el mismo vector de expresion, y también
en diferentes vectores de expresion por separado. En los casos en los que como hospedador se usen células
eucariotas, pueden usarse células animales, células vegetales y microorganismos eucariotas. Como células
animales, pueden servir de ejemplo (1) células de mamifero, por ejemplo, cepas con déficit de dihidrofolato
reductasa (Urlaub, G. y Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pags. 4126-4220) de células COS de
simio (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pags. 175-182, ATCC CRL-1650), fibroblastos murinos NIH3T3 (células CHO
ATCC n.° CRL-1658) y células de ovario de hamster chino (CHO cells; ATCC: CCL-61). Adicionalmente, en el caso
en el que se usen células procariotas, pueden ilustrarse, por ejemplo, Escherichia coli y Bacillus subtilis.
Introduciendo un gen de anticuerpo diana en estas células a través de transformacioén y cultivando las células asi
transformadas in vitro, puede obtenerse el anticuerpo. En el procedimiento de cultivo descrito anteriormente, el
rendimiento puede variar algunas veces dependiendo de la secuencia del anticuerpo, y por lo tanto, es posible
seleccionar un anticuerpo que se produzca facilmente como un agente farmacéutico usando el rendimiento como un
indice entre los anticuerpos que tienen actividad de unién comparable.

No hay limitacidon sobre el isotipo del anticuerpo de la invencion, y los ejemplos de los mismos incluyen 1gG (IgGl,
1gG2, 1gG3, IgG4), IgM, IgA (IgA1, I1gA2), IgD e IgE, y ejemplos preferidos de los mismos incluyen IgG e IgM, y
adicionalmente ejemplos mas preferidos de los mismos incluyen IgG1 e IgG2.

Adicionalmente, el anticuerpo de la invencion puede ser un fragmento funcional del anticuerpo que tenga un sitio de
union antigénica del anticuerpo o un fragmento modificado del mismo. El fragmento del anticuerpo puede obtenerse
tratando el anticuerpo como una proteasa, tal como papaina o pepsina, o modificando el gen de anticuerpo de
acuerdo con una técnica de modificacion por ingenieria genética y expresando el gen modificado en células de
cultivo adecuadas. Entre estos fragmentos de anticuerpo, un anticuerpo que tenga todas o parte de las funciones de
la molécula del anticuerpo de longitud completa puede recibir el nombre de fragmento funcional del anticuerpo.
Como funciones del anticuerpo, pueden servir de ejemplo, en general, una actividad de unién antigénica, una
actividad de neutralizacion de la actividad de un antigeno, una actividad de potenciacion de la actividad de un
antigeno, una actividad citotoxica dependiente de anticuerpo, una actividad citotoxica dependiente del complemento
y una actividad citotdxica celular dependiente del complemento. La funcién del fragmento funcional del anticuerpo de
acuerdo con la invencién es la actividad de union a DR5, preferentemente la actividad de induccién de la apoptosis
en células, mas preferentemente la actividad citotoxica a través de la inducciéon de la apoptosis en células
cancerosas. Sin embargo, el anticuerpo de la invencion puede tener actividad citotdxica dependiente de anticuerpo,
actividad citotoxica dependiente de complemento y/o actividad citotéxica celular dependiente de complemento asi
como actividad de induccién de la apoptosis en células.
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Los ejemplos del fragmento del anticuerpo incluyen Fab, F(ab’)2, Fv, Fv monocatenario (scFv) en el que las
moléculas de Fv de la cadena pesada y de la cadena ligera estan conectadas mediante un enlazador apropiado, un
diacuerpo (diacuerpos), un anticuerpo lineal y un anticuerpo poliespecifico compuesto del fragmento de anticuerpo.
Adicionalmente, el fragmento Fab’, que es un fragmento monovalente en una regién variable de un anticuerpo
obtenido tratando F(ab’)2 en condiciones reductoras, también se incluye en el fragmento del anticuerpo.

Adicionalmente, el anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo poliespecifico con especificidad por al menos
dos antigenos diferentes. En general, dicha molécula se une a dos antigenos (es decir, anticuerpo biespecifico), sin
embargo, la expresién “anticuerpo poliespecifico” como se usa en el presente documento incluye un anticuerpo que
tiene especificidad por dos 0 mas (por ejemplo, tres) antigenos.

El anticuerpo poliespecifico de la invencion puede ser un anticuerpo de longitud completa o un fragmento de dicho
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico F(ab’)2). El anticuerpo biespecifico puede producirse conectando
las cadenas pesada y ligera (pares HL) de dos tipos de anticuerpos, o también puede producirse fusionando
hibridomas que producen diferentes anticuerpos monoclonales para preparar células fusionadas productoras de
anticuerpos biespecificos (Millstein y col., Naturaleza (1983) 305, pags. 537-539).

El anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo monocatenario (también denominado scFv). El anticuerpo
monocatenario puede obtenerse conectando la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena
ligera del anticuerpo mediante un enlazador polipeptidico (Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
113 (editado por Rosenburg y Moore), Springer Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994), Nature Biotechnology
(2005), 23, pags. 1126-1136). Ademas, un fragmento BiscFv producido conectando dos moléculas de scFv mediante
un enlazador polipeptidico también puede usarse como anticuerpo biespecifico.

En este campo técnico se conoce un procedimiento de produccién de un anticuerpo monocatenario (véanse, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 4.946.778, 5.260.203, 5.091.513, 5.455.030, etc.). En este scFv, la
region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera estan conectadas mediante un enlazador que
no forma un conjugado, preferentemente mediante un enlazador polipeptidico (Huston, J. S. y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1988), 85, pags. 5879-5883). En el scFv, la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera pueden proceder del mismo anticuerpo o de anticuerpos diferentes.

Como enlazador polipeptidico a usar para conectar las regiones variables, se usa un péptido monocatenario
determinado compuesto de 12 a 19 restos, por ejemplo.

El ADN que codifica un scFv puede obtenerse realizando amplificacién usando, como molde, un ADN que codifica la
secuencia de aminoacidos completa o una secuencia de aminoacidos parcial deseada de un ADN seleccionado de
un ADN que codifica la cadena pesada o la region variable de cadena pesada del anticuerpo descrito anteriormente
y un ADN que codifica la cadena ligera o la region variable de cadena ligera del mismo, mediante un procedimiento
de PCR usando un par de cebadores que define ambos extremos del mismo, y adicionalmente realizando
amplificacion combinando un ADN que codifica una parte del enlazador polipeptidico y un par de cebadores que
define ambos extremos del mismo para poner en contacto los dos extremos con la cadena pesada y la cadena
ligera, respectivamente.

Adicionalmente, una vez que se produce el ADN que codifica un scFv, puede obtenerse un vector de expresién que
contenga el mismo y un hospedador transformado por el vector de expresion de acuerdo con un procedimiento
habitual. Adicionalmente, usando el hospedador resultante, el scFv puede obtenerse de acuerdo con un
procedimiento habitual. Un fragmento de anticuerpo del mismo puede producirse en un hospedador obteniendo un
gen y expresando el gen de la misma manera que la descrita anteriormente.

El anticuerpo de la invencion puede multimerizarse para aumentar su afinidad por un antigeno. El anticuerpo a
multimerizar puede ser un tipo de anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos que reconoce una pluralidad de
epitopos del mismo antigeno. Como un procedimiento de multimerizacion del anticuerpo, puede servir de ejemplo la
union del dominio CH3 de IgG con dos moléculas scFv, la unién con estreptavidina y la introducciéon de un motivo
hélice-giro-hélice.

El anticuerpo de la invencién puede ser un anticuerpo policlonal que es una mezcla de varios tipos de anticuerpos
anti-DR5 que tienen secuencias de aminoacidos diferentes. Como un ejemplo del anticuerpo policlonal, puede
ilustrarse una mezcla de tipos varios de anticuerpos que tienen diferentes CDR. Como tal anticuerpo policlonal,
pueden usarse anticuerpos obtenidos cultivando una mezcla de células que produce diferentes anticuerpos y
después purificando los anticuerpos del cultivo resultante (véase el documento WO 2004/061104).

Como un anticuerpo modificado, también puede usarse un anticuerpo unido a cualquiera de los diversos tipos de
moléculas, tal como polietilenglicol (PEG).

Adicionalmente, el anticuerpo de la invencion puede estar en forma de un conjugado formado entre cualquiera de
estos anticuerpos y otro agente medicinal (inmunoconjugado). Los ejemplos de dicho anticuerpo incluyen uno en el
que el anticuerpo esta conjugado con un material radiactivo o un compuesto que tenga una accion farmacolégica
(Nature Biotechnology (2005) 23, pags. 1137-1146).
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El anticuerpo obtenido puede purificarse hasta la homogeneidad. La separacion y purificacion del anticuerpo pueden
realizarse empleando un procedimiento convencional de purificacion y separacién de proteinas. Por ejemplo, el
anticuerpo puede separarse y purificarse seleccionando y combinando apropiadamente cromatografia en columna,
filtracion con filtro, ultrafiltracion, precipitacion salina, dialisis, electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida,
electroforesis e isoelectroenfoque (Strategies for Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course
Manual, Daniel R. Marshak y col. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A Laboratory
Manual. Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero los procedimientos no estan
limitados a estos.

Los ejemplos de dicha cromatografia incluyen cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de fase inversa y cromatografia de
adsorcion.

Dicha cromatografia puede realizarse empleando cromatografia liquida tal como HPLC o FPLC.

Como una columna a usar en cromatografia de afinidad, puede servir de ejemplo una columna de proteina Ay una
columna de proteina G.

Por ejemplo, como una columna que usa una columna de Proteina A, puede ilustrarse, Hiper D, POROS vy
Sepharose FF (Pharmacia). Adicionalmente, usando un vehiculo que tenga un antigeno inmovilizado en el mismo, el
anticuerpo también puede purificarse utilizando la propiedad de unién del anticuerpo con el antigeno.

(4) Ejemplos especificos de otros anticuerpos anti-DR5

Anticuerpos anti-DR5 que inducen la apoptosis en células que expresan DR5 se describen, por ejemplo, en los
documentos WO 98/51793, WO 2001/83560, WO 2002/94880, WO 2003/54216, WO 2006/83971 y WO 2007/22157.
Adicionalmente, los anticuerpos anti-DR5 denominados tigatuzumab (CS-1008), lexatumumab (HGS-ETR2), HGS-
TR2J, drozitumab (APOMAB), conatumumab (AMG-655) y LBY135 aun se encuentran en ensayos clinicos o
estuvieron en ensayos clinicos en el pasado. Los anticuerpos anti-DR5 que aln contindan en ensayos clinicos hasta
la fecha en la que se presentd esta solicitud son tigatuzumab, lexatumumab, y conatumumab. Los nuevos
anticuerpos anti-DR5 descritos en la presente memoria descriptiva tienen una actividad antitumoral superior in vitro
y/o in vivo en comparacion con tigatuzumab, lexatumumab, conatumumab y drozitumab, anteriormente descritos.

3. Compuestos farmacéuticos que contienen anticuerpos anti-DR5

Los anticuerpos obtenidos mediante el procedimiento descrito en el apartado anterior “2. Produccién de anticuerpos
monoclonales anti-DR5” pueden usarse como un agente farmacéutico, particularmente un agente terapéutico y/o
preventivo para el cancer dado que cada uno de los anticuerpos actua in vivo como un agonista para un receptor
relacionado con la apoptosis, DR5, e induce la apoptosis en células cancerosas mediante el receptor para exhibir
una actividad citotoxica.

La actividad citocida exhibida por un anticuerpo in vitro puede determinarse midiendo su actividad inhibiendo la
proliferacion de células que sobreexpresan un receptor relacionado con la apoptosis.

Por ejemplo, se cultiva una linea de células de cancer que sobreexpresa DR5, se afiade un anticuerpo al sistema de
cultivo a diferentes concentraciones, y puede medirse la actividad inhibidora contra la formacién de focos, formacion
de colonias y proliferacion de esferoides.

El efecto terapéutico in vivo de un anticuerpo sobre el cancer usando animales experimentales puede determinarse,
por ejemplo, midiendo un cambio en las células cancerosas administrando el anticuerpo a ratones desnudos a los
que se les implanta una linea celular tumoral que sobreexpresa DRS5.

Los ejemplos del tipo de cancer incluyen cancer de pulmoén, cancer de préstata, cancer de tiroides, cancer de
estdmago, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de
utero, melanoma, glioblastoma y cancer de células sanguineas (tal como leucemia y linfoma), sin embargo, el tipo de
cancer no esta limitado a estos siempre que la célula cancerosa a tratar exprese DR5.

Adicionalmente, se sabe que un anticuerpo contra DR5 induce apoptosis en células inflamatorias (J. Clin. Invest.
1996, 98 (2), 271-278; Int. Immunol. 1996, 8 (10), 1595-1602). Por lo tanto, el anticuerpo de la invencién y los
anticuerpos como los desvelados en el presente documento también pueden usarse como un agente terapéutico
para una respuesta autoinmunitaria o una respuesta inflamatoria. Los ejemplos de la enfermedad autoinmunitaria o
enfermedad inflamatoria incluyen lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Hashimoto, artritis reumatoide,
enfermedad de injerto contra huésped, sindrome de Sjogren, anemia perniciosa, enfermedad de Addison,
esclerodermia, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Crohn, anemia hemolitica autoinmunitaria, esterilidad,
miastenia grave, esclerosis multiple, enfermedad de Basedow, purpura trombocitopénica, diabetes mellitus
insulinodependiente, alergia, asma, una enfermedad atépica, arterioesclerosis, miocarditis, cardiomiopatia,
glomerulonefritis, anemia aplasica, y rechazo después de trasplante de érgano.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 675847 T3

Una sustancia a usar en una preparacion aceptable en la composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion es
preferentemente no téxica para una persona a la cual va a administrarse la composiciéon farmacéutica en términos
de dosis y concentracion.

La composicion farmacéutica de la invencidon puede contener una sustancia para uso farmacéutico que tenga la
capacidad de cambiar o mantener el pH, la presidon osmoética, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad,
condicién aséptica, estabilidad, solubilidad, tasa de liberacion, tasa de absorcion y permeabilidad de la misma. Los
ejemplos de dicha sustancia para uso farmacéutico incluyen, pero sin limitacién, aminoacidos, tales como glicina,
alanina, glutamina, asparagina, arginina y lisina; agentes antimicrobianos; antioxidantes, tales como acido ascorbico,
sulfato sddico y hidrogenosulfito sédico; tampones, tales como tampones de fosfato, citrato, borato, hidrogeno
carbonato sdédico, y soluciones de Tris-HCI; cargas, tales como, manitol y glicina; agentes quelantes, tales como,
tetra acetato de etilendiamina (EDTA); agentes formadores de complejos, tales como, cafeina, polivinilpirrolidona, -
ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina; expansores tales como glucosa, manosa y dextrina; otros hidratos de
carbono, tales como, monosacaridos y disacaridos; agentes colorantes; esencias; diluyentes; agentes
emulsionantes; polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; conservantes, tales como polipéptidos de bajo
peso molecular; contraiones formadores de sal, cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal,
alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico y peroxido de hidréogeno; disolventes
tales como glicerina, propilenglicol y polietilenglicol; alcoholes de azucar tales como manitol y sorbitol; agentes de
suspension; tensioactivos tales como éster de sorbitan, polisorbatos, incluyendo polisorbato 20 y polisorbato 80,
Tritdn, trometamina, lecitina y colesterol; agentes potenciadores de la estabilidad tales como sacarosa y sorbitol;
agentes potenciadores de la elasticidad tal como cloruro de sodio, cloruro de potasio y manitol y sorbitol; agentes
transportadores; excipientes; y/o adyuvantes farmacéuticos. La cantidad de estas sustancias para uso farmacéutico
es preferentemente de 0,01 a 100 veces, en particular, preferentemente de 0,1 a 10 veces el peso del anticuerpo
anti-DR5. Los expertos en la técnica pueden determinar apropiadamente una formulacion preferida de la
composicion farmacéutica en una preparacién dependiendo de la enfermedad a la que cual se aplique la
composicion, la via de administracion a aplicar o similar.

El excipiente o vehiculo en la composicién farmacéutica puede estar en forma de un liquido o un soélido. Un
excipiente o vehiculo apropiado puede ser agua inyectable, solucién salina fisiolodgica, un liquido cefalorraquideo
artificial u otra sustancia normalmente usada para administracion parenteral. Ademas, como vehiculo también puede
usarse una solucion salina fisiolégica neutra o una solucion salina fisioldgica que contenga albumina de suero. La
composiciéon farmacéutica puede contener un tampén Tris de pH 7,0 a 8,5, un tampén acetato de pH 4,0 a 5,5 o un
tampon citrato de pH 3,0 a 6,2. Adicionalmente, dicho tampdn puede complementarse con sorbitol u otro compuesto.

Los ejemplos de la composicién farmacéutica de la invencion incluyen una composicion farmacéutica que contiene el
anticuerpo anti-DR5 o una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-DR5 y al menos un agente
terapéutico para el cancer. La composicién farmacéutica de la invencion se prepara en forma de un producto
liofilizado o un liquido como un agente medicinal que tenga una composicién seleccionada y una pureza requerida.
La composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo anti-DR5 y la composicion farmacéutica que contiene el
anticuerpo anti-DR5 y al menos un agente terapéutico para el cancer también puede formarse en un producto
liofilizado usando un excipiente apropiado tal como sacarosa.

En la composicion farmacéutica descrita anteriormente, el agente terapéutico para el cancer a incorporar junto con el
anticuerpo anti-DR5, puede administrarse simultaneamente, independientemente de, o secuencialmente con el
anticuerpo anti-DR5, o el agente terapéutico y el anticuerpo anti-DR5 pueden administrarse a intervalos de
dosificaciones diferentes. Los ejemplos de dicho agente terapéutico para el cancer incluyen abraxano, carboplatino,
cisplatino, gemcitabina, irinotecan (CPT-11), paclitaxel, pemetrexed, sorafenib, vinblastina, 5-FU, y los agentes
medicinales descritos en el documento WO 2003/038043, sin embargo, el agente no esta limitado a estos siempre
que el agente sea un agente medicinal que tenga una actividad antitumoral.

La composicion farmacéutica de la invencion puede prepararse para administracion parenteral o para absorcion
gastrointestinal a través de administracion oral. La composicion y concentracion de una preparacion puede
determinarse dependiendo del procedimiento de administracién. Cuanto mayor sea la afinidad por DR5 del
anticuerpo anti-DR5 contenido en la composicién farmacéutica de la invencién, es decir, menor su constante de
disociacion (valor Kd) por DR5, mas puede exhibir el anticuerpo anti-DR5 su eficacia farmacoldgica incluso cuando
disminuya la dosis para seres humanos. Por lo tanto, la dosis de la composicion farmacéutica de la invencion para
seres humanos también puede determinarse basandose en este hecho. Al igual que para la dosis, en el caso en el
que un anticuerpo anti-DR5 humano se administre a seres humanos, el anticuerpo puede administrarse a una dosis
de aproximadamente 0,1 a 100 mg/kg una vez de uno a 180 dias.

Los ejemplos de la forma de dosificacion de la composicion farmacéutica de la invencion incluyen inyecciones,
infusiones, supositorios, agentes transnasales, agentes sublinguales y absorbentes percutaneos.

En lo sucesivo en el presente documento, la invencién se describira mas especificamente con referencia a los
Ejemplos, sin embargo, la invencién no se limita a los mismos. Obsérvese que las respectivas operaciones en
relacion con la manipulacion genética en los siguientes ejemplos se realizaron de acuerdo con los procedimientos
descritos en “Molecular Cloning” (escrito por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., publicado por Cold Spring
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Harbor Laboratory Press in 1989) o en el caso del uso de reactivos o kits disponibles en el comercio, estos se usan
de acuerdo con los protocolos adjuntos al mismo a menos que se indique lo contrario.

[Ejemplo 1] Produccién de anticuerpo B273 de ratén
1) -1 Produccién de la proteina DR5 humana (proteina de fusion dominio extracelular de DR5 humano/Fc humano)
1) -1-1 Produccion del vector de expresion del dominio extracelular de DR5 humano

Se construy6 un vector que expresaba la proteina DR5 humana (isoforma 2: NP_671716) insertando un gen, en el
que se fusioné el dominio extracelular de DR5 humano con una regiéon de IgG1/Fc humana, aguas abajo del
promotor de CMV (citomegalovirus).

1) -1-2 Produccién de la proteina DR5 humana

La introduccién del vector de expresion en células 293 FreeStyle y la recogida del sobrenadante de cultivo la realizd
Invitrogen Corporation (actualmente Life Technologies Japon Ltd.).

1) -1-3 Purificacion de la proteina DR5 humana

El sobrenadante de cultivo obtenido en el apartado b) anterior se purific6 usando cromatografia de columna de
afinidad con Proteina A. Se aplicaron 5 | del sobrenadante de cultivo a “HiTrap Protein AFF” (GE Healthcare Bio-
Sciences Co., Ltd., Cat. n.° 17-5079-01) equilibrada con PBS, seguido de lavado con PBS. Posteriormente, se
afadié una solucién de arginina 2 M (pH 4,0) a la columna y se recogié una fraccion que contenia la proteina DR5
humana. La fraccién se afiadid a un dispositivo de filtro de centrifuga (Amicon Ultra-4, peso molecular fraccional: 10
K, Millipore Co., Ltd.) y se realizaron un reemplazo de liquido con PBS y una condensacion. El volumen final se
constituyé hasta 6 ml, que se us6 como una muestra purificada (rDR5-hFc). La determinacion cuantitativa del
producto de proteina purificado se realizé6 usando el “Kit de Ensayo de Proteinas Micro BCA” (PIERCE N.° 23235).
Como un patrén de referencia, se uso el “patrén de albumina” contenido en el kit.

1) -2 Inmunizacion

Se usaron ratones BALB/cAJcl (CLEA Japén, Inc.) de 5 a 6 semanas de vida. El dia 0, se administrd, por via
subcutanea, una mezcla de 50 ug de rDR5-hFc, preparada en el apartado 1) -1-3, y adyuvante completo de Freund
(fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (a una proporcién de volumen de 1:1) cerca del pescuezo de
cada ratén. Los dias 14 y 28, se administro, por via subcutanea, una mezcla de 50 pug de rDR5-hFc y adyuvante
incompleto de Freund (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (a una proporcién de volumen de 1:1) en
la region dorsal de cada raton . El dia 42, se administraron 50 pug de rDR5-hFc en la cavidad abdominal de cada
raton y el dia 45, se extirpo el bazo de cada ratén y se uso para la produccién de hibridomas.

1) -3 Produccién de hibridomas

Esplenocitos y células P3X63Ag8U.1 de mieloma de ratén se sometieron a fusiéon celular usando PEG 4000
(fabricado por Immunobiological Laboratories Co., Ltd.) y las células fusionadas resultantes se diluyeron con Medio
de Seleccion D de ClonaCell-HY (fabricado por StemCell Technologies, Inc., n.° 03804) y se cultivaron. Después, se
recogieron las colonias de hibridoma formadas, mediante las cuales se produjeron hibridomas monoclonales. Las
colonias de hibridoma recogidas se cultivaron por separado y, usando el sobrenadante de cultivo obtenido de cada
hibridoma, se identificé un hibridoma productor de anticuerpos anti-DR5.

1) -4 Identificacion de anticuerpos por el procedimiento de ELISA celular
1) -4-1 Construccion del vector de expresion mutante DR5 humano (pcDNA3.1-DR5M)

Un cDNA que codifica la proteina DR5 humana (isoforma 2: NP_671716) se clond en un vector pcDNA3.1(+) y se
construy6 un vector de expresion modificado con dominio de muerte pcDNA3.1-DR5M que se disefi6 para expresar
una proteina en la que el aminoacido L en la posiciéon 334 en el dominio de muerte estaba sustituido por D.

1) -4-2 Preparacion de células que expresan el gen antigénico

Se prepararon células HEK 293 a 7,5 x 10° células/ml en medio DMEM que contenia FBS al 10 %. Después, células
HEK 293 se transfectaron con el vector de expresién de DR5 modificado con dominio de muerte pcDNA3.1-DR5M o
pcDNAS3.1-simulado que servia como un control, usando Lipofectamine 2000 (fabricado por Life Technologies Ltd.
Japon) y cada suspension celular se dispensé a 50 pl/pocillo en una microplaca de tamafio medio de 96 pocillos
(fabricada por Corning Incorporated). Las células se cultivaron durante una noche en medio DMEM que contenia
FBS al 10 % en condiciones de temperatura de 37 °C y con CO; al 5 %. Las células transfectadas asi obtenidas en
un estado adherente se usaron como tales en un ELISA celular.
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1) -4-3 ELISA celular

Después de retirar el sobrenadante del cultivo de las células HEK 293 transfectadas con el vector de expresion
preparado en el apartado 1) -4-2, el sobrenadante de cultivo de hibridoma se afiadi6é a cada una de las células HEK
293 transfectadas con pcDNA3.1-DR5M y a las células HEK 293 transfectadas con pcDNA3.1-simulado, y la placa
se dejo reposar a 4 °C durante 1 hora. Después de lavar las células de cada pocillo una vez con PBS que contenia
FBS al 5%, a cada pocillo se le afadié anti-lgG de ratén de cabra, conjugado con peroxidasa (fabricado por
Chemicon Co., Ltd., n.° AP181P) diluido a 500 veces con PBS que contenia FBS al 5 % , y la placa se dejo reposar
a 4 °C durante 1 hora. Después de lavar las células de cada pocillo 5 veces con PBS que contenia FBS al 5 %, una
solucion reveladora de color OPD (diclorhidrato de o-fenilendiamina (fabricada por Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) y H20O- se disolvieron a 0,4 mg/mly al 0,6 % (v/v), respectivamente, en una solucion para disolver OPD (citrato
trisddico 0,05 M y dodecahidrato fosfato de hidrégeno disddico 0,1 M pH 4,5) se afiadié a 25 pl/pocillo. Se dejé
proseguir una reaccion de revelado de color mientras algunas veces se agitaba la mezcla de reaccion, y la reaccion
de revelado de color se detuvo afiadiendo HCI 1 M a 25 pl/pocillo. Después de esto, se midié una absorbancia a 490
nm usando el lector de placa (ARVO, fabricado por Perkin Elmer, Inc.). Para seleccionar un hibridoma que produjese
un anticuerpo que se uniese especificamente a DR5 expresado en la membrana celular, se seleccioné un hibridoma
que producia un sobrenadante de cultivo que, en comparacién con las células HEK293 transfectadas con el
pcDNAS3.1-simulado (control), mostraba una mayor absorbancia en las células HEK 293 transfectadas con el vector
de expresion pcDNA3.1-DR5M, que era positivo para la produccién de un anticuerpo anti-DR5

1) -5 Identificacion del anticuerpo por el procedimiento de citometria de flujo
1) -5-1 Preparacion de células que expresan el gen antigénico

Se sembraron células 293T a 5 x 10* células/cm? en un matraz de 225 cm? (fabricado por Sumitomo Bakelite Co.,
Ltd.) y se cultivaron durante una noche en medio DMEM que contenia FBS al 10 % en condiciones de 37 °C y CO,
al 5 %. Al siguiente dia, las células 293T se transfectaron con pcDNA3.1-DR5M o pcDNAS3.1-simulado que sirve
como un control usando Lipofectamine 2000 y cultivado adicionalmente durante una noche en condiciones de 37 °C
y CO2 al 5 %. Al dia siguiente, las células 293T transfectadas con el vector de expresion se trataron con TrypLE
Express (fabricado por Life Technologies Japdn Ltd.). Después, las células se lavaron con DMEM que contenia FBS
al 10 %, y después de esto se suspendieron en PBS que contenia FBS al 5 %. La suspension celular asi obtenida se
uso en un analisis de citometria de flujo.

1) -5-2 Analisis de citometria de flujo

La suspension celular 293T preparada en 1) -5-1 se centrifugd y se retir6 el sobrenadante. Después, el
sobrenadante de cultivo de hibridoma se afiadié a cada una de las células 293T transfectadas con pcDNA3.1-DR5M
y las células 293T transfectadas con pcDNAS3.1-simulado para suspender las células, y las células se dejaron
reposar a 4 °C durante 1 hora. Después las células se lavaron dos veces con PBS que contenia FBS al 5 %, una
fraccion de IgG de cabra conjugada con fluoresceina contra IgG de raton (molécula entera) (fabricada por Cappel
Co., Ltd., n.° 55493) diluida 1.000 veces con PBS que contenia FBS al 5 % se afiadié al mismo para suspender las
células, y las células se dejaron reposar a 4 °C durante 1 hora. Después las células se lavaron 3 veces con PBS que
contenia FBS al 5 %, las células se resuspendieron en PBS que contenia FBS al 5 % complementado con 7-
aminoactinomicina D 2 pg/ml (fabricado por Invitrogen (Molecular Probes) Corporation) y la deteccion se realizé
usando un flujocitémetro (FC500, Beckman Coulter, Inc.). Los datos se analizaron usando FlowdJo (Tree Star, Inc.).
Las células muertas positivas a 7-aminoactinomicina D se excluyeron usando una seleccion. Después, se crearon
histogramas de intensidad de fluorescencia FITC de células viables. Un hibridoma que produce una muestra que da
una mayor intensidad de fluorescencia en el histograma de intensidad de fluorescencia de las células 293T
transfectadas con pcDNA3.1-DR5M en comparacion con el histograma de intensidad de fluorescencia de las células
293T transfectadas con pcDNA3.1-simulado que sirve como control se seleccionaron para ser positivas para la
produccién de un anticuerpo anti-DRS5.

1) -6 Exploracién en términos de efecto citocida

Usando los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas seleccionados que eran positivos para la produccién de un
anticuerpo anti-DR5 en 1) -4 y 1) -5, se confirmo un efecto inductor de muerte celular en la linea celular Jurkat de
linfocito T humano. El anti IgG Fc de ratén de cabra AffiniPure especifico (fabricado por Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., n.° 115-005-071) preparado a 50 ug/ml con Tris-HCI 5 mM (pH 8,5) se dispensd a 25 pl/pocillo en
una microplaca de media area de 96 pocillos (fabricada por Corning Incorporated) y la placa se dejé reposar durante
una noche a 4 °C. Después cada pocillo se lavd dos veces con PBS, se afiadié un sobrenadante de cultivo de
hibridoma a cada pocillo y la placa se dejo reposar durante una noche a 4 °C. Después cada pocillo se lavd dos
veces con PBS, se prepararon células Jurkat a 4,0 x 10 células/ml en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10 %
se afadieron a 25 pl/pocillo y se cultivaron en las condiciones de 37 °C y CO» al 5 % durante 20 horas. El efecto
citocida del anticuerpo monoclonal anti-DR5 presente en el sobrenadante del cultivo de hibridoma se evalué
mediante determinacion cuantitativa de la cantidad de ATP procedente de células viables usando un kit de ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571). Como resultado, se
establecieron hibridomas que producian 5 tipos de anticuerpos monoclonales (B086, B139, B192, B273 y B467),
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cada uno de ellos mostraron una disminucién en la cantidad de ATP al 80 % o mas en comparacion con el caso de
afadir el medio para cultivar el hibridoma.

1) -7 Determinacion de isotipo del anticuerpo monoclonal

Los isotipos de los anticuerpos monoclonales se determinaron usando el kit de isotipificado monoclonal de ratéon
(fabricado por Abd Serotec, Inc.). Como resultado, se confirmé el isotipo de B086, B139, B192, B273, B467 que era
la cadena k de IgG1.

1) -8 Preparacion del anticuerpo monoclonal

El anticuerpo monoclonal se purificé de la ascitis de un ratén al que se implanté un hibridoma (en el presente
documento en lo sucesivo denominado “material de partida para la purificacion del anticuerpo”).

La ascitis de raton se preparoé de la siguiente manera. En primer lugar, ratones BALB/cAJcl-nu/nu (Japén SLC, Inc.)
de 7 a 8 semanas de vida se trataron con pristano (fabricado por Sigma Co., Ltd.) y después de aproximadamente 3
semanas, se implantd un hibridoma lavado con solucion salina fisioldgica, en la cavidad abdominal a 1 x 107 células
por raton. Después de 1 a 2 semanas, la ascitis acumulada en la cavidad abdominal se recogié y se esteriliz6 a
través de un filtro de malla de 0,22 ym y el material resultante se us6 como material de partida para la purificacion
del anticuerpo.

El anticuerpo se purificd mediante Hitrap MabSelect SuRe (fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.). Es
decir, el material de partida para la purificacion del anticuerpo se afiadié a una columna, y la columna se lavé con
PBS, y después de eso, se realizd la elucion con clorhidrato de arginina 2 M, pH 4,0. Después de neutralizar la
solucién de anticuerpo eluida, el tampdén se reemplazé con PBS. La concentracion del anticuerpo se obtuvo
eluyendo el anticuerpo unido a una Columna PEEK POROS G de 20 ym, 4,6 mm x 50 mm, 0,83 ml (Applied
Biosystems, Inc.) y se midi6 la absorbancia (D.O. 280 nm) del eluato. Especificamente, se afiadié una muestra de
anticuerpo diluida con PBS a POROS G 20 ym equilibrada con un tampdn de equilibrio (dodecahidrato de
dihidrogeno fosfato sédico 30,6 mM, fosfato monopotasico 19,5 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,0). Después, la columna se
lavo con el tampén de equilibrio, y el anticuerpo unido a la columna se eluy6é después con un eluyente (HCI 0,1 %
(v/v), NaCl 0,15 M). El area pico de la absorbancia (DO 280 nm) del eluato se midi6 y la concentracion se calculd de
acuerdo con la siguiente ecuacion: concentracion de la muestra de anticuerpo (mg/ml) = (area pico de la muestra de
anticuerpo)/(area pico del patron de referencia (IgG1 humana) x concentracion del patrén de referencia (mg/ml) x
factor de dilucién de la muestra. Ademas, la concentraciéon de la endotoxina contenida en el anticuerpo obtenido se
midi6 usando el Ensayo Limulus ES-Il Single de Wako (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 295-51030 que
contenia endotoxina patréon de control) y un toxindmetro (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., ET-301 o ET-5000) y
se confirmd que era de 1 UE/mg o menor. El anticuerpo resultante se usé en el experimento posterior.

1) -9 actividad citocida in vitro del anticuerpo B273 de ratén contra lineas celulares de cancer humano

Cada una de una linea celular Jurkat de linfoma T humano y una linea celular de glioblastoma humano U-87MG se
preparé a 4,4 x 10* células/ml en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10 % o medio MEM (medio esencial
minimo) que contenia FBS al 10 % y se afiadid a una microplaca de 96 pocillos blancos de fondo transparente
(fabricada por Corning Incorporated) a 45 pl/pocillo, y se cultivd durante una noche en las condiciones de
temperatura a 37 °C y con CO; al 5 %. El anticuerpo B273 de ratén o el anticuerpo IgG1 de ratén (fabricado por Ry
D Systems, Inc.) se mezclé con la misma concentracion de anti Fc de IgG de ratdn de cabra AffiniPure especifico
(fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., n.° 115-005-071) y la mezcla resultante se afiadié a 5
pl/pocillo de tal manera que la concentracion final del anticuerpo B273 de raton o del anticuerpo IgG1 de raton fuese
de 10.000 a 0,01 ng/ml y las células se cultivaron en condiciones de 37 ° y CO- al 5 % durante 24 horas. La cantidad
de ATP procedente de células viables en cada pocillo se midié con un luminémetro (fabricado por Perkin Elmer, Inc.)
usando un kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.°
G7571) de acuerdo con el protocolo adjunto. La actividad citocida se evalué tomando el valor obtenido del pocillo, al
cual se afiadid el medio, en lugar de la solucion de anticuerpo como 100 % (Figura 1). En cada grafico, la viabilidad
celular se expres6 como una media + desviacion tipica (n = 3). Como resultado, se descubrié que el anticuerpo B273
de ratén exhibia un efecto citocida en ambas lineas celulares de una manera dependiente de la concentracion del
anticuerpo.

[Ejemplo 2] Clonacion del gen del anticuerpo B273 de raton y produccion del gen del anticuerpo quimérico humano
2) -1 Clonacién del ADNc del anticuerpo B273 de raton y determinacion de secuencia

2) -1-1 Determinacion de las secuencias de aminoacidos N-terminal de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
B273 de ratén

Para determinar las secuencias de aminoacidos N terminal de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo B273 de
raton, el anticuerpo B273 de raton purificado en el Ejemplo 1-8 se separd por SDS-PAGE. La proteina en el gel se
transfirio desde el gel, después de la separacion, a una membrana de PVDF (tamafio de poro: 0,45 ym, fabricada
por Invitrogen Corporation). La membrana se lavé con un tampén de lavado (NaCl 25 mM, tampén borato sédico 10
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mM pH 8,0) y después de esto se tifid sumergiéndolo en una solucién colorante (metanol al 50 %, acido acético al
20 % y azul brillante de Coomassie al 0,05 %) durante 5 minutos, seguido de eliminacién de la tinciéon con metanol al
90 %. Las partes de la banda correspondientes a la cadena pesada (la banda con menor movilidad) y la banda
correspondiente a la cadena ligera (la banda con mayor movilidad) visualizadas sobre la membrana de PVDF se
escindieron y se realizd un intento para identificar sus secuencias de aminoacidos N terminal respectivas mediante
un procedimiento Edman automatico (véase Edman y col. (1967) Eur. J. Biochem. 1, 80) usando Procise (marca
registrada) Modelo 492cLC Secuenciador de Proteina cLC (Applied Biosystems, Inc.). Como resultado, la secuencia
de aminoacidos N terminal de la banda correspondiente a la cadena pesada del anticuerpo B273 de raton fue
EVQLQQSGPELVKPG (SEQ ID NO: 1 en el Listado de Secuencias) y la secuencia de aminoacidos N terminal de la
banda correspondiente a la cadena ligera del anticuerpo B273 de ratén fue DVVMTQTPLSLPVSLGDQAS (SEQ ID
NO: 2 en el Listado de secuencias).

2) -1-2 Preparacion de ARNm del hibridoma productor del anticuerpo B273 de raton

Para clonar los ADNc que codifican la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo B273 de raton,
respectivamente, se prepar6 ARNm del hibridoma productor del anticuerpo B273 de ratén usando el Kit de
Purificacion de ARNm Quick Prep (GE Healthcare Bio-Sciences Co., Limitado.).

2) -1-3 Clonacién del ADNc del anticuerpo B273 de raton y determinacion de secuencias

Con referencia a los hallazgos de que los isotipos de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo B273 de ratén eran
los y1 y k encontrados en el Ejemplo 1-7, y a las secuencias de aminoacidos N terminal de las cadenas pesada y
ligera determinadas en el apartado 2) -1-1 anterior, y a la base de datos de las secuencias de aminoacidos de
anticuerpos preparadas por Kabat y col. (véase Kabat, EA y col., (1991), in Sequences of Proteins of Immunological
Interest Vol. | and IlI, U.S. Department of Health and Human Services), se sintetizaron diversos cebadores
oligonucleotidicos que hibridaban con la regién 5 terminal de una regién que codificaba el gen del anticuerpo y la
region 3’ terminal del mismo que contenia un coddén de terminacion, respectivamente, y se amplific6 un ADNc que
codificaba la cadena pesada y un ADNc que codificaba la cadena ligera usando el ARNm preparado en el apartado
2) -1-2 y el Kit para PCR de ARN de una etapa TaKaRa (AMV) (TaKaRa Bio, Inc.). Como resultado, el ADNc que
codificaba la cadena pesada del anticuerpo y el ADNc que codificaba la cadena ligera del anticuerpo pudieron
amplificarse mediante los siguientes conjuntos de cebadores.

Un conjunto de cebadores para la cadena pesada

5’-aagaattcatgggatggagctgtatc-3° (MH258E1F1: SEQ ID NO: 3 en el Listado de Secuencias)
5’-aagatatcttatttaccaggagagtgggagag-3' (G1EVR1: SEQ ID NO: 4 en el Listado de Secuencias)

Un conjunto de cebadores para cadena ligera

5’-aagaattcatgaagttgcctgttagg-3' (MK19EIF1: SEQ ID NO: 5 en el Listado de Secuencias)
5’-aagatatcttaacactcattcctgttgaagct-3’' (KEVR1: SEQ ID NO: 6 en el Listado de Secuencias)

Cada uno de los ADNc que codificaba la cadena pesada y el ADNc que codificaba la cadena ligera amplificado por
PCR se cloné usando el Kit de Expresion pEF6/V5-His TOPO TA (Invitrogen Corporation), y cada una de las
secuencias de nucleétidos de la cadena pesada y de la cadena ligera clonada se determind usando un analizador de
secuencias de genes (“ABl PRISM 3700 DNA Analyzer; Applied Biosystems” o “Applied Biosystems 3730xI Analyzer;
Applied Biosystems”). En la reaccién de secuenciacion, se us6 GeneAmp 9700 (Applied Biosystems, Inc.).

La secuencia de nucleétidos determinada del ADNc que codifica la cadena pesada del anticuerpo B273 de ratén se
representa por SEQ ID NO: 7 en el Listado de Secuencias y su secuencia de aminoacidos se representa por SEQ ID
NO: 8. La secuencia de nucleotidos del ADNc que codifica la cadena ligera del anticuerpo B273 de raton se
representa por SEQ ID NO: 9 en el Listado de Secuencias y su secuencia de aminoacidos se representa por SEQ ID
NO: 10 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 7 y 8 se muestran en la Figura 28, y las
secuencias de las SEQ ID NO: 9 y 10 se muestran en la Figura 29.

Adicionalmente, las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y de la cadena ligera se analizaron por
comparacion usando KabatMan (véase PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 25 (1996), 130-133), que es
la base de datos de las secuencias de aminoacidos de anticuerpos. Como resultado, se descubrié que en la cadena
pesada del anticuerpo B273 de ratdn, la secuencia de aminoacidos representada por los nimeros de aminoacidos
20 a 141 de SEQ ID NO: 8 en el Listado de Secuencias es una regién variable. También se descubrié que en la
cadena ligera del anticuerpo B273 de raton, la secuencia de aminoacidos representada por los numeros de
aminoacidos 20 a 133 de SEQ ID NO: 10 en el Listado de Secuencias es una region variable.

2) -2 Produccion del vector de expresion del anticuerpo B273 quimérico
2) -2-1 Produccion de vectores de expresion universales pEF6KCL y pEF1FCCU

2) -2-1-1 Construccion del vector de expresion pEF6KCL de cadena ligera quimérica y humanizada

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 675847 T3

Realizando PCR, usando como molde el plasmido pEF6/V5-HisB (Invitrogen Corporation) y también usando los
siguientes cebadores, se obtuvo un fragmento de ADN desde inmediatamente aguas abajo de BGHpA (Posicion de
Secuencia: 2174) hacia Smal (Posicion de Secuencia: 2958) (un fragmento de ADN que contiene el origen de
replicacion f1 y el promotor y origen de SV40, en lo sucesivo en el presente documento denominado “fragmento A”).

5’-ccacgcgccctgtagcggegcattaage-3’ (cebador EFF1: SEQ ID NO: 11 en el Listado de Secuencias)
5’-aaacccgggagctttttgcaaaagcctagg-3’ (cebador EFsmaR: SEQ ID NO: 12 en el Listado de Secuencias)

El fragmento A obtenido y un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 13, en lo sucesivo en el presente documento
denominado “fragmento B”) que contiene una secuencia de ADN que codifica una sefial secretora de cadena k
humana, una region constante de cadena k humana y una sefial adicional poli A humana se ligaron entre si
mediante PCR de extension solapante. El fragmento de ADN asi obtenido, en el que el fragmento A y el fragmento B
se ligaron entre si, se sometié a digestion con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, que se ligd con el plasmido
pEF6/V5-HisB (Invitrogen Corporation) que se sometié a digestion con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal,
mediante lo cual se construyo un vector de expresion pEF6KCL de cadena ligera quimérica y humanizada que tenia
una secuencia de sefial, un sitio de clonacién, una region constante de cadena k humana y una secuencia sefial
adicional poli A humana aguas abajo del promotor EF1.

2) -2-1-2 Construccion de pEF1/KCL

Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el vector pEF6KCL obtenido mediante el procedimiento descrito
anteriormente con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal se ligé con pEF1/myc-HisB (Invitrogen Corporation) que
se sometio a digestion con Kpnl y Smal, mediante lo cual se construyé un plasmido pEF1KCL.

2) -2-1-3 Construccion del vector de expresion pEF1FCCU de cadena pesada quimérica y humanizada

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 14) que contiene una secuencia de ADN que codifica los aminoacidos de una
secuencia sefial y una region constante de IgG1 humana se sometié a digestion con las enzimas de restriccion Nhel
y Pmel y se ligo con el plasmido pEF1KCL que se sometio a digestion con Nhel y Pmel, mediante lo cual se
construy6 un vector de expresion pEF1FCCU de cadena pesada quimérica y humanizada que tenia una secuencia
sefial, un sitio de clonacion, una region constante de cadena pesada humana y una secuencia sefial adicional poli A
humana aguas abajo del promotor EF1.

2) -2-2 Construccion del vector de expresion de cadena ligera de tipo quimera de B273

Usando como molde el ADNc que codifica la cadena ligera del anticuerpo B273 de ratén y también usando KOD-
Plus-(TOYOBO, Co., Ltd.) y el siguiente conjunto de cebadores, se amplificd una regién que contenia el ADNc que
codifica la regién variable de cadena ligera. Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el producto amplificado con
las enzimas de restriccion Ndel y BsiWI| se inserté en el vector de expresion de cadena ligera del anticuerpo
quimérico y humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion Ndel y BsiWl,
mediante lo cual se construyd un vector de expresion de cadena ligera de tipo quimera de B273. El vector de
expresion asi obtenido se denominé “pEF6KCL/B273L". La secuencia de nucledtidos de la cadena ligera de tipo
quimera de B273 se representa por SEQ ID NO: 15 en el Listado de Secuencias y su secuencia de aminoacidos de
se representa por SEQ ID NO: 16. Las secuencias de las SEQ ID NO: 15y 16 se muestran en la Figura 30. Por otro
lado, el resto de aminoacido en la posicion 134 en la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo quimera
representada por SEQ ID NO: 16 en el Listado de Secuencias se localiza en el extremo carboxilo de la region
variable de cadena ligera y corresponde al resto de alanina en la posicién 133 en la secuencia de aminoacidos de la
cadena ligera del anticuerpo B273 de ratén representada por SEQ ID NO: 10 en el listado de secuencias, sin
embargo, en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 16, el resto ya se ha sustituido con un resto
de treonina procedente de una cadena ligera del anticuerpo humano.

Conjunto de cebadores para la cadena ligera:

5’-aaacatatggcgatgttgtgatgacccaaactccactctcc-3’ (B273LF: SEQ ID NO: 17 en el Listado de Secuencias)
5’-aaacgtacgtttgatttccagcttggtgcctccaccgaacg-3’' (B273LR: SEQ ID NO: 18 en el Listado de Secuencias)

2) -2-3 Construccion del vector de expresion de cadena pesada de tipo quimera de B273

Usando como el ADNc que codifica la cadena pesada del anticuerpo B273 de ratén y también usando KOD-Plus-
(TOYOBO, Co., Ltd.) y el siguiente conjunto de cebadores, se amplificé una region que contenia el ADNc que
codifica la region variable de cadena pesada. Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el producto amplificado
con la enzima de restriccion Blpl se insert6 en el vector de expresion de cadena pesada del anticuerpo quimérico y
humanizado universal (pEF1FCCU) en el sitio escindido con la enzima de restriccion Blpl, mediante lo cual se
construy6 un vector de expresion de cadena pesada de tipo quimera de B273. El vector de expresion asi obtenido se
denominé “pEF1FCCU/B273H". La secuencia de nucleétidos de la cadena pesada de tipo quimera de B273 se
representa por SEQ ID NO: 19 en el Listado de Secuencias y su secuencia de aminoacidos se representa por SEQ
ID NO: 20. Las secuencias de las SEQ ID NO: 19 y 20 se muestran en la Figura 31.

Conjunto de cebadores para la cadena pesada:
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5’-aaagctgagcgaggttcagctgcagcagtctggacctgage-3 {(B273HF: SEC ID N°: 21 en el Listado de Secuencias)
5’-aaagctgagctgactgtgagagtggtgccttggccccagtag-3' (B273HR: SEC ID N°: 22 en el Listado de Secuencias)

2) -3 Preparacion del anticuerpo quimérico B273
2) -3-1 Produccion del anticuerpo quimérico B273

Se sembraron 1,2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento
logaritmico en 1,2 | de Medio de Expresion FreeStyle 293 reciente (Invitrogen Corporation) y se cultivaron durante 1
hora agitando a 90 rpm a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. Se disolvieron 3,6 mg de polietilenimina
(Polyscience n.° 24765) en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente,
pEF1FCCU/B273H (0,4 mg) y pEF6KCL/B273L (0,8 mg) preparados con el Kit para plasmidos PureLink HiPure
(Invitrogen Corporation) se suspendieron en 20 ml de medio Opti-Pro SFM. Después, 20 ml del liquido obtenido con
la mezcla de vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afiadieron a 20 ml del liquido obtenido con la mezcla de
polietilenimina/Opti-Pro SFM y la mezcla resultante se agitdé suavemente y después se dejoé reposar durante 5
minutos. Después de esto la mezcla se afadio a las células FreeStyle 293F y el cultivd se realizé agitando a 90 rpm
durante 7 dias a 37 °C en una incubadora con CO; al 8 %. El sobrenadante del cultivo resultante se filtr6 a través de
un filtro de capsula desechable (Advantec n.° CCS-045-E1H).

Un anticuerpo B273 quimérico obtenido por una combinacion de pEF1FCCU/B273H y pEF6KCL/B273L se denomind
“cB273".

2) -3-2 Purificacion de cB273

El sobrenadante de cultivo obtenido en el apartado 2) -3-1 anterior se purificd6 mediante un proceso de dos etapas
que incluia cromatografia de afinidad de rProteina A (a una temperatura de 4 a 6 °C) e hidroxiapatita de ceramica (a
temperatura ambiente). Se realizé una etapa de reemplazo de tampoén después de la purificacion mediante
cromatografia de afinidad de rProteina A y después de la purificacion mediante hidroxiapatita de ceramica a
temperatura ambiente. En primer lugar, 1100 a 1200 ml del sobrenadante de cultivo se aplicaron a MabSelect SURE
(fabricado por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 ml) conectadas en serie)
equilibrado con PBS. Después de verter toda la solucion del cultivo en la columna, esta se lavé con 15 a 30 ml de
PBS. Posteriormente, la elucion se realizdé con una solucién de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0) y se recogié una
fraccion que contenia el anticuerpo. La fraccion se aplic6 a una columna desalinizadora (fabricada por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie),
mediante lo cual el tampon se reemplazé por un tampén que contenia fosfato sédico 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20
mM a pH de 6,5. Posteriormente, la solucién del anticuerpo sometida al reemplazo del tampoén se aplicé a una
columna de hidroxiapatita de ceramica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc., Bio-Scale CHT2-1 columna de
hidroxiapatita (volumen: 2 ml)) equilibrada con un tampon que contenia NaPi 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH
6,5. Después, se realizd una elucion en gradiente de concentracion lineal con cloruro de sodio y se recogié una
fraccion que contenia el anticuerpo. La fraccion se aplic6 a una columna desalinizadora (fabricada por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie),
mediante lo cual el liquido se reemplazé por CBS (tampén citrato 10 mM que contenia cloruro de sodio 140 mM, pH
6,0). Finalmente la solucion resultante se concentré6 usando un Dispositivo de filtro Centrifugal UF VIVASPIN 20
(peso molecular fraccional: 30 K, Sartorius Co., Ltd., a 4 °C) y la concentracion de IgG se ajustd a 1,0 mg/ml o mas,
y la solucion asi obtenida se usé como una muestra purificada.

[Ejemplo 3] Medicioén de la actividad del anticuerpo quimérico humano B273 (cB273) (in vitro)
3) -1 Estudio de la propiedad de unién selectiva del anticuerpo cB273 con el dominio extracelular de DR5 humano

La propiedad de unién de cB273 con proteinas de dominio extracelular de TRAIL R1 a R4 humano y TRAIL R2 de
raton (fabricado por R y D Systems, Inc.) se estudid mediante un procedimiento de ELISA directo descrito mas
adelante. En primer lugar, cada una de las proteinas de dominio extracelular de TRAIL Rs se diluyé a 1 pug/ml con
PBS y la solucién diluida se dispensé a 50 pl/pocillo en una inmunoplaca (fabricada por Nunc, Inc., n.° 442404) y la
placa se dejo reposar durante una noche a 4 °C, mediante lo cual la proteina se adsorbié a la placa. Al dia siguiente,
el liquido de cada pocillo se retird y cada pocillo se lavdé una vez con PBS. Después de esto, para suprimir la
adsorcion no especifica de las proteinas, se dispensé PBS que contenia suero bovino fetal al 3 % a 200 pl/pocillo, y
la placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1,5 horas. El liquido de cada pocillo se retiré y se
afadieron a estos cB273 o TRAIL humano soluble (fabricado por ALEXIS Corporation, n.° ALX-522-003) diluido con
PBS que contenia suero bovino fetal al 3 % a 50 pl/pocillo. Después de dejar reposar la placa a temperatura
ambiente durante 1,5 horas, se afiadié PBS a cada pocillo y después se retiré el liquido del pocillo el cual se lavé
dos veces con PBS. Después, al pocillo al cual se habia afiadido el anticuerpo cB273, se afiadié anti IgG humana de
cabra especifico del F(ab’)2, conjugado con peroxidasa (fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,
n.° 109-035-097) diluido 2500 veces con PBS que contenia suero bovino fetal al 3 % a 50 pl/pocillo, y al pocillo al
cual se habia afadido TRAIL soluble, se afiadié el anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2 conjugado con peroxidasa
diluido 2000 veces a 50 pl/pocillo y la placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después se
afiadié PBS a cada pocillo, el liquido se retird del pocillo y este se lavd dos veces con PBS. Después de esto, se
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afiadié un liquido revelador de color OPD a 100 pl/pocillo, mediante lo cual se reveld un color. Después, se afadié
HCI 1 M a 100 pl/pocillo, mediante lo cual en la reaccién de revelado de color se detuvo. Después de esto, se midid
la absorbancia a 492 nm usando un lector de placa. La Figura 2A muestra los resultados para cB273, y la Figura 2B
muestra los resultados para TRAIL soluble. Los datos en los graficos se expresan mediante una media + desviacion
tipica (n = 3). Como resultado, se observo que cB273 se unia selectivamente al dominio extracelular de TRAIL R2
humano.

3) -2 Evaluacion de la actividad de union del anticuerpo cB273 usando Biacore
3) -2-1 Preparacion de la proteina de dominio extracelular de DR5 humano
3) -2-1-1 Produccidn del vector de expresion de la proteina del dominio extracelular de DR5

Para construir un vector que expresase una region (en lo sucesivo en el presente documento denominado “sDR5”)
compuesta por una secuencia de aminoacidos mostrada por los nimeros de aminoacidos 1 a 130 de DR5 humano
representada por SEQ ID NO: 23 en el Listado de Secuencias, se realizé una reaccion de PCR usando un conjunto
de cebadores para amplificar sDR5: DR5 Ndefw: 5’-gtggcatatggctctgatcacccaacaa-3’ (SEQ ID NO: 24 en el Listado
de Secuencias) y DR5 Xhorv: 5’-cgcctcgagtgattctttgtggacaca-3' (SEQ ID NO: 25 en el Listado de Secuencias) y
también usando como molde un ADNc que codificaba un dominio extracelular de DR5 humano. El producto
resultante de la PCR se escindié con Ndel y Xhol y se clon6 en el sitio Ndel/Xhol de pET21b(+) (fabricado por
Novagen, Inc.) (en lo sucesivo en el presente documento abreviado como “pET21b(+)-sDR5”). Ademas, una proteina
recombinante expresada por “pET21b(+)-sDR5” se denominé “rsDR5” (SEQ ID NO: 26 en el Listado de Secuencias)
en lo sucesivo en el presente documento y en los dibujos.

3) -2-1-2 Produccion de la proteina de dominio extracelular de DR5 (rsDR5)

Escherichia coli Origami B (DE3) (fabricada por Novagen, Inc.) se transformé con el plasmido de expresion
pET21b(+)- sDR5 y se cultivd en medio 2-YT complementado con ampicilina 100 pg/ml (fabricado por Sigma Co.,
Ltd.) y kanamicina 15 pg/ml (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y se indujo la expresién de una
proteina parcial de DR5 por la adiciéon de IPTG 0,5 mM. Las células se recogieron por centrifugacion a 6000 rpm
durante 20 minutos y se suspendieron en un tampén de unién (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM), seguido de
homogeneizacion con ultrasonido en hielo. EI homogeneizado resultante se centrifugé a 25.000 rpm durante 20
minutos. El sobrenadante se recuperd y se aplico a Ni-NTA (fabricado por Invitrogen Corporation). Después de
realizar el lavado con el tampon de unidn, se realizé la eluciéon con un tampon de elucion (Tris-HCI 50 mM pH 7,5,
NaCl 300 mM e imidazol 300 mM). La muestra eluida se dializé con un tampén de didlisis (Tris-HCI 50mM, pH 8,0,
NaCl 20 mM) y se aplico a Mono Q y se realizé una elucion en gradiente con un tampén de elucion (Tris-HCI 50 mM
pH 8,0, 1 M NaCl). La muestra eluida se purificé adicionalmente mediante cromatografia de columna con filtracion
en gel (Superdex 75 16/60, fabricada por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.) usando PBS como disolvente. La
concentracion de la proteina recombinante asi obtenida se midié a UV 280 nm (constante de absorbancia molar:
14855).

3) -2-2 Medicion de la actividad de unién usando Biacore

La constante de disociacion de cada uno del anticuerpo cB273 y rsDR5 se midié usando Biacore 3000 (GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.) mediante un procedimiento de captura en el que un anticuerpo se capturd
mediante un anticuerpo anti IgG (Fc) humano inmovilizado y la mediciéon se realizé usando un antigeno como un
analito. El anticuerpo anti IgG (Fc) humano (Kit de Captura de Anticuerpos Humanos, GE Healthcare Bio-Sciences
Co., Ltd.) se inmoviliz6 de manera covalente sobre una microplaca detectora CM5 (Biacore, Inc.) a
aproximadamente 8000 UR mediante un procedimiento de acoplamiento con amina. La inmovilizacién se realizé
también sobre una célula de referencia de la misma manera. Como un tampoén de desarrollo, se usé6 HBS-EP
(HEPES 10 pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 a 0,05 %). Sobre la microplaca que tenia el
anticuerpo anti IgG (Fc) humano inmovilizado sobre la misma, se afiadié una solucion de anticuerpo cB273 50 nM a
un caudal de 10 pl/min durante 60 segundos, y después, se afiadioé una serie de diluciéon de rsDR5 (0,63-20 nM) a un
caudal de 30 pl/min durante 60 segundos y posteriormente, se monitorizé la fase de disociacion durante 300
segundos. Como una solucion de regeneracion, se afiadié cloruro de magnesio 3 M a un caudal de 10 pl/min
durante 30 segundos. En el andlisis de los datos, se us6 el programa informatico de analisis (programa informatico
BlAevaluation, version 3.1) con un modelo de unién individualizado y se calculé la constante de velocidad de
asociacion (kon), la constante de velocidad de disociacion (koff) y la constante de disociacion (KD; KD = koff/kon).
En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos de la medicién usando Biacore para el anticuerpo cB273.

3) -3 Efecto citocida in vitro del anticuerpo cB273 en lineas celulares de cancer humano

El efecto citocida del anticuerpo cB273 sobre diversas lineas celulares de cancer se estudié mediante el siguiente
procedimiento. En la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) se adquirieron A2780, SK-OV-3, SK-CO-1,
Caov-3 y NIH:OVCAR-5 (todas ellas son lineas celulares de cancer de ovario humano), HCT-15, COLO 205, HT29,
SwW480, SW620, DLD-1, COLO 201 y WiDr (todas ellas son lineas celulares de cancer de colon humano), NCI-
H1975, NCI-H292, NCI-H460 y NCI-H358 (todas ellas son lineas celulares de cancer de pulmoén humano), MDA-MB-
231y ZR-75-1 (las dos son lineas celulares de cancer de mama humano). Cada una de estas lineas celulares se
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preparé a 1 x 10° células/ml con un medio que contenia suero bovino fetal al 10 % (fabricado por Hyclone
Laboratories, Inc.) (en lo sucesivo en el presente documento denominado como “el medio”) y se sembraron a 50
pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos blanca de fondo transparente (fabricada por Corning Incorporated). El
anticuerpo cB273 se preparé a 20000 ng/ml con una solucién 1 pg/ml de un anticuerpo secundario (anti IgG Fc
humano de cabra, fabricado por MP Biomedicals, LLC.) y después se prepard a 2000, 200, 20 y 2 ng/ml con el
medio, y cada una de las soluciones resultantes se afiadié a la placa a 50 pl/pocillo (la concentracion final del
anticuerpo: 10000, 1000, 100, 10, y 1 ng/ml). Después, de incubar la placa en condiciones de 37 °C y con CO; al
5 % durante 72 horas, en cada pocillo se midié la cantidad de ATP procedente de células viables, usando un kit de
Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571) con un
luminémetro (fabricado por Berthold Technologies) de acuerdo con el protocolo adjunto. Un pocillo al cual se afiadio
el medio y la suspension celular se prepard como un pocillo de control negativo y un pocillo al cual solo se afadi6 el
medio se prepard como un pocillo de fondo, y se calcul6 la viabilidad celular en cada pocillo de ensayo. En la Figura
4, se muestra una media + desviacion tipica (n = 3) de la viabilidad celular para cada linea celular de cancer tratada
con el anticuerpo cB273. El anticuerpo cB273 exhibié una actividad citocida contra las lineas celulares excepto
contra la de SK-CO-1

Se estudid un efecto citocida in vitro sobre diversas lineas celulares de cancer usando, como objeto del ensayo,
BxPC-3 y MIA PaCa-2 (ambas de ellas lineas celulares de cancer de pancreas humano), A2058 y A375 (ambas de
ellas son lineas celulares de melanoma humano), U-87MG (una linea celular de glioblastoma humano), AN3CA (una
linea celular de cancer endometrial humano). Cada una de estas lineas celulares se preparé a 4,4 x 10* células/ml
con un medio que contenia FBS al 10 % y se afadio6 a 45 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos blanca de fondo
transparente (fabricada por Corning Incorporated), y la placa se incubé durante una noche en condiciones de 37 °C y
con CO; al 5 %. El anticuerpo cB273 se mezcloé con la misma concentracion de anti IgG Fc humano de cabra
(fabricado por MP Biomedicals, LLC.) y después la mezcla resultante se afadié a la placa a 5 pl/pocillo de tal
manera que la concentracion final del anticuerpo cB273 fuera de 10.000 a 1 ng/ml, y la placa se incub6 a 37 °C y con
CO; al 5 % durante 24 horas. La cantidad de ATP procedente de células viables en cada pocillo se midié usando un
Kit de Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571) con
un luminémetro (fabricado por Perkin Elmer Inc.) de acuerdo con el protocolo adjunto. Cada grafico muestra la
viabilidad celular expresada por la media + desviacion tipica (n = 3). Como resultado, el anticuerpo cB273 exhibi6 un
efecto citocida en todas las lineas celulares de cancer estudiadas (Fig. 5).

[Ejemplo 4] Identificacion del epitopo del anticuerpo cB273
4) -1 Produccion del fragmento Fab de cB273

El anticuerpo cB273 se dializé con PBS y después se diluy6é a 2 mg/ml con PBS y se prepard a un volumen final de
17 ml. A esto, se afadio cisteina (fabricada por Sigma Co., Ltd.) preparada a 0,1 mM con PBS en una cantidad de
1,7 ml y papaina (fabricada por Sigma Co., Ltd.) diluida a 0,1 mg/ml con PBS en una cantidad de 2,04 ml y se dej6
continuar la reaccién a 37 °C durante 5 horas, después las cuales, a esto se le afiadié N-etilmaleimida (fabricada por
Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) disuelta a 120 mM en PBS en una cantidad de 6,33 ml para detener la reaccion.
La solucién de reaccion se afiadié a Superdex 200 26/60 (fabricado por GE Healthcare, Co., Ltd.) equilibrado con
Tris-HCI 50 mM que contenia NaCl 20 mM, y se recogieron 14 ml de una fraccion correspondiente al fragmento Fab.

4)-2 Preparacion de la muestra del complejo fragmento Fab de cB273 - rsDR5

El fragmento Fab de cB273 se concentré a 9,46 mg/ml usando Amicon Ultra-15 (MWCO: 10 K) (fabricado por
Millipore Co., Ltd.) y 2 ml del fragmento Fab de cB273 asi concentrado se mezcld con 2 ml de rsDR5 concentrado a
5,6 mg/ml usando Amicon Ultra-15 (MWCO: 3 K) y la mezcla resultante se afiadié a Superdex 200 16/60 equilibrado
con Tris-HCI 20 mM que contenia NaCl 50 mM.

Se recogieron 8 ml de una fraccién correspondiente al complejo.
4) -3 Cristalizacion y analisis estructural del complejo fragmento Fab de cB273 - rsDR5

El complejo Fab cB273-rsDR5 asi obtenido se concentr6 a 25 mg/ml, que se usoé para la cristalizacion. Para la
cristalizacion, se usé un procedimiento de difusién con vapor. Una solucién obtenida afiadiendo una misma cantidad
de una solucion precipitante (polietilenglicol 4000 del 6 al 8 % (p/v), isopropanol al 20% (v/v), cloruro de litio 0,1 M,
tampon citrato 0,1 M (pH 5,6)) de 0,45 a 1,0 ul de una solucioén proteica se colocd en un envase hermético al aire, en
el que ya se habian puesto 0,45 ml de la solucion precipitante, de tal manera que ambas soluciones no se habian
puesto en contacto entre si y el recipiente se dejé en reposo a una temperatura de 22 °C. Después de 3 dias, se
obtuvo un cristal en forma de placa (0,4 mm x 0,3 mm x 0,03 mm).

El cristal asi obtenido se sumergi6 en la solucion precipitante complementada con glicerol al 30 % (v/v), y después
se congeld en una corriente con nitrégeno a -180 °C. Se recogieron datos de difraccion de rayos X en una corriente
de nitrogeno a 95 K en BL17A en la Photon Factory of the Institute of Materials Structure Science in the High Energy
Accelerator Research Organization. A partir de la imagen de difraccion obtenida, se cuantificé una intensidad de
difraccion usando el programa informatico HKL-2000 (producido por HKL Research, Inc.), y se calcularon los
factores de la estructura cristalina. El cristal obtenido pertenecia al sistema monoclinico, el grupo de simetria
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espacial fue C2 y el cristal tenia los parametros unitarios celulares: a=152,0 A, b=755A, c=116,3 A, y p = 110,2.

Se realizé un procedimiento de reemplazo molecular usando los factores de estructura obtenidos de este modo y se
determinaron las coordenadas de la estructura tridimensional de DR5 (codigo PDB: 2H9G) y de Herceptina Fab
(cédigo PDB: 1N8Z) y las fases. En el calculo, se us6é un programa informatico Phaser (CCP4: Collaborative
Computational Project n.° 4). El cristal contenia dos complejos en la unidad asimétrica.

La estructura se refind usando el programa informatico CNX (Accerlys Inc.), y el modelo se corrigié usando el
programa informatico Coot. Este procedimiento se repitio, y se obtuvo un valor R final de 25,0 % y un valor R libre de
28,7 % a una resolucion de 2,1 A. El modelo final estaba compuesto por dos complejos y contenia los restos de
aminoacidos 1 a 218 de la cadena L de Fab de cB273 (ambas moléculas), los restos de aminoacidos 1 a 222 de la
cadena H (ambas moléculas), los restos de aminoacidos 18 a 92 y 98 a 127 de una molécula de DR5 entre las dos
moléculas, los restos de aminoacidos 21 a 92 y 98 a 127 de la otra molécula de DR5 y 324 moléculas de agua. No
se observé densidad electronica clara para los restos de aminoacidos 93 a 97 de DRS5, los restos 17 o 20 en el
extremo N de DRS5, 6 restos y una etiqueta de His en el extremo C de DR5, un resto en el extremo C de la cadena L
de Fab de cB273 y 5 restos en el extremo C de la cadena H de Fab de cB273, y por lo tanto, no se construyé un
modelo. El modelo se validé mediante una representacion grafica de Ramachandran y se descubrié que solo la Val
56 de la cadena L estaba localizada fuera de la region permitida y que este aminoacido, Val 56, tenia una estructura
caracteristica de CDR L2.

Las interacciones determinadas entre el DR5 y el Fab de cB273 eran sustancialmente iguales en las dos moléculas
en la unidad asimétrica. Los restos de aminoacidos (la posicion de cada resto de aminoacido corresponde a la de
SEQ ID NO: 23) de DR5 que se encontraban a una distancia de 4 A o menor desde el Fab de cB273 eran los
siguientes: Gly26, lle34, Glu36, Asp37, Gly38, Asp56, Leu57, Leu58, Phe59, Leu61 y Arg62. La Figura 6 muestra un
modelo de cinta de todo el complejo y de su superficie y la Figura 7 muestra la interaccion entre el DR5 y la cadena
H o L del Fab de cB273.

[Ejemplo 5] Humanizacién del anticuerpo cB273 (1)
5) -1 Disefio de B273 humanizado (hB273)
5) -1-1 Modelado molecular de las regiones variables de B273

El modelado molecular de las regiones variables de B273 se realizé de acuerdo con un procedimiento en general
conocido como modelado de homologia (Methods in Enzymology, 203, 121-153, (1991)). Las secuencias primarias
(estructuras tridimensionales procedentes de las estructuras cristalinas de rayos X disponibles) de las regiones
variables de la inmunoglobulina humana registradas en el Banco de Datos de Proteinas (Nuc. Acid Res. 28, 235-242
(2000)) se compararon con las regiones variables de B273 determinadas anteriormente. Como resultado, se
seleccion6 1T66 como una secuencia que tenia la homologia de secuencia mas alta con la region variable de
cadena ligera de B273. Adicionalmente, se seleccioné 1XIW como una secuencia que tenia la secuencia de
homologia mas alta con la region variable de cadena pesada de B273. La estructura tridimensional de una region
marco conservada se preparé basandose en un “modelo estructural” combinando las coordenadas de 1T66 y 1XIW
correspondientes a la cadena ligera y cadena pesada de B273. Para las CDR, CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1 y
CDRH2 de B273 se asignaron los grupos de 16A, 7A, 9A, 10A, y 10A, respectivamente, de acuerdo con la
clasificacion de Thornton y col. (J. Mol. Biol., 263, 800-815, (1996)). La CDRH3 se clasificé en k(11) - de acuerdo
con las normas H3 (FEBS letters 399, 1-8 (1996)). Posteriormente, la confirmacion representativa de cada CDR se
incorporo en el modelo estructural.

Finalmente, para obtener un posible modelo molecular de la regién variable de B273 en cuanto a energia, se realizd
un calculo de energia excluyendo contactos interatémicos desfavorables. El procedimiento anterior se llevd a cabo
usando el programa de prediccién de estructura terciaria de proteinas Prime, disponible en el comercio, y un
programa de busquedas coordinado MacroModel (Schrodinger, LLC).

5)-1-2 Disefio de la secuencia de aminoacidos de B273 humanizado

Se construy6 un anticuerpo B273 humanizado de acuerdo con un procedimiento en general conocido como injerto
de CDR (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Se selecciond un anticuerpo aceptor basandose en la
homologia de aminoacidos dentro de la region marco conservada.

La secuencia de la regién marcoconservada de B273 se compard con todas las secuencias marco conservadas
humanas de la base de datos de Kabat (Nuc. Acid Res. 29, 205-206 (2001)) de secuencias de aminoacidos de
anticuerpos. Como resultado, se seleccionoé un anticuerpo HuMc3 como un aceptor basandose en una homologia de
secuencia del 76 % en la region marco conservada. Los restos de aminoacidos en la regién marco conservada de
HuMc3 se alinearon con los restos de aminoacidos de B273, y se identificaron las posiciones donde se utilizaban
diferentes aminoacidos. Las posiciones de estos restos se analizaron usando el modelo tridimensional de B273
construido anteriormente. Después, los restos donadores a injertar sobre el aceptor se seleccionaron de acuerdo
con los criterios proporcionados por Queen y col., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)).
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Transfiriendo algunos restos donadores seleccionados al anticuerpo aceptor, se construyeron secuencias de B273
humanizado como se describe en el siguiente Ejemplo.

5)-1-2 Humanizacion de la cadena ligera de B273
5)-1-2-1 cadena ligera de tipo hB273_L1:

Una cadena ligera de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nuimeros de aminoacidos 22 (valina), 27
(treonina), 34 (serina), 35 (leucina), 37 (acido aspartico), 38 (glutamina), 70 (lisina), 108 (leucina), 110 (isoleucina),
112 (fenilalanina), 125 (glicina) y 129 (leucina) de la cadena ligera de cB273, representada por SEQ ID NO: 16 en el
Listado de Secuencias, por isoleucina, serina, treonina, prolina, acido glutamico, prolina, glutamina, valina, valina,
tirosina, prolina y valina, respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo hB273_L1".

Una secuencia de nucleoétidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L1 se representa por SEQ ID NO: 27 en
el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273 L1 se
representa por SEQ ID NO: 28 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 27 y 28 también se
muestran en la Figura 32.

5)-1-2-2 cadena ligera de tipo hB273_L 2:

Una cadena ligera de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 37 (acido aspartico), 38
(glutamina), 108 (leucina), 110 (isoleucina), 125 (glicina) y 129 (leucina) de la cadena ligera de cB273, representada
por SEQ ID NO: 16 en el Listado de Secuencias, por acido glutamico, prolina, valina, valina, prolina y valina,
respectivamente, se denominé “cadena ligera de tipo hB273_L2".

Una secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L2 se representa por SEQ ID NO: 29 en
el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273 L2 se
representa por SEQ ID NO: 30 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 29 y 30 también se
muestran en la Figura 33.

5)-1-2-3 cadena ligera de tipo hB273_L 3:

Una cadena ligera de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 37 (acido aspartico), 38
(glutamina), 108 (leucina), 110 (isoleucina), y 129 (leucina) de la cadena ligera de cB273, representada por SEQ ID
NO: 16 en el Listado de Secuencias, por acido glutamico, prolina, valina, valina, y valina, respectivamente, se
denomind “cadena ligera de tipo hB273_L3".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L3 se representa por SEQ ID NO: 31 en
el Listado de Secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB27_3 L3 se
representa por SEQ ID NO: 32 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 31 y 32 también se
muestran en la Figura 34.

5)-1-3 Humanizacion de la cadena pesada de B273
5)-1-3-1 cadena pesada de tipo hB273_H1:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los numeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 56 (metionina), 57 (lisina), 59 (serina), 60
(histidina), 62 (lisina), 63 (serina), 67 (isoleucina), 86 (lisina), 87 (alanina), 95 (serina), 96 (treonina), 99 (histidina),
103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 114 (fenilalanina), 116 (glicina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la
cadena pesada de cB273, representada por SEC ID NO: 20 en el listado de secuencias, por glutamina, valina,
alanina, valina, lisina, valina, valina, arginina, alanina, prolina, metionina, glicina, metionina, arginina, valina, treonina,
serina, tirosina, serina, arginina, treonina , tirosina, alanina, leucina, y valina, respectivamente, se denominé “cadena
pesada de tipo hB273 H1".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273_H1 se representa por SEQ ID NO: 33
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H1
se representa por SEQ ID NO: 34 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 33 y 34 también
se muestran en la Figura 35.

5)-1-3-2 cadena pesada de tipo hB273_H2:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los numeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 62 (lisina), 95 (serina), 96
(treonina), 99 (histidina), 103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 116 (glicina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la
cadena pesada cB273, representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por glutamina, valina, alanina,
valina, lisina, valina, prolina, metionina, treonina, serina, tirosina, serina, arginina, treonina, alanina, leucina, y valina,
respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo hB273 H2".

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 675847 T3

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273_H2 se representa por SEQ ID NO: 35
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2
se representa por SEQ ID NO: 36 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 35 y 36 también
se muestran en la Figura 36.

5)-1-3-3 cadena pesada de tipo hB273_H3:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 24 (glutamina), 28
(prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina); 95 (serina), 96 (treonina), 103 (leucina), 10,6
(treonina), 110 (serina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena pesada de cB273, representada por SEQ ID NO:
20 en el Listado de Secuencias, por valina, alanina, valina, lisina, valina, prolina, treonina, serina, serina, arginina,
treonina, leucina, y valina, respectivamente, se denominé “cadena pesada de tipo hB273_H3".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273_H3 se representa por SEQ ID NO: 37
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H3
se representa por SEQ ID NO: 38 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de la SEQ ID NO: 37 y 38 también
se muestran en la Figura 37.

5)-2 Construccion de vectores de expresion de cadena ligera de tipo hB273 L1, hB273_L2 y hB273 L3

Los ADN que contenian un gen que codificaba una region variable de cadena ligera de tipo hB273_L1, hB273 L2 o
hB273_L3 representada por los nimeros de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 28, los nUmeros de aminoacidos
21 a 134 de SEQ ID NO: 30 o los nimeros de aminoacidos 21 a 134 de SEQ ID NO: 32 se sintetizaron (GENEART,
Inc. Artificial Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los fragmentos de ADN obtenidos por escisién de los
ADN sintetizados con las enzimas de restriccion Ndel y BsiWI se insertaron en el vector de expresion de cadena
ligera del anticuerpo humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion Ndel y
BsiWI, por lo cual se construyeron los vectores de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1, hB273 L2 y
hB273 L3. Los vectores de expresion obtenidos de esta manera se denominaron “pEF6KCL/hB273 L1,
“pEF6KCL/hB273_L2" y “pEF6KCL/hB273_L3”, respectivamente.

5) -3 Construccion de vectores de expresion de cadena pesada de tipo hB273_H1, hB273_H2 y hB273_H3

Los ADN que contenian un gen que codificaba una regién variable de cadena pesada de tipo hB273_H1, hB273_H2
o hB273_H3 representada por los nimeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 34 en el Listado de
Secuencias, los nimeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 36 o los nimeros de aminoacidos 20 a 141 de
SEQ ID NO: 38 se sintetizaron (GENEART, Inc. Artificial Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los
fragmentos de ADN obtenidos por escision de los ADN sintetizados con la enzima de restriccion Blpl se insertaron
en el vector de expresion de cadena pesada del anticuerpo humanizado universal (pEF1FCCU) en el sitio escindido
con la enzima de restriccion Blpl, por lo cual se construyeron los vectores de expresion de cadena pesada de tipo
hB273_H1, hB273_H2 y hB273_H3. Los vectores de expresion obtenidos de esta manera se denominaron
“‘pEF1FCCU/hB273_H1", “pEFIFC-CU/hB273_H2" y “pEF1FCCU/hB273_H3", respectivamente.

5)-4 Preparacion de anticuerpos humanizados
5)-4-1 Produccion de anticuerpos humanizados

Se sembraron 1,2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento
logaritmico en 1,2 | de Medio de Expresion FreeStyle 293 reciente (Invitrogen Corporation) y se cultivaron durante 1
hora agitando a 90 rpm a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. Se disolvieron 3,6 mg de polietilenimina
(Polyscience n.° 24765) en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente, un vector de
expresion de cadena pesada (0,4 mg) y un vector de expresion de cadena ligera (0,8 mg) preparados con el Kit para
plasmidos PureLink HiPure (Invitrogen Corporation) se suspendieron en 20 ml de medio Opti-Pro SFM. Después, 20
ml del liquido obtenido con la mezcla de vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afadieron a 20 ml del liquido
obtenido con la mezcla de polietilenimina/Opti-Pro SFM y la mezcla resultante se agitdé suavemente y después se
dejo reposar durante 5 minutos. Después de esto la mezcla se afiadié a las células FreeStyle 293F Después de 3
horas, a esto se le afiadi6 Z-VAD-FMK (Peptide Institute, Inc.) a una concentracion final de 10 uyM y el cultivo se
realiz6 agitando a 90 rpm durante 7 dias a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. El sobrenadante del cultivo
resultante se filtré a través de un filtro de capsula desechable (Advantec n.° CCS-045-E1H).

Un anticuerpo de c¢cB273 humanizado obtenido mediante una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H1 y
pEF6KCL/hB273 L1 se denominé “hB273 _H1/hB273 L1”, un anticuerpo de cB273 humanizado obtenido mediante
una combinacion de pEF1FCCU/hB273-H1 y pEF6KCL/hB273_L2 se denominé “hB273_H1/hB273 L2", un
anticuerpo de c¢B273 humanizado obtenido mediante una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H1 vy
pEF6KCL/hB273 L3 se denominé “hB273 _H1/hB273 L3”, un anticuerpo de cB273 humanizado obtenido mediante
una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H2 y pEF6KCL/hB273_L1 se denomin6é “hB273 _H2/hB273_L1", un
anticuerpo de c¢B273 humanizado obtenido mediante una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H2 vy
pEF6KCL/hB273 L2 se denominé “hB273 _H2/hB273 L2”, un anticuerpo de cB273 humanizado obtenido mediante
una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H2 y pEF6KCL/hB273_L3 se denomin6é “hB273 H2/hB273_L3", un
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anticuerpo de c¢B273 humanizado obtenido mediante una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H3 vy
pEF6KCL/hB273 L1 se denominé “hB273 H3/hB273 L1”, un anticuerpo de cB273 humanizado obtenido por una
combinacién de pEF1FCCU/hB273_H3 y pEF6KCL/hB273 L2 se denomind “hB273_H3/hB273_L2” y un anticuerpo
de cB273 humanizado obtenido mediante una combinacién de pEF1FCCU/hB273_H3 y pEF6KCL/hB273 L3 se
denominé “hB273_H3/hB273 L3".

5)-4-2 Purificacion de anticuerpos humanizados

El sobrenadante del cultivo obtenido en el apartado 5)-4-1 anterior se purific6 mediante un proceso en dos etapas
que incluia una cromatografia de afinidad de rProteina A (de 4 a 6 °C) e hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Se realizé una etapa de reemplazo de tampon después de la purificacion mediante cromatografia de
afinidad de rProteina A y después de la purificacion con hidroxiapatita de ceramica a temperatura ambiente. En
primer lugar, se aplicaron 1100 a 1200 ml de sobrenadante del cultivo a MabSelect SURE (fabricado por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 ml) conectadas en serie) equilibrada con PBS.
Después de verter toda la solucién del cultivo en la columna, la columna se lavé con 15 a 30 ml de PBS.
Posteriormente, se realizé la elucién con una solucion de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0), y se recogié una
fraccion que contenia el anticuerpo. La fraccion se aplic6 a una columna desalinizadora (fabricada por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), por
lo cual el tampdén se reemplazé con un tampoén que contenia fosfato sédico 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH
6,5. Después, la solucién de anticuerpo sometida a reemplazo de tampén se aplicé a una columna de hidroxiapatita
ceramica (Japon Bio-Rad Laboratories, Inc., Bio-Scale columna de hidroxiapatita CHT2-1 (volumen: 2 ml))
equilibrada con un tampén que contenia NaPi 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5. Después, se realiz6 una
elucién en gradiente de concentracion lineal con cloruro de sodio y se recogid una fraccion que contenia el
anticuerpo. La fraccion se aplicé a una columna desalinizadora (fabricada por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.,
dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), por lo cual el liquido se reemplazé con
CBS (tampon citrato 10 mM que contenia cloruro sédico 140 mM, pH 6,0). Finalmente, la solucion resultante se
concentrd usando un Dispositivo de Filtro Centrifuga UF VIVASPIN 20 (peso molecular fraccional: 30 K, Sartorius
Co., Ltd., a 4 °C) y la concentracion de IgG se ajustdé a 1,0 mg/ml o mas, y la solucién asi obtenida se usdé como una
muestra purificada.

[Ejemplo 6] Medicién de la actividad del anticuerpo B273 humanizado (hB273) (1)
6)-1 Evaluacion de la actividad de unién del anticuerpo hB273 usando Biacore

La constante de disociacién de cada uno de los anticuerpos anti-DR5 humanizados y rsDR5 se midié usando
Biacore T100 (GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.) mediante un procedimiento de captura en el que un anticuerpo
se captura mediante un anticuerpo anti IgG (Fc) humano inmovilizado y la medicion se realiza usando, como analito,
un antigeno. El anticuerpo anti IgG (Fc) humano (Kit de Captura de Anticuerpo Humano, GE Healthcare Bio-
Sciences Co., Ltd.) se inmoviliz6 de manera covalente sobre una microplaca detectora CM5 (BlAcore, Inc.) a
aproximadamente 10.000 UR mediante un procedimiento de acoplamiento con amina. La inmovilizacién también se
realizé sobre una célula de referencia de la misma manera. Como tampén de desarrollo, se us6 HBS-EP (HEPES 10
mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 %). Sobre la microplaca que tenia el anticuerpo anti
IgG (Fc) humano inmovilizado en su interior, se afiadié una solucién de anticuerpo de aproximadamente 20 nM a un
caudal de 10 pl/min durante 60 segundos y después, se afiadidé una serie en dilucion de rsDR5 (3,13-50 nM) a un
caudal de 30 pl/min durante 120 segundos, y posteriormente, la fase de disociacion se monitorizd6 durante 180
segundos. Se afadio cloruro de magnesio 3 M como una solucion de regeneracion, a un caudal de 10 pl/min durante
30 segundos. En el anadlisis de los datos, se usé un programa de analisis (programa informatico de evaluacion
Biacore T100, version 2.0.1) con un modelo de unién individualizado y se calculd la constante de velocidad de
asociacion (kon), la constante de velocidad de disociacion (koff) y la constante de disociacion (KD; KD = koff/kon).
En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la medicion usando Biacore para los 9 tipos de anticuerpos
DR5 humanizados.

6)-2 Actividad citocida in vitro del anticuerpo hB273 contra lineas celulares de cancer humano

El fragmento F(ab’), de cabra AffiniPure anti IgG humana especifico del fragmento Fc (fabricado por Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., n.° 109-006-098) preparado a 50 pg/ml con Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) se
dispenso a 45 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos (fabricada por Corning Incorporated), y la placa se dejé
reposar durante una noche a 4 °C. Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, se afiadié el sobrenadante del
cultivo de 293F que habia permitido producir el anticuerpo en el apartado 5)-4-1, el anticuerpo cB273 purificado
(Ejemplo 2-3-2), o IgG humana disponible en el comercio (fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., n.° 009-000-003) a 50 pl/pocillo de tal manera que la concentracion final del anticuerpo fuera de 150 a 1,5
ng/ml, y la placa se dejé reposar durante una noche a 4 °C . Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, se
afiadieron células Jurkat preparadas a 4,0 x 10* células/ml en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10 % a 50
pl/pocillo y se cultivaron en las condiciones de 37 °C y CO; al 5 % durante 23 horas. La cantidad de ATP procedente
de las células viables se determind cuantitativamente usando un kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571), y se evalud el efecto citocida de cada uno de los
anticuerpos hB273 tomando como 100 % el valor obtenido de un pocillo en el que se afiadié el medio en lugar de la
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solucion de anticuerpo. Como resultado, como se muestra en la Figura 9, con respecto a la humanizacion de la
cadena pesada de B273, se observé una tendencia de que los anticuerpos que comprendian la cadena pesada de
tipo H1 mostraban un efecto citocida ligeramente mas bajo que los anticuerpos que comprendian la cadena pesada
de tipo H2 o H3. Por otro lado, con respecto a la humanizacion de la cadena ligera de B273, se descubrio que los
anticuerpos que comprendian cualquiera de las cadenas ligeras disefiadas de tipo L1, L2 y L3 podian exhibir
sustancialmente el mismo efecto citocida.

[Ejemplo 7] Humanizacién del anticuerpo cB273 (2)
7)-1 Disefio de B273 humanizado (hB273)
7)-1-1 Disefio de la secuencia de aminoacidos de B273 humanizado

Basandose en los resultados del disefio de los anticuerpos humanizados (1) mostrado en los Ejemplos 5 y 6,
transfiriendo algunos restos donadores al anticuerpo aceptor, se construyeron secuencias B273 humanizadas como
se describe en el siguiente Ejemplo.

7)-1-2 Disefio de la secuencia de aminoacidos de B273 humanizado
7)-1-2-1 cadena pesada de tipo hB273_H1-1:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los numeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 57 (lisina), 59 (serina), 60 (histidina), 62 (lisina),
63 (serina), 67 (isoleucina), 86 (lisina), 87 (alanina), 95 (serina), 96 (treonina), 99 (histidina), 103 (leucina), 106
(treonina), 110 (serina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena pesada de cB273, representada por SEQ ID NO:
20 del Listado de Secuencias, por glutamina, valina, alanina, valina, lisina, valina, arginina, alanina, prolina,
metionina, glicina, metionina, arginina, valina, treonina, serina, tirosina, serina, arginina, treonina, leucina, y valina,
respectivamente, se denomind “cadena pesada de tipo hB273 H1-1".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H1-1 se representa por SEQ ID NO: 39
en el Listado de Secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273 H1-1 se
representa por SEQ ID NO: 40 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 39 y 40 también se
muestran en la Figura 38.

7)-1-2-2 cadena pesada de tipo hB273_H2-1:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 24 (glutamina), 28
(prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 62 (lisina), 95 (serina), 96 (treonina), 99 (histidina),
103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 116 (glicina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena pesada de
cB273, representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por valina, alanina, valina, lisina, valina,
prolina, metionina, treonina, serina, tirosina, serina, arginina, treonina, alanina, leucina, y valina, respectivamente, se
denomind “cadena pesada de tipo hB273_H2-1".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H2-1 se representa por SEQ ID NO: 41
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-
1 se representa por SEQ ID NO: 42 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 41 y 42
también se muestran en la Figura 39.

7)-1-2-3 cadena pesada de tipo hB273_H2-2:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los numeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 62 (lisina), 95 (serina), 96
(treonina), 103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 116 (glicina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena
pesada de cB273, representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por glutamina, valina, alanina,
valina, lisina, valina, prolina, metionina, treonina, serina, serina, arginina, treonina, alanina, leucina, y valina,
respectivamente, se denomind “cadena pesada de tipo hB273 H2-2".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H2-2 se representa por SEQ ID NO: 43
en el Listado de Secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273 H2-2 se
representa por SEQ ID NO: 44 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 43 y 44 también se
muestran en la Figura 40.

7)-1-2-4 cadena pesada de tipo hB273_H2-3:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 24 (glutamina), 28
(prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 62 (lisina), 95 (serina), 96 (treonina), 103 (leucina),
106 (treonina), 110 (serina), 116 (glicina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena pesada de cB273,
representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por valina, alanina, valina, lisina, valina, prolina,
metionina, treonina, serina, serina, arginina, treonina, alanina, leucina, y valina, respectivamente, se denomino
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“cadena pesada de tipo hB273 H2-3".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H2-3 se representa por SEQ ID NO: 45
en el Listado de Secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273 H2-3 se
representa por SEQ ID NO: 46 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO: 45 y 46 también se
muestran en la Figura 41.

7)-1-2-5 cadena pesada de tipo hB273_H2-4:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los nimeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 62 (lisina), 95 (serina), 96
(treonina), 99 (histidina), 103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena
pesada de cB273, representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por glutamina, valina, alanina,
valina, lisina, valina, prolina, metionina, treonina, serina, tirosina, serina, arginina, treonina, leucina, y valina,
respectivamente, se denomind “cadena pesada de tipo hB273 H2-4".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H2-4 se representa por SEQ ID NO: 47
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273_H2-4
se representa por SEQ ID NO: 48 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de SEQ ID NO: 47 y 48 también se
muestran en la Figura 42.

7)-1-2-6 cadena pesada de tipo hB273_H2-5:

Una cadena pesada de B273 humanizado disefiada sustituyendo los numeros de aminoacidos 20 (acido glutamico),
24 (glutamina), 28 (prolina), 30 (leucina), 31 (valina), 39 (isoleucina), 60 (histidina), 95 (serina), 96 (treonina), 99
(histidina), 103 (leucina), 106 (treonina), 110 (serina), 136 (treonina) y 137 (leucina) de la cadena pesada de cB273,
representada por SEQ ID NO: 20 en el Listado de Secuencias, por glutamina, valina, alanina, valina, lisina, valina,
prolina, treonina, serina, tirosina, serina, arginina, treonina, leucina, y valina, respectivamente, se denominé “cadena
pesada de tipo hB273 H2-5".

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273 H2-5 se representa por SEQ ID NO: 49
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo hB273 H2-
5 se representa por SEQ ID NO: 50 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de SEQ ID NO: 49 y 50 también se
muestran en la Figura 43.

7)-2 Construccion de vectores de expresion de cadena pesada de tipo hB273 _H1-1, hB273_H2-1, hB273_H2-2,
hB273 H2-3, hB273_H2-4 y hB273_H2-5

Los ADN que contenian un gen que codificaba una region variable de cadena pesada de tipo hB273_H1-1,
hB273 H2-1, hB273 H2-2, hB273 H2-3, hB273_H2-4 0 hB273_H2-5 representada por los nimeros de aminoacidos
20 a 141 de SEQ ID NO: 40 en el Listado de Secuencias, los nUmeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 42,
los numeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 44, los nUmeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 46,
los nimeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 48 o los numeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 50
se sintetizaron (GENEART, Inc. Artificial Gene Synthesis Service). Después, cada uno de los fragmentos de ADN
obtenidos mediante escision de los ADN sintetizados con la enzima de restriccion Blpl se insertaron en el vector de
expresion de cadena pesada del anticuerpo humanizado universal (pEF1FCCU) en el sitio escindido con la enzima
de restriccion Blpl, por lo que se construyeron los vectores de expresion de cadena pesada de tipo hB273 H1-1,
hB273_H2-1, hB273_H2-2, hB273_H2-3, hB273_H2-4 y hB273 H2-5. Los vectores de expresion asi obtenidos se
denominaron “pEF1FCCU/hB273_H1-1", “pEF1FCCU/hB273_H2-17, “pEF1FCCU/hB273_H2-2,
“pEF1FCCU/hB273_H2-3”, “pEF1FCCU/hB273_H2-4" y “pEF1FCCU/hB273_H2-5", respectivamente.

7)-3 Preparacion de anticuerpos humanizados
7)-3-1 Produccion de anticuerpos humanizados

Se sembraron 1,2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento
logaritmico en 1,2 | de Medio de Expresion FreeStyle 293 reciente (Invitrogen Corporation) y se cultivaron durante 1
hora agitando a 90 rpm a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. Se disolvieron 3,6 mg de polietilenimina
(Polyscience n.° 24765) en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente, un vector de
expresion de cadena pesada (0,4 mg) y un vector de expresion de cadena ligera (0,8 mg) preparados con el Kit para
plasmidos PureLink HiPure (Invitrogen Corporation) se suspendieron en 20 ml de medio Opti-Pro SFM. Después, 20
ml del liquido obtenido con la mezcla de vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afadieron a 20 ml del liquido
obtenido con la mezcla de polietilenimina/Opti-Pro SFM y la mezcla resultante se agitdé suavemente y después se
dejo reposar durante 5 minutos. Después de esto la mezcla se afiadié a las células FreeStyle 293F Después de 3
horas, a esto se le afiadié Z-VAD-FMK (Peptide Institute, Inc.) a una concentracion final de 10 uyM y el cultivo se
realiz6 agitando a 90 rpm durante 7 dias a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. El sobrenadante del cultivo
resultante se filtré a través de un filtro de capsula desechable (Advantec n.° CCS-045-E1H).
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Un anticuerpo de c¢cB273 humanizado obtenido mediante una combinacion de pEF1FCCU/hB273 H1-1 vy
pEF6KCL/hB273 L1 se denominé “hB273_H1-1/hB273_L1”, un anticuerpo humanizado de cB273 obtenido por una
combinacién de pEF1FCCU/hB273 H2-1 y pEF6KCL/hB273_L1 se denominé *“hB273_H2-1/hB273_L1", un
anticuerpo humanizado de cB273 obtenido por una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H2-2 y pEF6KCL/hB273_L1
se denominé “hB273 H2-2/hB273 L1”, un anticuerpo humanizado de cB273 obtenido por una combinacién de
pEF1FCCU/hB273_H2-3 y pEF6KCL/hB273_L1 se denomind “hB273 H2-3/hB273_L1", un anticuerpo humanizado
de cB273 obtenido por una combinacion de pEF1FCCU/hB273 H2-4 y pEF6KCL/hB273 L1 se denomind
“hB273_H2-4/hB273_L1", y una anticuerpo humanizado de c¢B273 obtenido por una combinacién de
pEF1FCCU/hB273_H2-5 y pEF6KCL/hB273_L1 se denominé “hB273_H2-5/hB273_L1".

7)-3-2 Purificacion de anticuerpos humanizados

El sobrenadante del cultivo obtenido en el apartado 7)-3-1 anterior se purific6 mediante un proceso en dos etapas
que incluia una cromatografia de afinidad de rProteina A (de 4 a 6 °C) e hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Se realizé una etapa de reemplazo de tampon después de la purificacion mediante cromatografia de
afinidad de rProteina A y después de la purificacion con hidroxiapatita de ceramica a temperatura ambiente. En
primer lugar, se aplicaron 1100 a 1200 ml de sobrenadante del cultivo a MabSelect SURE (fabricado por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 ml) conectadas en serie) equilibrada con PBS.
Después de verter toda la solucién del cultivo en la columna, la columna se lavé con 15 a 30 ml de PBS.
Posteriormente, se realiz6 la elucién con una solucién de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0), y se recogié una
fraccion que contenia el anticuerpo. La fraccion se aplic6 a una columna desalinizadora (fabricada por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), por
lo cual el tampon se reemplazé con un tampoén que contenia fosfato sédico 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH
6,5. Después, la solucién de anticuerpo sometida a reemplazo de tampén se aplicé a una columna de hidroxiapatita
ceramica (Japon Bio-Rad Laboratories, Inc., Bio-Scale columna de hidroxiapatita CHT2-1 (volumen: 2 ml))
equilibrada con un tampén que contenia NaPi 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5. Después, se realiz6 una
elucién en gradiente de concentracion lineal con cloruro de sodio y se recogid una fraccion que contenia el
anticuerpo. La fraccion se aplicé a una columna desalinizadora (fabricada por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.,
dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), por lo cual el liquido se reemplazé con
CBS (tampon citrato 10 mM que contenia cloruro sédico 140 mM, pH 6,0). Finalmente, la solucion resultante se
concentré usando un Dispositivo de Filtro Centrifuga UF VIVASPIN 20 (peso molecular fraccional: 30 K, Sartorius
Co., Ltd., a4 °C) y la concentracion de I1gG se ajusté a 1,0 mg/ml o mas, y la solucién asi obtenida se usé como una
muestra purificada.

[Ejemplo 8] Medicién de la actividad del anticuerpo B273 humanizado (hB273) (2)
8)-1 Evaluacion de la actividad de uniodn del anticuerpo hB273 usando Biacore

La constante de disociacién de cada uno de los anticuerpos anti-DR5 humanizados y rsDR5 se midié usando
Biacore T100 (GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.) mediante un procedimiento de captura en el cual un anticuerpo
se capturdé mediante un anticuerpo anti-lgG (Fc) humano inmovilizado y la medicién se realizé usando un anticuerpo
como analito. El anticuerpo anti IgG (Fc) humano (Kit de Captura de Anticuerpo Humano, GE Healthcare Bio-
Sciences Co., Ltd.) se inmoviliz6 de manera covalente sobre una microplaca detectora CM5 (BlAcore, Inc.) a
aproximadamente 10.000 UR mediante un procedimiento de acoplamiento con amina. La inmovilizacién también se
realizé sobre una célula de referencia de la misma manera. Como un tampén de desarrollo, se us6 HBS-EP (HEPES
10 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 %). Sobre la microplaca que tenia el anticuerpo
anti IgG (Fc) humano inmovilizado en su interior, se afiadié una solucién de anticuerpo a aproximadamente 20 nM a
un caudal de 10 pl/min durante 60 segundos y después, se afiadio una serie de dilucién de rsDR5 (3,13-50 nM) a un
caudal de 30 pl/min durante 120 segundos, y posteriormente, la fase de disociacion se monitorizd durante 180
segundos. Como una solucion de regeneracion, se afiadié cloruro de magnesio 3 M a un caudal de 10 pl/min
durante 30 segundos. En el andlisis de datos, se usé un programa informatico de analisis (programa informatico de
evaluacion Biacore T100, version 2.0.1) con un modelo de unién individualizado y se calculé la constante de
velocidad de asociacion (kon), la constante de velocidad de disociacion (koff) y la constante de disociacion (KD; KD
= koff/lkon). Los resultados obtenidos de la mediciéon usando Biacore para los 6 tipos de anticuerpos DR5
humanizados se muestran en la Figura 10.

8)-2 Actividad citocida in vitro del anticuerpo hB273 contra lineas celulares de cancer humano

El fragmento F(ab’), de cabra AffiniPure anti IgG humana especifico del fragmento Fc (fabricado por Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., n.° 109-006-098) preparado a 50 pg/ml con Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) se
dispenso a 45 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos (fabricada por Corning Incorporated), y la placa se dejé
reposar durante una noche a 4 °C. Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, se afiadio el sobrenadante del
cultivo de 293F que habia permitido producir el anticuerpo en el apartado 5)-4-1, el anticuerpo cB273 purificado
(Ejemplo 2-3-2), o IgG humana disponible en el comercio (fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., n.° 009-000-003) a 50 pl/pocillo de tal manera que la concentracion final del anticuerpo fuera de 150 a 1,5
ng/ml, y la placa se dejé reposar durante una noche a 4 °C . Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, se
afiadieron células Jurkat preparadas a 4,0 x 10* células/ml en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10 % a 50
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pl/pocillo y se cultivaron en las condiciones de 37 °C y CO; al 5 % durante 23 horas. La cantidad de ATP procedente
de las células viables se determind cuantitativamente usando un kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571), y se evalud el efecto citocida de cada uno de los
anticuerpos hB273 tomando como 100 % el valor obtenido de un pocillo en el que se afiadio el medio en lugar de la
solucion de anticuerpo. Como resultado, como se muestra en la Figura 11, se observé una tendencia de que el
anticuerpo hB273_H1-1/L1 mostraba una mayor actividad citocida que el anticuerpo hB273_H1/L1, basandose en
que anticuerpo del anticuerpo hB273_H1-1/L1 se habia disefiado. Por otro lado, los anticuerpos hB273 H2-1/L1 a
hB273_H2-5/L1 exhibieron sustancialmente el mismo efecto citocida que el anticuerpo hB273_H2/L1, basandose en
qué anticuerpo de los anticuerpos hB273_H2-1/L1 a hB273_H2-5/L1 se habia disefiado.

[Ejemplo 9] Retirada del sitio de desamidacion de la CDR del anticuerpo cB273
9)-1 Disefio de mutantes y construccion del vector de expresion
9)-1-1 Disefio de mutante

En general, la desamidacion de la asparagina en una proteina se realiza a través de la formacion de un estado de
transicion de succinimida ciclica entre la asparagina y un aminoacido adyacente en el lado C terminal (Geiger, T. y
Clarke, S. (1987) Deamidation, Isomerization, and racemization at asparaginyl and aspartyl residues in peptides.
Succinimide-linked reactions that contribute to protein degradation. J. Biol. Chem. 262, 785-794). Un factor limite de
tasa para la formacién de un estado de transicién de succinimida ciclica es el tamafio de la cadena lateral del
aminoacido adyacente, y por lo tanto, la glicina que tiene la cadena lateral mas pequefia puede conseguir la tasa de
desamidacion mas rapida. Por otro lado, sustituyendo el grupo adyacente en el lado C terminal por un aminoacido
que tenga una cadena lateral larga, la tasa de desamidacién puede suprimirse. El anticuerpo B273 tiene una
secuencia -N-G-(asparagina-glicina) que es susceptible a desamidacion tanto en la cadena L como en la cadena H.
Por lo tanto, los autores de la presente invencion produjeron mutantes puntuales en los que el grupo adyacente se
cambio de glicina a lisina, fenilalanina, leucina o acido glutamico, cada uno de los cuales tiene una cadena lateral
mas larga que la glicina. Es decir, el disefio de los mutantes se realiz6 de tal manera que en la cadena H, la
secuencia -N-G-(asparagina-glicina) se muto a la secuencia -N-E-(asparagina-acido glutamico), y en la cadena L, la
secuencia -N-G-(asparagina-glicina) se muté a una secuencia N-L-(asparagina-leucina), a una secuencia -N-F-
(asparagina-fenilalanina), a una secuencia -NK-(asparagina-lisina) o a una secuencia -NE-(asparagina-acido
glutamico).

9)-1-2-Construccion del vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NE

Usando como molde pEF6KCL/hB273 L1, que es el vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273 L1
producido en el Ejemplo 5, un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores Ay un
fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores B se ligaron entre si mediante PCR
de extension solapante usando un conjunto de cebadores C. Un fragmento de ADN, obtenido escindiendo el
fragmento de ADN asi obtenido con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel, se insert6 en el vector de expresion de
cadena ligera del anticuerpo humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion
Nhel y Pmel, por lo cual se construy6 un vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NE en el que la
glicina en el aminoacido numero 54 de SEQ ID NO: 28 se sustituyd por acido glutamico. El vector de expresion asi
obtenido se denominé “pEF6KCL/hB273 L1-NE”.

Una secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L1-NE se representa por SEQ ID NO: 51
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NE
se representa por SEQ ID NO: 52 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de la SEQ ID NO: 51 y 52 también
se muestran también en la Figura 44.

Conjunto de cebadores A

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ccaatgcaggtaagtgttctcattgctatggaccagtgactg-3’ (L-NE-R2: SEQ ID NO: 54 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores B

5’-cagtcactggtccatagcaatgagaacacttacctgcattgg-3’ (L-NE-F2: SEQ ID NO: 55 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores C

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

9)-1-3-Construccion del vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NF

Usando como molde pEF6KCL/hB273_L1, que es el vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273 L1
producido en el Ejemplo, un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores A y un
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fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores B se ligaron entre si mediante PCR
de extension solapante usando un conjunto de cebadores C. Un fragmento de ADN obtenido por escision del
fragmento de ADN obtenido de esta manera con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel se insert6 en el vector de
expresion de cadena ligera del anticuerpo humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de
restriccion Nhel y Pmel, mediante lo cual se construyd un vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-
NF, en el que la glicina en el numero de aminoacido 54 de SEQ ID NO: 28 se sustituy6 por fenilalanina. El vector de
expresion asi obtenido se denominé “pEF6KCL/hB273_L1-NF”.

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L1-NF se representa por SEQ ID NO: 57
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NF
se representa por SEQ ID NO: 58 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de SEQ ID NO: 57 y 58 también se
muestran en la Figura 45.

Conjunto de cebadores A

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ccaatgcaggtaagtgttgaaattgctatggaccagtgactg-3' (L-NF-R2: SEQ ID NO: 59 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores B

5’-cagtcactggtccatagcaatttcaacacttacctgcattgg-3’ (L-NF-F2: SEQ ID NO: 60 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores C

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

9)-1-4 Construccion del vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NK

Usando como molde pEF6KCL/hB273_L1, que es el vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273 L1
producido en el Ejemplo 5, un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores Ay un
fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores B se ligaron entre si por PCR de
extension solapante usando un conjunto de cebadores C. Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el fragmento
de ADN asi obtenido con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel se inserté en el vector de expresion de cadena
ligera del anticuerpo humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion Nhel y
Pmel, mediante lo cual se construy6é un vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NK, en el que la
glicina en el numero 54 de aminoacido de SEQ ID NO: 28 se sustituy6 por lisina. El vector de expresion asi obtenido
se denomind “pEF6KCL/hB273 L1-NK”.

Una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L1-NK se representa por SEQ ID NO: 61
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NK
se representa por SEQ ID NO: 62 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de SEQ ID NO: 61 y 62 también se
muestran en la Figura 46.

Conjunto de cebadores A

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ccaatgcaggtaagtgttcttattgctatggaccagtgactg-3’ (L-NK-R2: SEQ ID NO: 63 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores B

5’-cagtcactggtccatagcaataagaacacttacctgcattgg-3’ (L-NK-F2: SEQ ID NO: 64 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores C

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

9)-1-5 Construccion del vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NL

Usando como molde pEF6KCL/hB273_L1, que es el vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273 L1
producido en el Ejemplo 5, un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores Ay un
fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores B se ligaron entre si mediante PCR
de extension solapante usando un conjunto de cebadores C. Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el
fragmento de ADN asi obtenido con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel se insert6 en el vector de expresion de
cadena ligera del anticuerpo humanizado universal (pEF6KCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion
Nhel y Pmel, mediante lo cual se construyé un vector de expresion de cadena ligera de tipo hB273_L1-NL, en el que
la glicina en el aminoacido numero 54 de SEQ ID NO: 28 se sustituyé por leucina. El vector de expresiéon asi
obtenido se denominé “pEF6KCL/hB273 L1-NL".

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 675847 T3

Una secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera de tipo hB273_L1-NL se representa por SEQ ID NO: 65
en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de tipo hB273_L1-NL
se representa por SEQ ID NO: 66 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de SEQ ID NO: 65 y 66 también se
muestran en la Figura 47.

Conjunto de cebadores A

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ccaatgcaggtaagtgttcagattgctatggaccagtgactg-3’ (L-NL-R2: SEQ ID NO: 67 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores B

5’-cagtcactggtccatagcaatctgaacacttacctgcattgg-3’ (L-NL-F2: SEQ ID NO: 68 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores C

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatggtgetge-3’ (L-F1: SEQ ID NO: 53 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccctaacac-3’ (L-R1: SEQ ID NO: 56 en el Listado de Secuencias)

9)-1-6 Construccion del vector de expresion de cadena pesada de tipo hB273_H2-1-NE

Usando como molde pEF1FCCU/hB273_H2-1, que es el vector de expresion de cadena pesada de tipo hB273_H2-
1, producido en el Ejemplo 5, un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores Ay
un fragmento de ADN obtenido realizando PCR usando un conjunto de cebadores B se ligaron entre si mediante
PCR de extension solapante usando un conjunto de cebadores C. Un fragmento de ADN obtenido escindiendo el
fragmento de ADN asi obtenido con las enzimas de restriccion Nhel y Pmel se insert6 en el vector de expresion de
cadena pesada del anticuerpo humanizado universal (pEF1FCCU) en el sitio escindido con las enzimas de
restriccion Nhel y Pmel, mediante lo cual se construyé el vector de expresién de cadena pesada de tipo a
hB273_H2-1-NE, en el que la glicina en el aminoacido nimero 74 de SEQ ID NO: 42 se sustituyd por acido
glutamico. El vector de expresién asi obtenido se denominé “pEF1FCCU/hB273_H2-1-NE”.

Una secuencia de nucledétidos que codifica la cadena pesada de tipo hB273_H2-1-NE se representa por SEQ ID NO:
69 en el Listado de Secuencias. Adicionalmente, la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de tipo
hB273_H2-1-NE se representa por SEQ ID NO: 70 en el Listado de Secuencias. Las secuencias de las SEQ ID NO:
69 y 70 también se muestran en la Figura 48.

Conjunto de cebadores A

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatgaaacacc-3’ (H-F1: SEQ ID NO: 71 en el Listado de Secuencias)
5’-ctggttgtagaaggtgtcctegttgtaggggttgaaccggee-3’ (H-NE-R2: SEQ ID NO: 72 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores B

5’-ggccggttcaacccctacaacgaggacaccttctacaaccag-3’ (H-NE-F2: SEQ ID NO: 73 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccgatatcte-3' (H-R1: SEQ ID NO: 74 en el Listado de Secuencias)

Conjunto de cebadores C

5’-aggtaagcttgctagcgccaccatgaaacacc-3’ (H-F1: SEQ ID NO: 71 en el Listado de Secuencias)
5’-ggatgccacccgtttaaacgggcccgatatcte-3' (H-R1: SEQ ID NO: 74 en el Listado de Secuencias)

9)-2 Preparacion del anticuerpo hB273 con CDR modificada
9)-2-1 Produccion del anticuerpo hB273 con CDR modificada

Se sembraron 1,2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento
logaritmico, en 1,2 | de Medio de Expresion FreeStyle 293 reciente (Invitrogen Corporation) y se cultivaron durante 1
hora con agitacion a 90 rpm a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. Se disolvieron 3,6 mg de polietilenimina
(Polyscience n.° 24765) en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente, un vector de
expresion de cadena pesada (0,4 mg) y un vector de expresion de cadena ligera (0,8 mg) preparado con el Kit para
plasmidos PureLink HiPure (Invitrogen Corporation) se suspendieron en 20 ml de medio Opti-Pro SFM. Después, 20
ml del liquido obtenido de la mezcla de vectores de expresion/Opti-Pro SFM se afiadieron a 20 ml del liquido
obtenido de la mezcla de polietilenimina/Opti-Pro SFM y la mezcla resultante se agité suavemente y después se dejo
reposar durante 5 minutos. Después de esto, la mezcla se afiadio a las células FreeStyle 293F. Después de 3 horas
se afiadio Z-VAD-FMK (Peptide Institute, Inc.) a una concentracion final de 10 yM y el cultivo se realizé agitando a
90 rpm durante 7 dias a 37 °C en una incubadora con CO; al 8 %. El sobrenadante del cultivo resultante se filtré a
través de un filiro de capsula desechable (Advantec n.° CCS-045-E1H).

Un anticuerpo de c¢B273 humanizado, obtenido por una combinacion de pEF1FCCU/hB273 H2-1-NE y
pEF6KCL/hB273 _L1-NE se denomindé “hB273 H2-1-NE/hB273_L1-NE”, un anticuerpo de cB273 humanizado
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obtenido por una combinacién de pEF1FCCU/hB273_H2-1-NE y pEF6KCL/hB273_L1-NF se denomino “hB273_H2-
1-NE/hB273_L1-NF”, un anticuerpo de cB273 humanizado obtenido por una combinaciéon de pEF1FCCU/hB273_H2-
1-NE y pEF6KCL/NK-hB273 L1 se denominé “hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK”, y un anticuerpo de cB273
humanizado obtenido por una combinacion de pEF1FCCU/hB273_H2-1-NE y ppEF6KCL/hB273 L1-NL se
denominé “hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NL".

9)-2-2 Purificacion del anticuerpo hB273 con CDR modificada

El sobrenadante del cultivo obtenido en el apartado 9)-2-1 anterior se purific6 mediante un proceso en dos etapas
que incluia cromatografia de afinidad de rProteina A (de 4 a 6 °C) e hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Se realizé una etapa de reemplazo de tampon después de la purificacion mediante cromatografia de
afinidad de rProteina A y después de la purificacion mediante hidroxiapatita de ceramica a temperatura ambiente.
Primero, se aplicaron de 1100 a 1200 ml de sobrenadante del cultivo a MabSelect SuRe (fabricado por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 ml) conectadas en serie) equilibrado con PBS.
Después de verter toda la solucidon de cultivo en la columna, esta se lavd con PBS usando de 15 a 30 ml.
Posteriormente, se realiz6 la elucion con una solucion de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0), y la fraccion que
contenia el anticuerpo se recogio. La fraccion se aplicoé a una columna desalinizadora (fabricado por GE Healthcare
Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), mediante lo cual
el tampon se reemplazé con un tampdn que contenia fosfato sédico 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5.
Adicionalmente, la solucién de anticuerpo sometida a reemplazo de tampoéon se aplicé a una columna de
hidroxiapatita de ceramica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc., columna de hidroxiapatita Bio-Scale CHT2-1 (volumen:
2 ml)) equilibrada con un tampoén que contenia NaPi 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5. Después, se
realizé una elucion de gradiente a concentracion lineal con cloruro de sodio y se recogié una fraccién que contenia el
anticuerpo. La fraccion se aplicé a una columna desalinizadora (fabricada por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.,
dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), por lo cual el liquido se reemplazé con
CBS (tampon citrato 10 mM que contenia cloruro de sodio 140 mM, pH 6,0). Finalmente la solucion resultante se
concentro usando un Dispositivo de Filtro Centrifugal UF VIVASPIN 20 (peso molecular fraccional: 30 K, Sartorius
Co., Ltd., a 44 °C), y la concentracion de I1gG se ajusté a 1,0 mg/ml o mas, y la solucion asi obtenida se usé como
una muestra purificada.

[Ejemplo 10] Medicion de la actividad del anticuerpo B273 con CDR modificada
10)-1 Evaluacion de la actividad de unién del anticuerpo hB273 modificado en la CDR usando Biacore

La constante de disociacién de cada uno de los anticuerpos anti-DR5 humanizados y rsDR5 se midié usando
Biacore T100 (GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.) mediante un procedimiento de captura en el que un anticuerpo
se captura mediante un anticuerpo anti IgG (Fc) humano inmovilizado y la medicion se realizé usando un antigeno
como analito. El anticuerpo anti IgG (Fc) humano (Kit de Captura de Anticuerpo Humano GE Healthcare Bio-
Sciences Co., Ltd.) se inmoviliz6 de manera covalente sobre una microplaca detectora CM5 (BlAcore, Inc.) a
aproximadamente 10.000 UR mediante un procedimiento de acoplamiento con amina. La inmovilizacion se realizé
también sobre una célula de referencia de la misma manera. Como tampdn de desarrollo, se us6 HBS-EP (HEPES
10 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 %). Sobre la microplaca que tenia el anticuerpo
anti IgG (Fc) humano inmovilizado en su interior, se afiadié una solucién de anticuerpo a aproximadamente 20 nM a
un caudal de 10 pl/min durante 60 segundos y después, se afiadio una serie en dilucién de rsDR5 (3,13-50 nM) a un
caudal de 30 pl/min durante 120 segundos y posteriormente la fase de disociacion se monitorizé durante 180
segundos. Como una solucion de regeneracion, se afiadié cloruro de magnesio 3 M a un caudal de 10 pl/min
durante 30 segundos. En el analisis de los datos, se utilizd un programa informatico de analisis (programa
informatico de evaluacion Biacore T100, versiéon 2.0.1) con un modelo de unién individualizado y se calculé una
constante de velocidad de asociacion (kon), una constante de velocidad de disociacion (koff) y una constante de
disociacion (KD; KD = koff/kon). En la Fig. 12 se muestran los resultados obtenidos de la medicién usando Biacore
para los 4 tipos de anticuerpos DR5 humanizados.

10)-2 Medicion de la estabilidad térmica del anticuerpo anti-DR5 humanizado y su mutante usando calorimetria de
barrido diferencial (DSC)

La medicion de la estabilidad térmica se realizé usando calorimetria de barrido diferencial (DSC). Se disolvié una
muestra en un tampén CBS (que contenia acido citrico 10 mM y NaCl 140 mM y preparado a un pH de 6,0) a 0,5
mg/ml y se usaron partes alicuotas de 400 pl de la misma como soluciones de muestra para la medicién DSC. Las
condiciones de medicion de DSC se establecieron de la siguiente manera: temperatura inicial: 20 °C; temperatura
final: 100 °C; velocidad de aumento de temperatura: 200 °C/hora; periodo de filtracion: 2 segundos; y modo de
retroalimentacion: bajo. Como solucién de referencia se usé CBS. Como dispositivo de medicién DSC se utilizo la
plataforma VP-Capillary DSC fabricada por MicroCal, Inc. (US) (actualmente GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.)
para todas las mediciones. La correccion de la linea basal se realizé restando la linea basal (una curva de barrido
obtenida también llenando una célula de muestra con la solucién de referencia) de una curva de barrido obtenida de
la solucion de muestra. El valor de la temperatura maxima pico en el termograma completo se definid como la Tm
del punto medio de desnaturalizacion térmica de la region Fab. En la Fig. 13 se muestran los resultados de la
medicién DSC de los 4 tipos de anticuerpos DR5 humanizados.
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10)-3 Actividad citocida in vitro del anticuerpo hB273 con CDR modificada contra lineas celulares de cancer humano

El fragmento F(ab’), de cabra AffiniPure anti IgG humana especifico del fragmento Fc (fabricado por Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., n.° 109-006-098) preparado a 50 pg/ml con Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) se
dispenso a 45 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos (fabricada por Corning Incorporated), y la placa se dejé
reposar durante una noche a 4 °C. Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, el sobrenadante del cultivo de
293F, que habia permitido producir el anticuerpo en el apartado 9)-2-1, se afiadié a 50 pl/pocillo de tal manera que la
concentracion final del anticuerpo fuera de 150 a 1,5 ng/ml, y la placa se dejé reposar durante una noche a 4 °C.
Después de lavar cada pocillo dos veces con PBS, se afiadieron células Jurkat preparadas a 4,0 x 10* células/ml en
medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10 % a 50 pl/pocillo y se cultivaron en las condiciones de 37 °Cy COz al 5%
durante 23 horas. La cantidad de ATP procedente de las células viables se determiné cuantitativamente usando un
kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (fabricado por Promega Corporation, n.° G7571), y se
evaluo el efecto citocida de cada uno de los anticuerpos hB273 tomando como 100 % el valor obtenido de un pocillo
en el que se afadié el medio en lugar de la solucion de anticuerpo. En la Fig. 14 se muestra la actividad citocida de
cada uno de los 4 tipos de anticuerpos con CDR modificada.

10)-4 Efecto de la activacion de caspasa-3/7 y actividad citocida in vitro del anticuerpo hB273_H2-1-NE/L1-NK en
lineas celulares de cancer humano

Cada una de una linea celular de cancer de colon humano HCT-15 y una linea celular de glioblastoma humano U-
87MG se prepar6é a 1,1 x 10% células/ml en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10% o medio MEM (Medio
Esencial Minimo) que contenia FBS al 10 % y se afadi6 a una microplaca blanca de 96 pocillos de fondo
transparente (fabricada por Corning Incorporated) a 45 pl/pocillo y se cultivd durante una noche en las condiciones
de 37 °C y CO3 al 5 %. El anticuerpo hB273 H2-1-NE/L1-NK, el anticuerpo cB273, o la IgG humana (fabricada por
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) se mezclaron con la misma concentracion del fragmento especifico
AffiniPure de cabra anti-Fcy de IgG humana (fabricado por Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., n.° 109-
005-098), y la mezcla resultante se afadié a 5 pl/pocillo de tal manera que la concentracion final del anticuerpo
hB273_H2-1-NE/L1-NK, del anticuerpo cB273 o de la IgG humana fuera de 10.000 a 0,1 ng/ml, y las células se
cultivaron en condiciones de 37 °C y con CO- al 5 % durante 4 horas. La actividad de la caspasa-3/7 en cada pocillo
se midié con un luminémetro (fabricado por Perkin Elmer, Inc.) usando un kit de ensayo Caspasa-Glo 3/7 (fabricado
por Promega Corporation, n.° G8093). La medicion se realizd después de incubacién a temperatura ambiente
durante 30 minutos de acuerdo con el protocolo adjunto al kit. Después, la actividad de la caspasa-3/7 se evalud
tomando como 100% el valor obtenido de un pocillo al cual se afiadido medio en lugar de la solucion de anticuerpo.
Ademas, la actividad citocida in vitro se evalué midiendo la cantidad de ATP después de 24 horas de tratamiento con
el anticuerpo de acuerdo con el procedimiento mostrado en el Ejemplo 3-3. Como resultado, se descubrio que el
anticuerpo hB273_H2-1-NE/L1-NK tenia un efecto de activacion de caspasa-3/7 y un efecto citocida comparable al
del anticuerpo cB273 (Figura 15).

[Ejemplo 11] Efecto antitumoral in vivo del anticuerpo cB273.
11)-1 Actividad antitumoral del anticuerpo cB273

11)-1-1 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implanté la linea celular de cancer de colon
humano COLO 205

Por via subcutanea, se implantaron 2 x 10® células de una linea celular de cancer de colon humano, COLO 205
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos (CAnN.Cg-FoxnI"/CrICrlj, adquiridos en Charles
River Laboratories Japén, Inc.). Los dias 7, 14 y 21 después de la implantacion, el anticuerpo cB273 se administro a
ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola, a una dosis de 1, 3 0 10 mg/kg (n = 10). El eje mayor y
el eje menor del tumor implantado se midieron dos veces a la semana usando un calibrador digital electrénico
(fabricado por Mitutoyo Corporation), y el volumen tumoral se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula de calculo:

Volumen tumoral (mm?3) = 1/2 x (eje menor)? (mm) x (eje mayor)? (mm)

Los resultados se muestran en la Figura 16. En todos los ratones del grupo al cual se administré el anticuerpo cB273
se observo degeneracion completa del tumor.

11)-1-2 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implanto la linea celular de cancer de pancreas
humano MIAPaCa-2

Por via subcutanea se implantaron 3 x 108 células de una linea celular de cancer de pancreas humano, MIAPaCa-2
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 11, 19, 26 y 33 después de la
implantacion, el anticuerpo cB273 se administré a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola, a
una dosis de 3 0 10 mg/kg (n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midi6 el eje mayor y
el eje menor del tumor implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 17. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 39 después de la
implantacién, que era el ultimo dia de la medicién, fue de 73,5 % en el grupo al que se administré la dosis de 3
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mg/kg y de 77,4 % en el grupo al que se administré la dosis de 10 mg/kg.

11)-1-3 Actividad antitumoral en ratones desnudos a los que se implanto la linea celular de glioblastoma humano U-
87MG

Por via subcutanea, se implantaron 5 x 108 células de una linea celular de glioblastoma humano, U-87MG (adquirida
en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 4, 11, 18 y 25 después de la implantacion, el
anticuerpo cB273 se administré a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola, a una dosis de 1, 3 o
10 mg/kg (n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midi6 el eje mayor y el eje menor del
tumor implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 18. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 32 después de la
implantacion, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 99,7 % en el grupo al que se administré la dosis de 1
mg/kg, de 97,8 % en el grupo al que se administrod la dosis de 3 mg/kg y de 98,0 % en el grupo al que se administré
la dosis de 10 mg/kg. Ademas, la degeneracion completa del tumor se observé en 2 ratones de 10 en el grupo al que
se administré la dosis de 1 mg/kg, en 5 ratones de 10 en el grupo al que se administro la dosis de 3 mg/kg y de 3
ratones de 10 en el grupo al que se administré la dosis de 10 mg/kg.

11)-1-4 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implanté la linea celular de cancer de pulmoén
humano NCI-H2122 (en combinacion con paclitaxel y carboplatino)

Por via subcutanea, se implantaron 5 x 108 células de una linea celular de cancer de pulmon humano, NCI-H2122
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 13 y 20 después de la implantacion, el
anticuerpo cB273 se administré a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola a una dosis de 10
mg/kg. El paclitaxel se administré por via subcutanea a una dosis de 6,25 mg/kg los dias 13, 14, 15, 16 y 17
después de la implantacion. El carboplatino se administrd por via intraperitoneal a una dosis de 100 mg/kg el dia 13
después de la implantacion (n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midié el eje mayor y
el eje menor del tumor implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 19. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 41 después de la
implantacién, que era el ultimo dia del tratamiento, fue de 99,6 % en el grupo al que se administré el anticuerpo
cB273, de 10,2 % en el grupo al que se administré la combinacion de paclitaxel y carboplatino y de 99,7 % en el
grupo al que se administré la combinacion de anticuerpo cB273, paclitaxel y carboplatino.

11)-1-5 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implanté la linea celular de cancer de pulmoén
humano NCI-H460 (en combinacion con paclitaxel y carboplatino)

Por via subcutanea, se implantaron 5 x 108 células de una linea celular de cancer de pulmon humano, NCI-H460
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. El dia 6 después de la implantacion, el anticuerpo
cB273 se administrd por via intraperitoneal a ratones portadores de tumores a una dosis de 10 mg/kg. El paclitaxel
se administré por via subcutanea a una dosis de 6,25 mg/kg los dias 6, 7, 8, 9 y 10 después de la implantacion. El
carboplatino se administré por via intraperitoneal a una dosis de 100 mg/kg el dia 6 después de la implantacion (n =
10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midid el eje mayor y el eje menor del tumor
implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 20. La tasa inhibidora de crecimiento tumoral el dia 16 después de la
implantacion, que era el Ultimo dia de la medicion, fue de 43,3 % en el grupo al que se administro el anticuerpo
cB273, de 66,4 % en el grupo al que se administré la combinacion de paclitaxel y carboplatino y de 79,6 % en el
grupo al que se administré la combinacion de anticuerpo cB273, paclitaxel y carboplatino

11)-1-6 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implant6 la linea celular de cancer de colon
humano DLD-1 (en combinacién con CPT-11)

Por via subcutanea, se implantaron 5 x 10% células de una linea celular de cancer de colon humano, DLD-1
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. El dia 35 después de la implantacion, el anticuerpo
cB273 se administré por via intraperitoneal a ratones portadores de tumores a una dosis de 10 mg/kg. CPT-11 se
administré por via intraperitoneal a una dosis de 80 mg/kg los dias 35, 40 y 43 después de la implantacion (n = 10).
De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midid el eje mayor y el eje menor del tumor implantado y
se calculé el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 21. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 55 después de la
implantacion, que era el Ultimo dia de la medicion, fue de 25,9 % en el grupo al que se administré el anticuerpo
cB273, de 29,5 % en el grupo al que se administr6 CPT-11 y de 72,7 % en el grupo al que se administro la
combinacién de anticuerpo cB273 y CPT-11.

11)-1-7 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implant6 la linea celular de cancer de colon
humano HCT-15 (en combinacién con CPT-11)
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Por via subcutanea, se implantaron 5 x 108 células de una linea celular de cancer de colon humano, HCT-15
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. El dia 7 después de la implantacion, el anticuerpo
cB273 se administro a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola, a una dosis de 10 mg/kg. CPT-
11 se administro por via intraperitoneal a una dosis de 80 mg/kg los dias 7, 10 y 14 después de la implantacién (n =
10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midié el eje mayor y el eje menor del tumor
implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 22. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 31 después de la
implantacion, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 52,8 % en el grupo al que se administro el anticuerpo
cB273, de 83,5 % en el grupo al que se administr6 CPT-11 y de 97,8 % en el grupo al que se administro la
combinacién de anticuerpo cB273 y CPT-11.

11)-1-8 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implant6 la linea celular de cancer de colon
humano HCT-116 (en combinaciéon con CPT-11)

Por via subcutanea, se implantaron 1 x 107 células de una linea celular de cancer de colon humano, HCT-116
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. El dia 7 después de la implantacion, el anticuerpo
cB273 se administrd a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola a una dosis de 10 mg/kg. CPT-
11 se administro por via intraperitoneal a una dosis de 65 mg/kg los dias 7, 10 y 14 después de la implantacién (n =
10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midid el eje mayor y el eje menor del tumor
implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 23. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 28 después de la
implantacion, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 13,9 % en el grupo al que se administro el anticuerpo
cB273, de 89,8 % en el grupo al que se administr6 CPT-11 y de 99,7 % en el grupo al que se administro la
combinacién de anticuerpo cB273 y CPT-11.

11)-1-9 Actividad antitumoral en ratones desnudos en los que se implanto la linea celular de melanoma humano
A375 (en combinacion con vinblastina)

Por via subcutanea, se implantaron 2 x 10° células de una linea celular de melanoma humano, A375 (adquirida en la
ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 10, 17 y 24 después de la implantacion, el anticuerpo
cB273 se administré a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola a una dosis de 10 mg/kg. La
vinblastina se administré a través de la vena de la cola a una dosis de 10 mg/kg 10 dias después de la implantacion
(n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midi6é el eje mayor y el eje menor del tumor
implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 24. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 46 después del
implante, que era el Ultimo dia de la medicién, fue de 53,1% en el grupo al que se administré el anticuerpo cB273, de
43,6% en el grupo al que se administro vinblastina y del 100% en el grupo al que se administré la combinacion de
anticuerpo cB273 y vinblastina, y en todos los ratones en el grupo de administracion combinada del anticuerpo
cB273 y vinblastina se observd degeneracion completa del tumor.

11)-2 Comparacion de la actividad antitumoral entre el anticuerpo cB273 y conatumumab
11)-2-1 Preparacion de conatumumab

Conatumumab se prepar6 basandose en las secuencias de aminoacidos de las cadenas ligeras y pesadas descritas
en el WHO Drug Information, Vol. 22, n.° 2, 2008, pags. 129-130.

11)-2-1-1 Construccion del vector de expresion de cadena ligera de conatumumab

Se sintetiz6 un ADN que contenia un gen que codificaba una regién variable de cadena ligera de conatumumab
representada por los numeros de aminoacidos 21 a 130 de SEQ ID NO: 76 (GENEART, Inc. Artificial Gene
Synthesis Service). Después, un fragmento de ADN obtenido por escision del ADN sintetizado con las enzimas de
restriccion Ndel y BsiWI, se insertd en el vector de expresion de cadena ligera del anticuerpo humanizado universal
(PEFBKCL) en el sitio escindido con las enzimas de restriccion Ndel y BsiWI, mediante lo cual se construy6 un vector
de expresion de cadena ligera de conatumumab. El vector de expresion obtenido de este modo se denomind
“pEF6KCL/Conatumumab_L".

11)-2-1-2 Construccion del vector de expresiéon de cadena pesada de conatumumab

Se sintetizé un ADN que contenia un gen que codificaba una region variable de cadena pesada de conatumumab
representada por los nimeros de aminoacidos 20 a 141 de SEQ ID NO: 78 en el Listado de Secuencias (GENEART,
Inc. Artificial Gene Synthesis Service). Después un fragmento de ADN obtenido por escisién del ADN sintetizado con
la enzima de restricciéon Blpl se insertd en el vector de expresion de cadena pesada del anticuerpo humanizado
universal (pEF1FCCU) en el sitio escindido con la enzima de restriccion Blpl, mediante lo cual se construyé el vector
de expresion de cadena pesada de conatumumab. El vector de expresion obtenido de este modo se denominé
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“pEF1FCCU/Conatumumab H”.
11)-2-1-3 Produccién de conatumumab

Se sembraron 1,2 x 10° células de células FreeStyle 293F (Invitrogen Corporation) en la fase de crecimiento
logaritmico en 1,2 | de Medio de Expresion FreeStyle 293 reciente (Invitrogen Corporation) y se cultivaron durante 1
hora con agitacion a 90 rpm a 37 °C en una incubadora con CO- al 8 %. Se disolvieron 3,6 mg de polietilenimina
(Polyscience n.° 24765) en 20 ml de medio Opti-Pro SFM (Invitrogen Corporation). Posteriormente, el vector de
expresion de cadena pesada pEF1FCCU/Conatumumab_H (0,4 mg) y el vector de expresion de cadena ligera
pEF6KCL/Conatumumab_L (0,8 mg) preparados con el Kit para Plasmidos PureLink HiPure (Invitrogen Corporation)
se suspendieron en 20 ml de medio Opti-Pro SFM. Después, 20 ml del liquido obtenido de la mezcla de vectores de
expresion/Opti-Pro SFM se afiadieron a 20 ml del liquido obtenido de la mezcla de polietilenimina/Opti-Pro SFM y la
mezcla resultante se agité suavemente y después se dejo reposar durante 5 minutos. Después de esto, la mezcla se
afiadio a células FreeStyle 293F y se realizo el cultivo agitando a 90 rpm durante 7 dias a 37 °C en una incubadora
con CO; al 8 %. El sobrenadante del cultivo resultante se filtré a través de un filtro de capsula desechable (Advantec
n.° CCS-045-E1H).

11)-2-1-4 Purificacion de conatumumab

El sobrenadante del cultivo obtenido en el apartado 11)-2-1-3 anterior se purificd mediante un proceso en dos etapas
que incluia cromatografia de afinidad de rProteina A (de 4 a 6 °C) e hidroxiapatita de ceramica (a temperatura
ambiente). Se realizé una etapa de reemplazo de tampon después de la purificacion mediante cromatografia de
afinidad de rProteina A y después de la purificacion mediante hidroxiapatita de ceramica a temperatura ambiente. En
primer lugar, se aplicaron de 1100 a 1200 ml de sobrenadante del cultivo a MabSelect SuRe (fabricado por GE
Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd., dos columnas HiTrap (volumen: 1 ml) conectadas en serie) equilibrado con PBS.
Después de verter toda la solucion del cultivo en la columna, esta columna se lavé con PBS de 15 a 30 ml.
Posteriormente, se realizé elucidon con una solucién de clorhidrato de arginina 2 M (pH 4,0) y se recogié una fraccion
que contenia el anticuerpo. La fraccion se aplicé a una columna desalinizadora (fabricada por GE Healthcare Bio-
Sciences Co., Ltd., dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), mediante lo cual el
tampon se reemplazé POR un tampdn que contenia fosfato de sodio 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5.
Después, la solucién de anticuerpo sometida a reemplazo de tampoén se aplicd a una columna de hidroxiapatita de
ceramica (Japan Bio-Rad Laboratories, Inc., columna de hidroxiapatita Bio-Scale CHT2-1 (volumen: 2 ml))
equilibrada con un tampon que contenia NaPi 5 mM, MES 50 mM y NaCl 20 mM a pH 6,5. Después, se realizé
elucién en gradiente a concentracion lineal con cloruro de sodio y se recogid una fraccién que contenia el
anticuerpo. La fraccion se aplicé a una columna desalinizadora (fabricada por GE Healthcare Bio-Sciences Co., Ltd.,
dos columnas desalinizadoras HiTrap (volumen: 5 ml) conectadas en serie), mediante lo cual el liquido se reemplazé
por CBS (tampon citrato 10 mM que contenia cloruro de sodio 140 mM, pH 6,0). Finalmente la solucion resultante se
concentro usando el Dispositivo Centrifugal UF Filter VIVASPIN 20 (peso molecular fraccional: 30 K, Sartorius Co.,
Ltd., a 4 °C) y la concentracion de 1gG se ajusté a 1,0 mg/ml o mas, y la solucion asi obtenida se usé como una
muestra purificada.

11)-2-2 Comparacion de la actividad antitumoral en ratones desnudos a los que se implantd la linea celular de
cancer de colon humano HCT-15 entre el anticuerpo cB273 y conatumumab

Por via subcutanea, se implantaron 1 x 107 células de una linea celular de cancer de colon humano, HCT-15
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 6, 13 y 20 después de la implantacion, se
administré el anticuerpo cB273 o conatumumab a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola a
una dosis de 3, 10 o 30 mg/kg (n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midié el eje mayor
y €l eje menor del tumor implantado y se calculé el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Fig. 25. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 30 después de la
implantacién, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 57,9 % en el grupo al que se administro el anticuerpo
cB273 a la dosis de 3 mg/kg, de 56,0 % en el grupo al que se administr6 el anticuerpo cB273 a la dosis de 10 mg/kg,
de 53,6 % en el grupo al que se administro el anticuerpo cB273 a la dosis de 30 mg/kg, de 27,4 % en el grupo al que
se administré conatumumab a la dosis de 3 mg/kg, de 26,9 % en el grupo al que se administré6 conatumumab a la
dosis de 10 mg/kg y de 20,3 % en el grupo al que se administré conatumumab a la dosis de 30 mg/kg.

11)-2-3 Comparacion de la actividad antitumoral en ratones desnudos a los que se implanté la linea celular de
cancer de pulmén NCI-H1975 entre el anticuerpo cB273 y conatumumab

Por via subcutanea, se implantaron 3 x 108 células de una linea celular de cancer de pulmon humano, NCI-H1975
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 12, 19 y 26 después de la implantacion, el
anticuerpo cB273 o conatumumab se administraron a ratones portadores de tumores a través de la vena de la cola a
una dosis de 3 0 10 mg/kg (n = 10). De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midio el eje mayor y
el eje menor del tumor implantado y se calculé el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 26. La tasa inhibidora de crecimiento tumoral el dia 32 después de la
implantacién, que era el Ultimo dia de la medicion, fue de 71,5 % en el grupo al que se administro el anticuerpo
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cB273 a la dosis de 3 mg/kg, de 73,3 % en el grupo al que se administro el anticuerpo cB273 a la dosis de 10 mg/kg,
de 13,5 % en el grupo al que se administré conatumumab a la dosis de 3 mg/kg y de 12,6 % en el grupo al que se
administré conatumumab a la dosis de 10 mg/kg.

[Ejemplo 12] Efecto antitumoral in vivo del anticuerpo hB273_H2-1-NE/ hB273-L1-NK

12)-1 Actividad antitumoral del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK en ratones desnudos a los que se
implantd la linea celular de cancer de colon humano COLO 205

Por via subcutanea, se implantaron 2 x 10® células de una linea celular de cancer de colon humano, COLO 205
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 8, 15y 22 después de la implantacion, se
administré el anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273 L1-NK o el anticuerpo cB273 a ratones portadores de tumor a
través de la vena de la cola a una dosis de 0,3 o 3 mg/kg (n = 10). De la misma manera que se ha descrito
anteriormente, se midi6 el eje mayor y el eje menor del tumor implantado y se calcul6 el volumen tumoral.

Los resultados se muestran en la Figura 27. Se observo degeneracion completa del tumor en todos los ratones del
grupo al que se administro el anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK a la dosis de 3 mg/kg y en el grupo al que
se administré el anticuerpo cB273 a la dosis de 0,3 mg/kg. Adicionalmente, se observé degeneracion completa del
tumor en 9 ratones de 10 en el grupo al que se administro el anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK a una dosis
de 0,3 mg/kg, y en 8 ratones de 10 en el grupo al que se administré el anticuerpo cB273 a una dosis de 3 mg/kg.

[Ejemplo 13] Actividad citocida in vitro del anticuerpo hB273 H2-1-NE/ hB273-L1-NK contra lineas celulares de
cancer humano

NCI-N87, KATO-Ill y SNU-16 (cada una de las cuales es una linea de células de cancer de estémago humano),
Caki-1, ACHN y 786-0 (cada una de las cuales es una linea celular de cancer renal humano), Hep3B, SK-HEP-1 y
HepG2 (C3A) (cada de las cuales es una linea celular de cancer de higado humano) y HT-1080 (que es una linea
celular de fibrosarcoma humano) se adquirieron en la Coleccion Americana de Cultivo Tipo (ATCC). GCIY (que es
una linea celular de cancer de estomago humano) se adquirié en RIKEN. HuH-7 (que es una linea celular de cancer
de higado humano) se adquirié en el Instituto Nacional de Innovacion Biomédica.

Las actividades citocidas in vitro contra diversos tipos de lineas celulares se midieron mediante el siguiente
procedimiento. En cuanto a la linea celular de cancer de estémago, la linea celular de cancer renal y la linea celular
de fibrosarcoma, células apropiadamente subcultivadas se contaron mediante un procedimiento de tincién con azul
de tripano y después de esto se prepararon a 1 x 10° células/ml en un medio que contenia suero bovino fetal al 10 %
(fabricado por Hyclone Laboratories, Inc.) (en lo sucesivo en el presente documento denominado como “el medio”).
En el medio, se mezclaron el anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273 L1-NK a 20 pg/ml y un anticuerpo secundario
(anticuerpo anti IgG humano de cabra, fabricado por MP Biomedicals, LLC.) a 40 pg/ml. Después, la mezcla
resultante se diluyé con el medio, por lo cual se prepararon soluciones de tal manera que la concentracion del
anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK era de 2000, 200, 20 o 2 ng/ml. Cada una de las soluciones resultantes,
que tenian las concentraciones respectivas, se afiadieron a una microplaca de 96 pocillos transparentes (fabricada
por Corning Incorporated) a 50 pl/pocillo (3 pocillos por grupo) y la suspension celular se sembro a 50 pl/pocillo (5 x
103 células) (concentracion final del anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273_L1-NK: 10000, 1000, 100, 10 o 1 ng/ml).

En cuanto a la linea celular de cancer de higado, células apropiadamente subcultivadas se contaron mediante un
procedimiento de tincién con azul de tripano y después de esto se prepararon a 4 x 10* células/ml en el medio. En el
medio, se mezclaron el anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK a 2 ug/ml y el anticuerpo secundario a 4 pg/ml.
Después, la mezcla resultante se diluyé con el medio, por lo cual las soluciones se prepararon de tal manera que la
concentracion del anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273_L1-NK era de 200, 20, 2, 0,2, o 0,02 ng/ml. Cada una de las
soluciones resultantes que tenian las concentraciones respectivas se afadieron a una microplaca negra de 96
pocillos de fondo transparente (fabricada por Corning Incorporated) a 50 pl/pocillo (2 pocillos por grupo), y la
suspension celular se sembré a 50 pl/pocillo (2 x 10 células) (concentracion final del anticuerpo: 1000, 100, 10, 1,
0,1 00,01 ng/ml).

Las células se cultivaron a 37 °C en presencia de CO al 5 % durante 72 horas y se midié la cantidad de ATP en
cada pocillo. La medicion de la cantidad de ATP se realizé usando un reactivo luminiscente de luciferasa (CellTiter-
Glo, fabricado por Promega Corporation) de acuerdo con el protocolo adjunto. Es decir, a la placa de 100 ul por
pocillo, se afiadié una soluciéon de ensayo compuesta por un componente de lisado celular y un componente de
sustrato luminiscente, seguido de agitacion. Después de esto, se midi6 la luminiscencia de cada pocillo usando un
luminémetro (fabricado por Berthold Technologies). En cuanto a la linea celular de cancer de estdmago, la linea
celular de cancer renal y la linea celular de fibrosarcoma, una solucién de ensayo en una cantidad de 100 pl por
pocillo, se transfirid de la microplaca de 96 pocillos transparentes a una microplaca blanca de 96 pocillos (fabricada
por Corning Incorporated), y después, se midié la luminiscencia.

Un pocillo, al cual se afiadié el medio y la suspension celular, se preparé como un pocillo de control negativo, un
pocillo, al cual solo se afiadid medio se preparé como un pocillo de fondo y la viabilidad celular en cada pocillo de
ensayo se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula.
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Viabilidad celular (%) = (intensidad de luminiscencia del pocillo de ensayo - intensidad de luminiscencia promedio
del pocillo de fondo)/(intensidad de luminiscencia promedio del pocillo de control negativo - intensidad de
luminiscencia promedio del pocillo de fondo) x 100

En la Figura 51, se muestra un promedio de la viabilidad celular de cada linea celular para las concentraciones
respectivas del anticuerpo usado en el tratamiento. En cuanto a la linea celular de cancer de estdmago, la linea
celular de cancer renal y la linea celular de fibrosarcoma, un error tipico se representé mediante una barra de error.
El anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273 L1-NK exhibié una actividad citotdxica contra todas las lineas celulares
ensayadas excepto para 786-O.

[Ejemplo 14] Medicion de la actividad in vivo del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK en combinacion con un
agente quimioterapéutico

14)-1 Actividad antitumoral del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK en combinacién con 5-FU en ratones
desnudos a los que se implanto la linea celular de cancer de colon humano HCT-15 y comparacion de actividad con
conatumumab

Por via subcutanea, se implantaron 1 x 107 células de una linea celular de cancer de colon humano, HCT-15
(adquirida en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos (CAnN.Cg-FoxnI"/CrICrlj, adquiridos en Charles
River Laboratories Japoén, Inc.). Los dias 7, 14 y 21 después de la implantacion, a través de la vena de la cola, se
administré el anticuerpo hB273_H2-1-NE/ hB273_L1-NK o conatumumab a ratones portadores de tumores, a una
dosis de 3 mg/kg. El 5-FU se administr6 a través de la vena de la cola el dia 7 después de la implantaciéon a una
dosis de 160 mg/kg. El experimento se realizd a n = 6. El eje mayor y el eje menor del tumor implantado se midieron
dos veces a la semana usando un calibrador digital electrénico (fabricado por Mitutoyo Corporation), y el volumen
tumoral se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula de calculo:

Volumen tumoral (mm?3) = 1/2 x (eje menor)? (mm) x (eje mayor)? (mm)

Los resultados se muestran en la Figura 52. La tasa inhibidora de crecimiento tumoral el dia 28 después de la
implantacién, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 62 % en el grupo al que se habia administrado el
anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK, de 27 % en el grupo al que se habia administrado conatumumab, de
54 % en el grupo al que se habia administracion 5-FU, de 91 % en el grupo al que se habia administrado la
combinacién de anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273 L1-NK y 5-FU y de 78 % en el grupo al que se habia
administrado la combinacion de conatumumab y 5-FU. Es decir, se observd un efecto combinado del anticuerpo
hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK y 5-FU, y adicionalmente, en el grupo al que se habia administrado la combinacién
del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273 L1-NK y 5-FU se observd una mayor actividad antitumoral en comparacion
con el grupo al que se habia administrado la combinacién de conatumumab y 5-FU.

14)-2 Actividad antitumoral del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK en combinacién con paclitaxel en ratones
desnudos a los que se implantd la linea celular de cancer de pulmén no microcitico humano NCI-H1975 y
comparacion de actividad con conatumumab

Por via subcutanea, se implantaron 3 x 10°® células de una linea celular de cancer de pulmoén no microcitico humano,
NCI-H1975 (adquirido en la ATCC), en la region axilar de ratones desnudos. Los dias 11, 18 y 25 después de la
implantacién, a través de la vena de la cola, se administré el anticuerpo hB273 H2-1-NE/hB273-L1-NK o
conatumumab a ratones portadores de tumores, a una dosis de 3 mg/kg. El paclitaxel se administro, a través de la
vena de la cola, a ratones portadores de tumores, los dias 11, 12, 13 y 14 después de la implantaciéon, a una dosis
de 6,25 mg/kg. El experimento se realizé a n = 6. De la misma manera que se ha descrito anteriormente, se midio el
eje mayor y el eje menor del tumor implantado y se calculé el volumen tumoral

Los resultados se muestran en la Figura 53. La tasa inhibidora del crecimiento tumoral el dia 32 después de la
implantacién, que era el ultimo dia de la medicion, fue de 66 % en el grupo al que se habia administrado el
anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK, de 40 % en el grupo al que se habia administrado conatumumab, de 49
% en el grupo al que se habia administrado paclitaxel, de 91 % en el grupo al que se habia administrado la
combinacién del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK y paclitaxel y de 79 % en el grupo al que se habia
administrado la combinacién de conatumumab y paclitaxel. Es decir, se observé un efecto combinado del anticuerpo
hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK y paclitaxel y adicionalmente, se observé una actividad antitumoral mas alta en el
grupo de administracion combinada del anticuerpo hB273_H2-1-NE/hB273_L1-NK y paclitaxel en comparaciéon con
el grupo de administracion combinada de conatumumab y paclitaxel.
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Asp

val

Gly

155

Lys

Leu

Tyr

Glu

Asp

235

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

315

Trp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr

220

Lys

Val

Val

Ile

Val

300

Ser

Leu

Asp

Gly

125

Ser

Ala

Tyr

Ser

Leu

205

Val

Lys

Pro

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Asn

Ser

110

Gly

Ala

Ala

Phe

Gly

130

Ser

Thr

Ile

Glu

Thr

270

Lys

val

Phe

Gly

95

Ala

Tyr

Lys

Gln

Pro

175

Val

Ser

Cys

val

Val

255

Ile

Asp

His

Arg

Lys
335

val

Phe

Thr

Thr

160

Glu

His

Ser

Asn

Pro

240

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

320

Glu



10

Phe

Thr

Ile

Cys

385

Trp

Asp

Ser

Gly

Lys
465

<210>9

<211>714
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(714)

<400> 9

atg
Met
1

tcec
Ser

agt
Ser

gta
Val

aag
Lys

age
Ser

=14
Leu

cac
His
50

Lys

Ile

Pro
370

Met

Asn

Thr

Asn

Leu
450

ttg
Leu

agt
Ser

gga
Gly

agt
Ser

Cys

Ser
355

Pro

Ile

Gly

Asp

Trp
435

Hisg

cct
Pro

gat
Asp
20

gat
Asp

aat
Asn

Arg
340

Lys

Pro

Thr

Gln

Gly
420

Glu

Asn

gtt
Val

gtt
val

caa
Gln

gga
Gly

Val

Thr

Lys

Asp

Pro
405

Ser

Ala

Hisg

agg
Arg

gtg
Val

geo
Ala

aag
Asn

ES 2 675847 T3

Asn

Lys

Glu

Phe
390

Ala

Tyr

Gly

Hisg

ctg
Leu

atg
Met

tee
Ser

ace
Thr
55

Ser

Gly

Gln
375

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr
455

ttg
Leu

ace
Thr

ate
Ile
40

tat
Tyr

Ala

Arg
360

Met

Pro

Asn

vVal

Thr
440

Glu

gtg
Val

caa
Gln
25

tet
Ser

c¢ta
Leu

55

Ala
345

Pro

Ala

Glu

Tyr

Tyr
425

Phe

Lys

ctg
Leu
10

act
Thr

tge
Cys

cat
His

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys
410

Ser

Thr

Ser

atg
Met

cca
Pro

aga
Arg

tag
Trp

Pro

Ala

Asp

Ile
395

Asn

Lys

Cys

Leu

ttec
Phe

cte
Leu

tet
Ser

tac
Tyr
60

Ala

Pro

Lys
380

Thr

Thr

Leu

Ser

Ser
460

tgg
Trp

tce
Ser

agt
Ser
45

ctg
Leu

Pro

Gln
365

Val

Val

Gln

Asn

Val
445

Hisg

att
Ile

ctg
Leu
30

cag
Gln

cag
Gln

Ile
350

Val

Ser

Glu

Pro

vVal
430

Leu

Ser

cct
Pro
15

cct
Pro

age
Ser

aag
Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile
415

Gln

Hisg

Pro

gct
Ala

gtc
val

ctt
Leu

ceca
Pro

Lys

Thr

Thr

Gln

400

Met

Lys

Glu

Gly

48

86

144

192



ggc cag
Gly Gln

ggg gte
Gly val

ctc aag
Leu Lys

tet caa
Ser Gln

gaa atc
Glu Ile
130

tcc agt
Ser Ser
145

aac aac
Asn Asn

agt gaa
Ser Glu

aaa gac
Lys Asp

gag tat
Glu Tyr
210

tca act
Ser Thr
225

<210>10
<211> 238
<212> PRT

tet
Ser

cca
Pro

atc
Ile

agt
Ser
115

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe

cga
Arg

agc
Ser
135

gaa
Glu

tea
Ser

cca
Pro

gac
Asp

agc
Ser
100

aca
Thr

cgg
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

caa
Gln
180

acc
Thr

cga
Arg

[mlals
Pro

<213> Mus musculus

<400> 10

aag
Lys

agg
Arg
85

aga
Arg

cat
His

get
Ala

tta
Leu

(1=l
Pro
165

aat
Asn

tac
Tyr

cat
His

att
Ile

cte
Leu
70

tte
Phe

gtg
Val

gtt
Val

gat
Asp

aca
Thr
150

aaa
Lys

gge
Gly

agc
Ser

aac
Asn

gte
Val
230

ES 2 675847 T3

ctyg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ceg
Pro

get
Ala
135

tct
Ser

gac
Asp

gte
Val

atg
Met

age
Ser
215

aag
Lys

atc
Ile

gge
Gly

gct
Ala

tgg
Trp
120

gca
Ala

gga
Gly

atc
Ile

ctyg
Leu

agc
Ser
200

tat
Tyr

age
Ser

tac
Tyr

agt
Ser

gag
Glu
105

acyg

Thr

cca
Pro

ggt
Gly

aat
Asn

aac
Asn
185

agc
Ser

ace
Thr

tte
Phe

56

aaa
Lys

gga
Gly
90

gat
Asp

tte
Phe

act
Thr

gac
Ala

gte
val
170

agt
Ser

acc
Thr

tgt
Cys

aac
Asn

gtt
val
75

teca
Ser

ctg
Leu

agt
Gly

gta
val

tca
Ser
155

aaqg
Lys

tgg
Trp

ctc
Leu

gaqg
Glu

agyg
Arg
235

tee
Ser

g9g
Gly

gga
Gly

gga
Gly

tee
Ser
140

gtc
Val

tgg
Trp

act
Thr

acyg
Thr

gee
Ala
220

aat
Asn

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile

gge
Gly
125

atec
Ile

gtg
Val

aaqg
Lys

gat
Asp

ttg
Leu
205

act

Thr

gaqg
Glu

cga
Arg

gat
Asp

tat
Tyr
110

ace
Thr

tte
Phe

tgc
Cys

att
Ile

cag
Gln
1380

acc
Thr

cac
His

tgt
Cys

ttt
Phe

tte
Phe
85

ttc
Fhe

aaqg
Lys

cca
Pro

ttc
Fhe

gat
Asp
175

gac
Asp

aag
Lys

aaqg
Lys

tet
Ser
80

aca
Thr

tgc
Cys

ety
Leu

cca
Pro

ttg
Leu
160

gge
Gly

age
Ser

gac
Asp

aca
Thr

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

714



Ser

Ser

Val

Gly

65

Gly

Leu

Ser

Glu

Ser

145

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
225

<210> 11
<211>28

Lys

Ser

Leu

His

50

Gln

Val

Lys

Gln

Ile

130

Ser

Asn

Glu

Asp

Tyr

210

Thr

Leu

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

135

Glu

Ser

Pro

Asp

20

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

100

Thr

Arg

Gln

Tyr

Gln

180

Thr

Arg

Pro

Val

Val

Gln

Gly

Lys

Arg

Arg

His

Ala

Leu

Pro

165

Asn

Tyr

His

Ile

ES 2 675847 T3

Arg

Val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

Val

Val

Asp

Thr

130

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
230

Leu

Met

Ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Asp

Val

Met

Ser

215

Lys

Leu

Thr

Ile
40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp

120

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

200

Tyr

Ser

Val

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

185

Ser

Thr

Phe

57

Leu

10

Thr

Cys

His

Lys

Gly

Asp

Fhe

Thr

Ala

Val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Met

Pro

Arg

Trp

Val

75

Ser

Leu

Gly

val

Ser

155

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
235

Fhe

Leu

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

140

Val

Trp

Thr

Thr

Ala

220

Asn

Trp

Ser

Ser
45

Leu

Asn

Thr

Ile

Gly

125

Ile

Val

Lys

Asp

Leu

205

Thr

Glu

Ile

Leu

30

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Ile

Gln

190

Thr

His

Cys

Pro
15

Pro

Ser

Lys

Fhe

Phe

95

Fhe

Lys

Pro

Fhe

Asp

175

Asp

Lys

Lys

Ala

val

Leu

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Gly

Ser

Asp

Thr
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador EFF1

<400> 11
ccacgcgcecc tgtageggeg cattaage

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador EFsmaR

<400> 12

aaacccggga getitttgea aaagectagg

<210> 13

<211> 1704

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos del péptido sefial, de la region Fc y de la sefial de adicion de poli A de la

cadena kappa humana

<400> 13

ES 2 675847 T3

28

30

58



ES 2 675847 T3

ggtaccaccc aagctggcta ggtaagcecttg ctagcgeccac catggtgetg cagacccagg 60
tgttecatecte cctgetgetg tggatctccg gogeoatatgg cgatatcgtg atgattaaac 120
gtacggtggc cgccceoctee gtgttcatet tececceceocecte cgacgagecag ctgaagtecyg 180
gcaccgecte cgtggtgtge ctgectgaata acttcectacce cagagaggec aaggtgcagt 240
ggaaggtgga caacgccctg cagteccggga actecccagga gagegtgacce gagcaggaca 300
gcaaggacag cacctacage ctgagcagca ccctgaccct gagcaaagece gactacgaga 360
agcacaaggt gtacgectge gaggtgaccc accagggeoct gagcetccccce gtcaccaaga 420
gcttecaacag gggggagtgt taggggeccceg tttaaacggg tggecatccct gtgaccecte 480
cccagtgect ctecetggoece tggaagttge cactccagtg cccaccagec ttgtectaat 540
aaaattaagt tgcatcattt tgtctgacta ggtgtcctte tataatatta tggggtggag 600
gggggtggta tggagcaagg ggcaagttgg gaagacaacc tgtagggect geggggtcta 660
ttgggaacca agctggagtg cagtggecaca atcttggete actgecaatet ccgectectg 720
ggttcaageg atteteetge ctecagectee cgagttgttg ggattceccagg catgeatgac 780
caggctcace taatttttgt ttttttggta gagacggggt ttcaccatat tggecagget 840
ggtctccaac tcctaatctc aggtgatcta cccaccttgg cecteccaaat tgctgggatt 300
acaggcgtga accactgctc cacgogcect gtageggoge attaagogoeg gogggtgtgg 360
tggttacgcg cagcocgtgacc getacacttg ccagegeccet agegeccget cctttegett 1020
tettecette ctttetegee acgttegecg gettteocceg tecaageteta aatecggggge 1080
teectttagg gttecgattt agtgetttac ggcacctega cecccaaaaaa cttgattagg 1140
gtgatggtte acgtagtggg ccategecet gatagacggt ttttegecet ttgacgttgg 1200
agtccacgtt ctttaatagt ggactcttgt tccaaactgg aacaacactc aaccctatct 1260
cggtctatte ttttgattta taagggattt tgecgattte ggoctattgg ttaaaaaatg 1320
agetgattta acaaaaattt aacgegaatt aattetgtgg aatgtgtgte agttagggtg 1380
tggaaagtece crcaggetece cagcaggcag aagtatgeaa ageatgeate tecaattagte 1440
ageaaccagyg tgtggaaagt ccccaggete cecageagge agaagtatge aaageatgea 1500
tctcaattag tcagcaacca tagtcccocgee cctaactcoeg cccatceccege ccoctaactec 15640
geccagtteoe geccattcocte cgeoecccatgg ctgactaatt ttttttattt atgecagagge 162Q
cgaggecgee teotgecteoctg agetattcecca gaagtagtga ggaggetttt ttggaggecet 14680
aggcettttge aaaaagetce cggg 1704
<210> 14
<211> 1120

59



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 675847 T3

<223> Secuencia de nucledtidos del péptido sefial y de la region Fc de la cadena de IgG1 humana

<400> 14

tgectagegec
ggtgctgage
gtctteccocecce
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccy
aagcccagca
acatgeccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcecteaceg
aacaaageocee
gaaccacagg
ctgacctgecce
ggccageceyg
ttcctctaca
tgeteegtga

cecggeaaat

<210> 15
<211>717
<212> ADN

accatgaaac
caggtgcaat
tggcacccte
actacttcecc
acaccttcec
tgecetecag
acaccaaggt
cctgeccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
teetgeacea
teecagecee
tgtacaccet
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgecatgagge

gagatategg

<213> Secuencia artificial

<220>

acctgtggtt
tgtgcaggeg
ctccaagage
cgaacccgtg
cgctgtectg
cagecttggge
ggacaagaga
acctgaacte
catgatctec
tgaggtcaag
cocgggaggayg
ggactggetg
catcgagaaa
goceceatece
cttctatcec
caagaccacc
cgtggacaag
tectgeacaac

gecegtttaa

cttccteectg
gttagctcag
acctetggeg
accgtgaget
cagtccteag
acccagacct
gttgagcoccca
ctggggggac
cggacceetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatcteca
cgggaggaga
agcgacatcyg
cctecegtge
agcaggtgge
cactacacce

acgggtggea

ctggtggcag
cctccaccaa
geacagcege
ggaactcagyg
gactctactc
acatctgraa
aatcttgtga
cotecagtett
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagy
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
agcagggcaa

agaagagecet

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de la quimera B273

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(717)

<400> 15

60

ctcccagatg
gggcccaage
cctgggetge
cgeccctgace
cctcagecage
cgtgaatcac
caaaactcac
cctetteoece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtecage
caaggtetee
coageocegyg
ccaggtcage
ggagagcaat
cggcetectte
cgtecttctca

cteeetgtet

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

900

940

1020

1080

1120



atg
Met

ggc
Gly

gtc
Vval

ctt
Leu

cca
Pro
65

tct
Ser

aca
Thr

tge
Cys

ctyg
Leu

ccc
Pro
145

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

goe
Ala

ggc
Gly
225

gtg
Val

gca
Ala

agt
Ser

gta
Val
50

ggc
Gly

999
Gly

ctc
Leu

tct
Ser

gaa
Glu
130

tcc
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aaqg
Lys

gac
Asp
210

ctyg
Leu

<210> 16

ctg
Leu

tat
Tyr

ctt
Leu
35

cac
His

cag
Gln

gtc
Val

aag
Lys

caa
Gln
115

atc
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctyg
Leu

gac
Asp
195

tac

Tyr

agc
Ser

cag
Gln

ggc
Gly

gga
Gly

agt
Ser

tct
Ser

cca
Pro

atc
Ile
100

agt
Ser

aaa
Lys

gayg
Glu

tte
Phe

cag
Gln
180

age
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

acc
Thr

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn

cca
Pro

gac
Asp
85

agc
Ser

aca
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tcc
Ser

ace
Thr

aaqg
Lys

ccc
Pro

cag
Gln

gtt
Val

caa
Gln

gga
Gly

aaqg
Lys
70

aygg
Arg

aga
Arg

cat
His

acg
Thr

ctyg
Leu
150

ccc
Pro

g99
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val
230

ES 2 675847 T3

gtg
Val

gtg
Val

gce
Ala

aac
Asn
55

cte
Leu

ttc
Phe

gtg
Val

gtt
Val

gtg
Val

135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aaqg
Lys
215

acc
Thr

ttc
Phe

atg
Met

tcc
Ser
40

acc
Thr

ctg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro
120

gcc
Ala

tcc
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

ctg
Leu
200

gtg
Val

aag
Lys

atc
Ile

ace
Thr
25

atc
Ile

tat
Tyr

ate
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
105

tgg
Trp

gcc
Ala

ggc
Gly

gee
Ala

cag
Gln
185

age
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

tcc
Ser
10

caa
Gln

tct
Ser

cta
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
90

gag
Glu

acg
Thr

ccc
Pro

acc
Thr

aaqg
Lys
170

gayg
Glu

age
Ser

goe
Ala

ttc
Phe

61

ctg

act
Thr

tgc
Cys

cat
His

aaa
Lys
75

gga
Gly

gat
Asp

tte
Phe

tcc
Ser

gcc
Ala
155

gtg
Val

agc
Ser

ace
Thr

tge
Cys

aac
Asn
235

ctg
Leu

cca
Pro

aga
Arg

tagg
Trp

gtt
Val

tca
Ser

ctg
Leu

ggt
Gly

gtg
Val
140

tcc
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu
2290

agyg
Arg

ctg
Leu

cte
Leu

tct
Ser
45

tac
Tyr

tce
Ser

999
Gly

gga
Gly

gga
Gly
125

ttc
Phe

gtg
Val

tagg
Trp

acc
Thr

ace
Thr
205

gtg
Val

g99
Gly

tagg
Trp

tce
Ser
30

agt
Ser

ctg

aac
Asn

aca
Thr

att
Ile
110

ggc
Gly

atc
Ile

gtg
Val

aaqg
Lys

gayg
Glu
190

ctg
Leu

ace
Thr

gayg
Glu

atc
Ile
15

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

cga
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

ace
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg
Val

175

cag
Gln

age
Ser

cac
His

tgt
Cys

tcc
Ser

cct
Pro

agc
Ser

aag
Lys

ttt
Phe
80

ttc
Phe

ttc
Phe

aaqg
Lys

ccc
Pro

ctyg
Leu
160

gac

Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

4380

528

576

624

672

717



10

<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 16

Met

1

Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leun

Pro
145

Val

Ala

Ser

Val

50

Gly

Gly

Ser

Glu
130

Ser

Leu

Tyr

Leu

35

His

Gln

Val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Thr

Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

85

Ser

Thr

Arg

Gln

ES 2 675847 T3

Gln

Val

Gln

Gly

Lys

70

Arg

Arg

His

Thr

Leu
150

Val

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

Val

Val

Val

135

Lys

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

62

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105

Trp

Ala

Gly

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Thr

Cys

His

Lys

15

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
155

Pro

Arg

Trp

60

Val

Ser

Gly

Val
140

Ser

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

125

Phe

Val

Trp

Ser

30

Ser

Asn

Thr

Ile

110

Gly

Ile

Val

Ile

15

Gln

Gln

Arg

Asp

95

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu
160
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35

40

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu

Ser Lys Asp
195

Ala Asp Tyr
210

Gly Leu Ser
225

<210> 17

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador B273LF

<400> 17

Phe

Gln

1380

Ser

Glu

Ser

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Pro

Gly

Tyr

Hisg

Val
230

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

aaacatatgg cgatgtigtg atgacccaaa ctecactctc ¢

<210> 18

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador B273LR

<400> 18

aaacgtacgt tigatttcca gettggtgec tecaccgaac g

<210> 19

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Ser

Leu
200

Val

Lys

41

41

Ala Lyg Val Gln Trp Lys Val Asp
170 175

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
185 190

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
205

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
220

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
235

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de la quimera B273

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

<400> 19

atg aaa cac ctg tgg tte tte cte ¢bg ctg gtg gea get coge aga tgg
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

63

10 15

48



gtg
Val

cct
Pro

att
Ile

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
145

ggc
Gly

ccc
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn
225

ccc
Pro

gaa
Glu

ctg
Leu

ggg
Gly

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aag
Lys

gceo
Ala

ttt
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
val

tte
Phe

gtg
Val
210

gtg
val

aaa
Lys

cte
Leu

age
Ser

gct
Ala
35

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

cac
His

tgt
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

cog
Pro
195

acc

Thr

aat
Agn

tect
Ser

ctg
Leu

gag
Glu
20

tca
Ser

ttt
Phe

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gga
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

gce
Ala

gty
Val
130

got
Ala

gtg
Val

cac
Hig

tgt
Cys

ggqq
Gly
260

gtt
Val

gtg
val

atg
Met

cgt
Arg

ggc
Gly
85

gag
Glu

aga
Arg

caa
Gln

gtc
Val

gco
Ala
165

agce
Ser

gtc
val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

caqg
Gln

aag
Lys

aac
Asn

ttt
Phe
70

aag
Lys

cte
Leu

teg
Ser

ggc
Gly

ttc
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctyg
Leu

tcec
Ser

coe
Pro
230

aad

Lys

ccc
Pro

ES 2 675847 T3

ctg
Leu

ata
Ile

tgg
Trp
55

aat
Asn

gcco
Ala

ctyg
Leu

gcg
Ala

acce
Thr
135

ccc
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser
215

agce

Ser

act
Thr

tca
Ser

cagqg
Gln

tce
Ser
40

atg
Met

cca
Pro

aca
Thr

agc
Ser

tat
Tyr
120

act
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

teoco
Ser
200

age

Ser

aac
Asn

cac
His

gtec
Val

cag
Gln
25

tge
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

ttg
Leu

ctg
Leu
105

tac
Tyr

cte
Leu

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

64

tet
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

act
Thr
90

aca
Thr

tte
Phe

aca
Thr

ccc
Pro

gte
val
170

gce
Ala

gga
Gly

gge
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte
Leu

gga
Gly

gct
Ala

agoe
Ser

ggt
Gly
75

gta
Val

tct
Ser

gat
&sp

gte
val

tec
Ser
155

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

acea
Thr

gtyg
val
235

cca
Pro

tte
Phe

cet
Pro

tct
Ser

cat
Hig
60

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

agt
Ser

age
Ser
140

tece
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asgp

ccc
Pro

CCC
Pro

gag
Glu

ggt
Gly
45

gga
Gly

act
Thr

aaa
Lys

gac
Asp

ggg
Gly
125

tca
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

age
Ser

tec
Ser
205

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

ctg
Leu
30

tac
Tyr

aag
Lys

ttc
Phe

tcc
Ser

tct
Ser
110

ggc
Gly

goe
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
190

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
Val

tca
Ser

age
Ser

tac
Tyr

tct
Ser
95

gca
Ala

tac
Tyr

too
Ser

aca
Thr

cce
Pro
175

gtg
Val

age
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala
255

ccc
Pro

aaqg
Lys

ttt
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
80

acc
Thr

gte
val

ttt
Phe

ace
Thr

tet
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

96

144

132

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816
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gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

atc
Ile

acec
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cte
Leu
465

acc
Thr

gtg
Val
290

gtg
VvVal

agc
Ser

ctg
Leu

geco
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

geo
Ala

acec
Thr

cte
Leu

teoo
Ser
450

tce
Ser

<210> 20
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ctc
Leu
275

age
Ser

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cec
Pro
355

cag
Gln

gtc
Val

gtg
Val

cct
Pro

ace
Thr
435

gtg
Val

ctg
Leu

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly
340

ate
Ile

gtg
Vval

age
Ser

gag
Glu

cce
Pro
420

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

atec
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgyg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp
405

gtg
val

gac
Asp

cat
His

cce
Pro

<223> Construccion sintética

<400> 20

tece
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr
390

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
470

ES 2 675847 T3

cygyg
Arg

cct
Pro
295

gceo
Ala

gtc
Val

tac
Tyr

ace
Thr

ctg
Leu
375

tgc
Cys

age
Ser

gac
Asp

agce
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

acc
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

agec
Ser

aag
Lys

ate
Ile
360

cce
Pro

ctyg
Leu

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg
440

ctg
Leu

cct
Pro

gtec
val

aca
Thr

gtec
Val

tgc
Cys
345

toe
Ser

cca
Pro

gtec
Val

ggc
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu
330

aag
Lys

aaa
Lys

tce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

65

gtc
Val

ttc
Phe

cce
Pro
315

ace
Thr

gte
val

gece
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
395

coc
Pro

tce
Ser

cag
Gln

cag
His

aca
Thr

aac
Asn
300

cgg
Arg

gtc
Val

tce
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

tte
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

tgc
Cys
285

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asan
445

ace
Thr

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

ccc
Pro

aac
Asn

cte
Leu
430

gtc
val

cag
Gln

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

gcc
Ala

coc
Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

aaqg
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

ctc
Leu

€gg
Arg

aag
Lys

gac
Asp
400

aag

Lys

agc
Ser

tca
Ser

age
Ser

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1290

1248

1236

1344

1392

1413



Met

val

Pro

Ile

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Bro

Thr

val

Asn

225

Pro

Lys

Leun

Gly

Gly

50

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

His

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

His

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

AsSn

Ser

Leu

Glu

20

Ser

Phe

Gly

Lys

Met

100

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Trp

val

Val

Met

Arg

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala

165

Ser

val

Preo

Lys

Asp
245
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Phe

Gln

Lys

Asn

FPhe

70

Lys

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Phe

Leu

Ile

Trp

35

Asn

Ala

Leu

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Leu

Gln

Ser

40

Mat

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

AsSn

His

66

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Leu

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Phe

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys
250

Val

Gly

Ala

Ser

Gly

15

Val

Ser

Asp

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Ala

Pro

Ser

His

60

Asp

Asp

Glu

Ser

Sar

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Leu

30

Tyr

Lys

Phe

Ser

Sar

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

1320

Leu

Tyr

Arg

Pro

Arg

15

val

Ser

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Ile

val

Ala
255

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr

vVal

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro



Glu Leu

Azp Thr

Agp Val
290

Gly Vval
305

Agn Ser

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro
370

Agn Gln
385

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser
450

Leu Ser
465

<210> 21
<211> 41
<212> ADN

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Azn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Trp

405

Val

Agp

His

Pro

ES 2 675847 T3

Pro

Ser

Asgp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Lys

Glu

Gly
470

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asgp

Ser

Ala

455

Lys

Val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Asn

Ser

Arg

440

Leu

67

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asgp

425

Trp

His

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Azn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Azn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Aszn

445

Thr

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asgp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser
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<223> Cebador B273HF

<400> 21

ES 2 675847 T3

aaagctgage gaggttcage tgcageagtc tggacctgag ¢

<210> 22
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador B273HR

<400> 22

aaagctgage tgactgtgag agtggtgect tggecccagt ag

<210> 23
<211> 130
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Ala
1

Gln

His

Asp

Arg

63

Asn

Pro

Lys

Glu

<210> 24

<211> 28
<212> ADN

Leu

Gln

Ile

Tyr

50

Cys

Thr

Glu

val

Ser
130

Ile

Lys

Ser

35

Ser

Asp

val

Met

Gly
115

<213> Secuencia artificial

Thr

Arg

20

Glu

Thr

Ser

Cys

Cys

100

Asp

Gln

Ser

Asp

His

Gly

Gln

83

Arg

Cys

Gln

Ser

Gly

Trp

Glu

70

Cys

Lys

Thr

Asp

Pro

Arg

Asn

55

Val

Glu

Cys

Pro

41

Leu

Ser

Asp

40

Asp

Glu

Glu

Arg

Trp
120

68

42

Ala

Glu

25

Cys

Leu

Leu

Gly

Thr

105

Ser

Pro

10

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

90

Gly

Asp

Gln

Leu

Ser

Phe

Pro

75

Phe

Cys

Ile

Gln

Cys

Cys

Cys

60

Cys

Arg

Pro

Glu

Arg

Pro

Lys

45

Leu

Thr

Glu

Arg

Cys
125

Ala

Pro

30

Tyr

Arg

Thr

Glu

Gly

110

Val

Ala

15

Gly

Gly

Cys

Thr

Asp

Met

His

Pro

His

Gln

Thr

Arg

80

Ser

Val

Lys
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ES 2 675847 T3

Gln

Ser

Asp

His

Gly

70

Gln

Arg

Cys

Gln

Ser

Gly

Trp

Glu

Cys

Lys

Thr

Asp

Pro

Arg

40

Asn

Val

Glu

Cys

Pro
120

Leu

Ser

25

Asp

Asp

Glu

Glu

Arg

105

Trp

Ala

10

Glu

Cys

Leu

Leau

Gly

90

Thr

Ser

Pro

Gly

Ile

Leu

Ser

75

Thr

Gly

Asp

Gln

Leu

Ser

FPhe

60

Pro

Phe

Cys

Ile

Gln

Cys

Cys

45

Cys

Cys

Arg

Pro

Glu
125

Arg

Pro

Lys

Leu

Thr

Glu

Arg

1190

Cys

Lys Glu Ser Leu Glu His His His His His His
135

<220>
<223> Cebador DR5 Ndefw
<400> 24
gtoggcatatg getetgatca cocaacaa 28
<210> 25
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador DR5 Xhorv
<400> 25
cgcctegagt gattetttgt ggacaca 27
<210> 26
<211>139
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>rsDR5
<400> 26
Met Ala Leu Ile Thr
1 5
Pro Gln Gln Lys Arg
20
His His Ile Ser Glu
35
Gln Asp Tyr Ser Thr
50
Thr Arg Cys Asp Ser
65
Arg Asn Thr val Cys
85
Ser Pro Glu Met Cys
100
Val Lys Val Gly Asp
115
130
<210> 27
<211>717
<212> ADN

69

Ala

15

Pro

Tyr

Arg

Thr

Glu

95

Gly

val

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

80

Asp

Met

His
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 675847 T3

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica hB273 L1

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(717)

<400> 27

<210> 28

atg
Met

ggc
Gly

gtg
val

ctg
Leu

cca
Pro
65

agt
Ser

act
Thr

tgc
Cys

gte
Val

oo
Pro
145

ctg

aac
Asn

age
Ser

gee
Ala

gge
Gly
225

gtg
Val

geca
Ala

act
Thr

gte
Val
50

99
Gly

ggt
Gly

ctt
Leu

teca
Ser

gag
Glu
130

tee
Ser

aat
Asn

goc
Ala

aaqg
Lys

gac
Azp
210

ctyg
Leu

ctg
Leu

tat
Tyr

cca
Pro
35

cat
His

cag
Gln

gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln
115

atc
Ile

gac
Azp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp
195

tacg

Tyr

agc
Ser

cag
Gln

ggc
Gly
20

g9g
Gly

age
Ser

tec
Ser

cect
Pro

att
Ile
100

agc
Ser

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln
180

age

Ser

gag
Glu

tec
Ser

ace
Thr

gac
Asp

gag
Glu

aat
Asgn

cca
Pro

gac
Asp
85

tea
Ser

aca
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tec
Ser

ace
Thr

aaqg
Lys

cce
Pro

cag gtg tte

Gln

atc
Ile

ccc
Pro

g99
Gly

cag
Gln
70

cge

Arg

aga
Arg

cat
His

acg
Thr
ctyg
150

cce
Pro

999
Gly

tac
Tyr

cac
Hig

gte
Val
230

Val

gta
val

gca
Ala

aac¢
Agn
35

ctc
Leu

tte
Phe

gty
val

gtc
val

gtg
Val

135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aaqg
Lys
215

acc
Thr

Fhe

atg
Met

age
Ser
40

act
Thr

ttg

tec
Ser

gag
Glu

ccc
Pro
120
gaoc
Ala

tee
Ser

gag
Glu

tec
Ser
ctg
200

gtg
Val

aag
Lys

ate
Ile

acc
Thr
25

atc
Ile

tacg
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

gea
Ala
105

tgg
Trp

gaoc
Ala

gge
Gly

gec
Ala

cag
Gln
185

age
Ser

tacg
Tyr

agc
Ser

70

tee
Ser
10

cag
Gln

tect
Ser

ctyg
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
90

gaa
Glu

act
Thr

cce
Pro

age
Thr

aag
Lys
170

gayg
Glu

age
Ser

gee
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

tot
Ser

tgt
Cys

cat
His

aag
Lys
75

ggce
Gly

gas
Asp

ttc
Phe

tece
Ser

gee
Ala
155

gty
val

agc
Ser

acce
Thr

tge
Cys

aac
Asn
235

ctg
Leu

coyg
Pro

cge
Arg

tgg
60

gty
val

tece
Ser

gtt
val

ggt
Gly

gty
Val

140

tee
Ser

cag
Gln

gtyg
val

ctyg
Leu

gag
Glu
220

agyg

ctg
Leu

ctg

age
Ser
45

tac
Tyr

toc
Ser

g9g
Gly

gga
Gly

cece
Pro
125

tte
Phe

gty
Val

tgg
Trp

aoc
Thr

acce
Thr
205

gtg
Val

a9y
Gly

tgg
Trp

agt
Ser
30

agt
Ser

cte
Leu

aat
Asn

aca
Thr

gte
Val
110

ggc
Gly

atc
Ile

gty
Val

aag
Lys

gayg
Glu
190

ctyg
Leu

ace
Thr

gag
Glu

ate
Ile
15

ctt
Leu

cag
Gln

caa
Gln

cgg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

aca
Thr

tte
Phe

tge
Cys

gty
val

175

cag
Gln

age
Ser

cac
Hig

tgt
Cys

tee
Ser

cct
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

ttc
Phe
80

tte
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

cce
Pro
ctyg
160

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

26

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717



10

<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 28

Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Val

Val

Ala

Thr

Val

50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
130

Leu

Tyr

Pro

35

His

Gln

Val

Lys

Gln

115

Ile

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Thr

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

83

Ser

Thr

Arg

ES 2 675847 T3

Gln

Ile

Pro

Gly

Gln

70

Arg

Arg

His

Thr

Val

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

Val

Val

Val
135

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

71

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105

Trp

Ala

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Leu

Ser

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Leu

Pro

Arg

Trp

60

val

Ser

Val

Gly

Val
140

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro

125

Fhe

Trp

Ser

30

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ile

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

95

Tyr

Thr

Fhe

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Fhe

Tyr

Lys

Pro



10

15

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Val
230

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln
185

Leu Ser
200

Val Tyr

Lys Ser

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 L2

Pro
145
Leu
Asn
Ser
Ala
Gly
225
<210> 29
<211> 717
<212> ADN
<220>
<220>
<221> CDS

<222> (1)..(717)

<400> 29

72

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

220

Arg

val

Trp

Thr

Thr

205

val

Gly

Val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Glu

Cys Leu
160

Val Asp

175

Gln Asp

Ser Lys

His Gln

Cys



atg
Met

ggc
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

cca
Pro
65

tcc
Ser

ace
Thr

tgt
Cys

gtc
Val

cec
Pro
145

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

geoc
Ala

ggc
Gly
225

gtg
Val

gca
Ala

tct
Ser

gtg
Val
50

ggt
Gly

gga
Gly

ttg
Leu

age
Ser

gag
Glu
130

tec
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp
210

ctg
Leu

<210> 30

ctg
Leu

tat
Tyr

ctg
Leu
35

cac
Hisg

cag
Gln

gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln
115

att
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp
195

tac

Tyr

agc
Ser

cag
Gln

ggc
Gly
20

ggc
Gly

agt
Ser

tcc
Ser

cct
Pro

att
Ile
100

agt
Ser

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe

cag
Gln
180

age

Ser

gag
Glu

tcc
Ser

ace
Thr

gac
Asp

gaa
Glu

aac
Asn

cca
Pro

gat
Asp

age
Ser

aca
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tcc
Ser

ace
Thr

aag
Lys

ccec
Pro

cag
Gln

gtc
Val

cCcC
Pro

gga
Gly

aag
Lys
70

cga
Arg

cgg
Arg

cac
Hisg

acg
Thr

ctyg
Leu
150

[alnla)
Pro

g99
Gly

tac
Tyr

cac
Hisg

gtc
Val
230

ES 2 675847 T3

gtg
Val

gtc
Val

gcc
Ala

aac
Asn
55

cte
Leu

ttc
Phe

gte
Val

gtg
Val

gtg
vVal
135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys
215

acc
Thr

tte
Phe

atg
Met

agt
Ser
40

aca
Thr

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu

cec
Pro
120

gcc
Ala

tec
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

¢ty
Leu
200

gtg
Val

aag
Lys

ate
Ile

aca
Thr
25

att
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

ggg
Gly

geoc
Ala
105

tgg
Trp

gcc
Ala

ggc
Gly

geoc
Ala

cag
Gln
185

age

Ser

tac
Tyr

agc
Ser

tec
Ser
10

cag
Gln

tct
Ser

cte
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
90

gag
Glu

ace
Thr

ccec
Pro

ace
Thr

aag
Lys
170

gag
Glu

age
Ser

geoc
Ala

ttc
Phe

73

ctg
Leu

aca
Thr

tgt
Cys

cat
His

aag
Lys
75

ggt
Gly

gat
Asp

tte
Phe

tcc
Ser

geoc
Ala
155

gtg
Val

agc
Ser

ace
Thr

tge
Cys

aac
Asn
235

ctg
Leu

cct
Pro

agg
Arg

tgg
Trp
60

gtg
vVal

tca
Ser

gtt
Val

gga
Gly

gtg
vVal
140

tec
Ser

cag
Gln

gtg
vVal

ctg
Leu

gag
Glu
220

agg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

tca
Ser
45

tac
Tyr

agc
Ser

ggg
Gly

gga
Gly

cet
Pro
125

ttc
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr

ace
Thr
205

gtg
Val

g99
Gly

tgg
Trp

agc
Ser
30

tct
Ser

ctg
Leu

aac
Asn

acc
Thr

gtg
Val
110

gg99
Gly

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu
190

ctg
Leu

ace
Thr

gag
Glu

ate
Ile
15

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

aga
Arg

gac
asp

tat
Tyr

act
Thr

ttc
Phe

tge
Cys

gtg
Val
175

cag
Gln

age
Ser

cac
Hisg

tgt
Cys

tec
Ser

ccec
Pro

tct
Ser

aag
Lys

ttc
Phe
80

ttc
Phe

tte
Phe

aaa
Lys

ccec
Pro

ctyg
Leu
160

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717



10

<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 30

Met

Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

val

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

<210> 31

Vval

Ala

Ser

Val
50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Leu

Tyr

Leu

35

His

Gln

val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Thr

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Gln

val

Pro

Gly

Lys

70

Arg

Arg

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

val
230

Vval

val

Ala

Asn
55

Lau

Phe

val

val

val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

Vval

Lys

74

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Ser

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

Thr

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Leu

Pro

Arg

Trp
60

Val

Ser

Val

Gly

val

140

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

220

Arg

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

val

Gly

Trp Ile
15

Ser Leu
30

Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp

Val Tyr

110

Gly Thr

Ile Phe

Val Cys

Lys Val

175

Glu Gln

190

Leu Ser

Thr His

Glu Cys

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln



10

<211>717
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 675847 T3

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 L3

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(717)

<400> 31

atg
Met

gge

Gly

gta
Val

ctg
Leu

cca
Pro
65

tea
Ser

acc
Thr

tge
Cys

gte
Val

cce
Pro
145

ctg
Leu

aac
Agn

agc
Ser

gco
Ala

gge
Gly
225

gtg
Val

goa

Ala

tet
Ser

gtg
Val
50

gga
Gly

gga
Gly

ctg
Leu

agoc
Ser

gaa
Glu
130

tce
Ser

aat
Asn

goe
Ala

aag
Lys

gac
Asp
210

ety
Leu

ctg
Leu

tat

Tyr

ctg
Leu
35

cac
His

caa
Gln

gte
Val

aaa
Lys

cag
Gln
115

ate
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ety
Leu

gac
Asp
195

tac

Tyr

age
Ser

cag
Gln

gge

Gly
29

gga
Gly

tct
Ser

tco
Ser

cct
Pro

ata
Ile
100

ago
Ser

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln
180

agc

Ser

gag
Glu

teoe
Ser

acc
Thr

gac

Asp

gag
Glu

aac
Asn

cca
Pro

gac
Asp
85

tca
Ser

acc
Thr

egt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tee
Ser

acc
Thr

aag
Lys

[=1=le]
Pro

cag
Gln

gtyg

Val

cct
Pro

ggt
Gly

aag
Lysg
70

cgy
Arg

agyg

cat
Hisg

acg
Thr

ctg
Leu
150

[alals)
Pro

agg
Gly

tac
Tyr

cac
Hig

gte
val
230

gtg
val

gtg

Val

gee
Ala

aat
Asn
55

ttg
Leu

ttt
Phe

gtt
Val

gtec
Val

gtg
Val
135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Agn

agc
Ser

aag
Lys
215

ace
Thr

ttc
Phe

atg

Met

age
Ser
49

acc
Thr

cte
Leu

age
Ser

gaa
Glu

ceco
Pro
120

goe
Ala

tce
Ser

gag
Glu

tee
Ser

ctg
Leu
200

gtg
val

aag
Lys

atc
Ile

acy

Thr
25

ate
Ile

tac
Tyr

ata
Ile

ggt
Gly

gcg
Ala
105

tgg
Trp

gee
Ala

ggc
Gly

gco
Ala

cag
Gln
185

agc
Ser

tac
Tyr

age
Ser

75

tco
Ser
10

cag

Gln

age
Ser

cte
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
90

gaa
Glu

aca
Thr

ccc
Pro

acec
Thr

aag
Lys
170

gag
Glu

agc
Ser

gce
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

act

Thr

tge
Cys

cac
His

aaa
Lys
75

gge
Gly

gac
Asp

ttt
Phe

tee
Ser

gce
Ala
155

gtg
Val

age
Ser

acc
Thr

tge
Cys

aac
aAsn
235

ctg
Leu

cog

Pro

agg
Arg

tgg
Trp
60

gtg
Val

tet
Ser

gta
Val

ggg
Gly

gty
val
140

tce
Ser

cag
Gln

gty
val

ctg
Leu

gag
Glu
220

agyg
Arg

ctg
Leu

cty

Leu

age
Ser
45

tat
Tyr

tceo
Ser

ggt
Gly

gga
Gly

gge
Gly
125

tte
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

ace
Thr

acc
Thr
205

gtg
Val

g99
Gly

tgg
Trp

tea

Ser
30

tet
Sear

cte
Leu

aac
Asn

aca
Thr

gtg
Val
110

gge
Gly

ate
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu
190

ctg

Leu

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile
15

cty

Leu

caa
Gln

cag
Gln

cgg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

acc
Thr

tte
Phe

tgc
Cys

gtg
Val
175

cag
Gln

agc
Ser

cac
Hig

tgt
Cys

tco
Ser

alaled

Pro

tea
Sear

aag
Lys

tte
Phe
80

tte
Phe

ttt
Phe

aag
Lys

alaled
Pro

ctg
Leu
160

gac

Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717
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<210> 32
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 32

Met

Gly

val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

<210> 33

val

Ala

Ser

val

50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Leu

Tyr

Len

His

Gln

val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Eer

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Thr

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Gln

Val

Pro

Gly

Lys

70

Arg

Arg

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

val
230

Val

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

val

Val

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

val

Lys

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Ser

76

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Fhe

Leu

Thr

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Leu

Pro

Trp

Val

Ser

val

Gly

val

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu

220

Arg

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

125

Fhe

val

Trp

Thr

Thr

205

Val

Gly

Trp

Ser

30

Ser

Leu

Asn

Thr

val

110

Gly

Ile

val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Glu

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Fhe

Cys

Val

175

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Pro

Ser

Lys

Fhe

Fhe

Phe

Lys

FPro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln



10

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 675847 T3

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica hB273 H1

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1413)

<400> 33

atg
Met
1

gtg
vVal

cca
Pro

atc
Ile

gag
Glu

cag
Gln

acg
Thr

tac
Tyr

gat
Asp

aag
Lys
145

ggc
Gly

cce
Pro

acc

aaa
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aaa
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

tat
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
val

tte

cac
His

agc
Ser

gca
Ala
35

tac

Tyr

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr

tge
Cys
115

tgg
Trp

caca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

ccc

ctg
Leu

caa
Gln
20

tce
Ser

ttt
Phe

gga
Gly

aaa
Lys

atg
Met
100

gcc

Ala

agc
Gly

agc
Ser

gcc
Ala

gtg
Val
180

gct

tgg
Trp

gtt
vVal

gtt
Val

atg
Met

cgg
Arg

gga
Gly

gaa
Glu

cga
Arg

cag
Gln

gte
Val

gcc
Ala
165

agc
Ser

gte

tte
Phe

cag
Gln

aaa
Lys

aac
Asn

ttt
Phe
70

agg
Arg

ctg
Leu

agt
Ser

ggg
Gly

tte
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg

tte
Phe

cte
Leu

gtg
Val

tgg
Trp
55

aat

Asn

gte
val

tee
Ser

gct
Ala

acc
Thr
135

coc
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag

ctec
Leu

gtg
val

tca
Ser
40

gtg
val

cca
Pro

act
Thr

tece
Ser

tac
Tyr
120

ctg
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

teoe

ctg
Leu

cag
Gln
25

tgt
Cys

cgg
Arg

tat
Tyr

cte
Leu

cto
Leu
105

tat
Tyr

gta
Val

gea
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tea

77

ctg
Leu
10

tece

Ser

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

aca
Thr

aga
Arg

tte
Phe

act
Thr

coo
Pro

gtc
Val
170

gcc
Ala

gga

gty
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

gce
Ala

ggc
Gly
15

gtg
vVal

teca
Ser

gac
Asp

gty
Val

teeo
Ser
155

aag
Lys

ctyg
Leu

cte

gca
Ala

gcg
Ala

agc
Ser

act
Pro
&0

gat
Asp

gat
Asp

gaa
Glu

agc
Ser

agc
Ser
140

tce
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac

gct
Ala

gag
Glu

gg9
Gly

ggt
Gly

act
Thr

aaa
Lys

gat
Aap

gg99
Gly
125

tca
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tece

cco
Pro

gtt
Val
30

tac
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

agc
Ser

act
Thr
110

gge
Gly

gec
Ala

age
Ser

tte
Phe

agc
Gly
190

cte

aga
Arg
15

aag
Lys

teec
Ser

ggc
Gly

tac
Tyr

act
Thr
95

goo

Ala

tac
Tyr

tee
Ser

aco
Thr

cec
Pro
175

gty
Val

agoe

tgg
Tep

daad
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

agt

Ser

gte
val

ttt
Phe

acc
Thr

tot
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

age

48

g6

144

1952

240

288

336

384

432

480

528

576

624



Thr

gtg
Val

aac
Asn
225

ccc
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aag
Asn

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

Phe

gtg
Val

210

gtg
Val

aaa
Lys

cte
Leu

aco
Thr

gtg
val

290

gtg
Val

age
Ser

ctg
Leu

goc
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

geo
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

Pro
195

acco
Thr

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

ot
Len
275

agc
Ser

gag
Glu

acqg
Thr

aat
Asn

cce
Pro
355

cag
Gln

gtc
val

gty
val

cct
Pro

ace
Thr
435

Ala

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

g99
Gly
260

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

gge
Gly
340

ate
Ile

gtg
val

agec
Ser

gag
Glu

cce
Pro
420

gtg
val

Val

[aYalu]
Pro

aaqg
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

<cayg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp
405

gtg
val

gac
Asp

Leu

teoeo
Ser

falulal
Pro
230

aaa
Lys

cog
Pro

too
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Vval

gag
Glu

aaa
Lys

acec
Thr

acc
Thr
3%0

gag
Glu

ctyg
Leu

aag
Lys

ES 2 675847 T3

Gln

age
Ser
215

age
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro
295

goo
Ala

gte
val

tac
Tyr

ace
Thr

ctyg
Leu
375

tge
Cys

agc
Ser

gac
Asp

agce
Ser

Ser
200

age
Ser

aac
Asn

cac
His

gte
Val

aco
Thr
280

gag
Glu

aaqg
Lys

age
Ser

dag
Lys

atc
Ile
360

cco
Pro

ctyg
Leu

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg

440

Ser

ttg
Leu

acce
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct
Pro

gte
val

aca
Thr

gte
val

tge
Cys
345

tec
Ser

cca
Fro

gtc
val

ggc
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

78

Gly

agc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte
Lau

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu

330

aag
Lys

aaa
Lys

tee
Ser

anaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

Leu

acc
Thr

gtg
Vval
235

cca
Pro

tte
Phe

gteo
Vval

ttec
Phe

falaldl
Pro
315

ace
Thr

gtc
Val

goe
Ala

cgy
Arg

ggc
Gly
395

cCcc
Pro

tcc
Ser

cag
Gln

Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

ccc
Pro

fulalal
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cgg
aArqg

gto
val

tece
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

ttec
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

Ser
205

aco
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgo
Cys
285

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gty
val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

CCC
Pro

aac
Asn

ctc
Leu
430

gtec
Val

Ser

atoc
Ile

gtt
Val

gca
Ala
255

coe
Pro

gtg
val

gtg
Val

caqg
Gln

cag
Gln
335

gcc
Ala

cCcC
Pro

ace
Thr

age
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

Ser

tgc
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

gty
val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

cte
Leu

cog
Arg

aag
Lys

gac
Asp
400

aag

Lys

age
Ser

tca
Ser

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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tgc tec
Cys Ser
450

cte teco
Leu Ser

465

<210> 34
<211> 47

1

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

gtg atg cat gag
Val Met His Glu

ctg tet cec gge
Leu Ser Pro Gly

<223> Construccion sintética

<400> 34

Met

vVal

Pro

Ile

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Lys

Leu

Gly

Gly

Trp

lys

Ala

Tyr

Tyr

130

Gly

Gly

His

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Leu

Gln

20

Ser

Phe

Gly

lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

470

Val

val

Met

Arg

Gly

85

Glu

Arg

Gln

Val

Ala
165

ES 2 675847 T3

gct
Ala
455

aaa
Lys

Phe

Gln

lys

Asn

Phe

70

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

ctg cac aac cac tac acc cag aag agc
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

Phe

Leu

val

Trp

53

Asn

val

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Leu

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

79

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Vval

Ala

Leu

Leu

10

Ser

lys

Gln

Asn

Thr

80

Arg

Fhe

Thr

Fro

Val
170

460

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

15

Val

Ser

Asp

Vval

Ser

155

Lys

Ala

Ala

Ser

Fro

60

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Fro

val

30

Tyr

Met

Fhe

Ser

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Fhe

Arg

15

Lys

Ser

Gly

Tyr

Thr

85

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro
175

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

vVal

FPhe

Thr

Ser

1le0

Glu

1392

1413



Pro

Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Val

Phe

vVal

210

Val

Lys

Leu

Thr

val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

Val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
420

Ser

val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
405

val

ES 2 675847 T3

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

330

Glu

Leu

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

285

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

80

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Fro

val

Thr

val

Cys

345

Ser

Pro

val

Gly

Asp
425

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys=

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Ser

Ser

205

Thr

1ys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

TYr

Asn

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asnh

Leu
430

Val

Ser

Ile

Val

Ala

255

Pro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Len

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser
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15

Lys Leu Thr Val Asp

Cys Ser Val Met His

Leu
465

<210> 35

<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que

<220>

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

<400> 35

atg
Met
1

gtg
vVal

cca
Pro

ata
Ile

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

aaa
Lys

ctg
Leu

ggg
Gly

gga
Gly
50

tgg
Trp

aag
Lys

geca
Ala

tte
Phe

tat
Tyr
130

450

Ser Leu Ser Pro

cac
His

agc
Ser

gct
Ala
35

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

tgc
Cys
115

tgg
Trp

435

ctg
Leu

cag
Gln
20

agt
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

aaa
Lys

atg
Met
100

gct
Ala

ggg
Gly

tgg
Trp

gtc
Val

gtc
val

atg
Met

aga
Arg

ggg
Gly
85

gaa

Glu

cygg
Arg

caa
Gln

tte
Phe

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

tte
Phe
70

aaa

Lys

ttg
Leu

agt
Ser

ggg
Gly

ES 2 675847 T3

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

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

Gly Lys

470

440

codifica hB273_H2

tte
Phe

ctg
Leu

gtc
val

tgg
Trp
55

aac
Asn

gcc
Ala

teo
Ser

gct
Ala

acec
Thr
135

cte
Leu

gtg
Val

tce
Ser
40

atg
Met

cce
Pro

act
Thr

tea
Ser

tat
Tyr
120

ctt
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
25

tgt
Cys

aag
Lys

tac

ctg
Leu
10

agt
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aac

Tyr Asn

ctyg
Leu

ctg

acc
Thr
90

agg

Leu Arg

105

tat
Tyr
gta

Val

81

ttec
Phe

acc
Thr

gty
Val

gga
Gly

gca
Ala

tet
Ser

ggg
Gly
75

gtg
Val

toe
Ser

gat
Asp

gty
Val

gca
Ala

gce
Ala

tet
Ser

falalal
Pro
60

gac
Asp

gac
Asp

gaa
Glu

agc
Ser

agc
Ser
140

460

gct
Ala

gag
Glu

ggt
Gly

ggt
Gly

act
Thr

aag
Lys

gat
Asp

gga
Gly
125

tca
Ser

445

[elale]
Pro

gta
Val
30

tac
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

tca
Ser

ace
Thr
110

g9g
Gly

gce
Ala

aga
Arg

aaa
Lys

tct
Ser

tct
Ser

tat
Tyr

act
Thr
95

gee
Ala

tat
Tyr

tce
Ser

tgg
Trp

aaa
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

aat
Asn
80

tcc
Ser

gtg
val

ttt
Phe

acc
Thr

48

g6

144

192

240

2388

3386

384

432



aag
Lys
145

ggc
Gly

cocc
Pro

aca
Thr

gtg
Val

aac
Asn
225

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val
219

gtg
vVal

aaa
Lys

cto
Leu

acc
Thr

gtg
Val
290

gtg
Val

age
Ser

ctg
Leu

gogo
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

ccc
Pro
185

acc
Thr

aat
Asn

tet
Ser

ctg
Leu

cte
Leu
275

agce
Ser

gag
Glu

acyg
Thr

aat
Asn

coe
Pro
355

cag
Gln

gte
val

age
Ser

gccoc
Ala

gty
val
180

gct
Ala

gtg
val

cac
His

tgt
Cys

gg99
Gly
260

atg
Met

cac
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly
340

atc
Ile

gtg
val

agce
Ser

gte
val

gcec
Ala
165

ago
Ser

gte
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag

Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctyg
Leu

tte
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

tee
Ser

cce
Pro
230

aaa
Lys

felalel
Pro

tee
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

gag
Glu

adaa
Lys

aca
Thr

ace
Thr
390

ES 2 675847 T3

cce
Pro

ggc
Gly

aac
Asgn

cag
Gln

agc
Ser
215

age
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro
2985

gce
Ala

gte
Val

tac
Tyr

ace
Thr

ctg
Leu
375

tge
Cys

ctyg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tcc
Ser
200

agc
Ser

aac
Asn

cac
Hisg

gt
val

acc
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser

aag
Lys

atc
Ile
360

ccc
Fro

ctyg
Leu

gcea
Ala

ctyg
Leu

ggc
Gly
185

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct

Pro

gtc
Val

aca
Thr

gte
val

tge
Cys
345

too
Ser

cca
Pro

gtc
val

82

cce
Pro

gte
vVal
170

gogo
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tge
Cys
250

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu
330

aag

Lys

aad
Lys

tece
Ser

adad
Lys

tee
Ser
155

aag
Lys

oty
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
Val
235

cca
Pro

tte
Phe

gtc
Val

tte
Phe

cee
Fro
315

ace
Thr

gte
Val

goe
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
395

tee
Ser

gac
Asp

aco
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

cce
Pro

coce
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cgyg
Arg

gte
Val

tce
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

tte
Phe

aaqg
Lys

tac
Tyr

age
Ser

tece
Ser
205

acc
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
285

tgyg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

age
Ser

tte
Phe

gge
Gly
130

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
EFro

aaa
Lys
270

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

cCcC
Pro

acc
Thr

cco
Pro
175

gty
val

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

cCcc
Pro

gtg
Vval

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln
335

gcc

Ala

cCcc
Pro

acc
Thr

agce
Ser

tect
Ser
160

gaa
Glu

cag
His

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

cte
Leu

cygg
Arg

aag
Lys

gac
Asp
400

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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atc gcc gtg gag tgg gag agc aat gge
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
405
acc acc cct cce gtg ctg gac tcc gac
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
420 425
aag cte ace gtg gac aag age agg tgg
Lys Leu Thr Val Asp Lysz Ser Arg Trp
435 440
tgec tcc gtg atg cat gag get ctg cac
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
450 455
ctc tee ctg tet cocc gge aaa
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470
<210> 36
<211> 471
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccién sintética
<400> 36
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu
1 3
Val Leu Ser Gln vVal Gln Leu Val
20
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser
35 40
Ile Gly Tyr Phe Met Asn Trp Met
50 55
Glu Trp Ile Gly Arg Phe Asn Pro
65 70
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr
85
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
100
Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Ala Tyr
115 120

83

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

cce
Pro

tce
Ser

cag
Gln

cac
His

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

Val

Gly

Ala

Ser

Gly

75

Val

Ser

Asp

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acec
Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Ser

aac
Asn

cte
Leu
430

gtec
Val

cag
Gln

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly
125

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

aaqg
Lys

Pro

Val

30

Tyr

Met

Fhe

Ser

Thr
110

Gly

aag
Lys

age
Ser

teca
Ser

age
Ser

Arg

Lys

Ser

Ser

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

Asn

g0

Ser

Val

Phe

1248

12396

1344

1392

1413



Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Tyr

130

Gly

Gly

val

Phe

val

210

val

Lys

Leu

Thr

val

290

vVal

Ser

Leu

Ala

Pro
370

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asn

Ser

Leun

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asgn

Pro

355

Gln

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

val

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

ES 2 675847 T3

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

val

Glu

Lys

Thr

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Saer

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

val

Tyr

Thr

Leu
375

Len

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

vVal

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

84

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

val

Thr

Val

Cys

345

Ser

PFro

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Len

Glu

Lvs

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

Val

aAla

Arg

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

val

Ser

Lys

Glu
380

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Ala

Ser

Phe

Gly

130

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met.

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Ile

vVal

Ala

255

Pro

val

val

Gln

Gzln

335

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys
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15

Asn
385

Ile

Thr

Lys

Cys

Leun
485

<210> 37

<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ala

Thr

Ser
450

Ser

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

Leun

Ser

Glu

Pro

420

Val

Met

Ser

Trp

405

Val

Asp

His

Pro

ES 2 675847 T3

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

455

Lys

Leu

Asn

Ser

Arg

4490

Leun

Val

Gly

Asp

425

Trp

His

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica hB273 H3

<220>

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

<400> 37

atg
Met
1

gtg
Val

cca
Pro

atc
Ile

gaa
Glu
65

cag
Gln

aaa
Lys

ctg
Len

gga
Gly

gge
Gly
50

tgg
Trp

aaa
Lys

cac
Hisg

agc
Ser

gcoe
Ala
35

tat
Tyr

atc
Ile

tte
Phe

ety
Leu

gaa
Glu
20

teca
Ser

ttt
Phe

999
Gly

aaa
Lys

tag
Trp

gtg
vVal

gte
Val

atg
Met

aga
Arg

ggc
Gly
85

tte
Phe

cag
Gln

aaa
Lys

aac
Asn

ttc
Phe
70

aag
Lys

tte
Phe

ctc
Len

gtg
Val

tgg
Trp
55

aat
Asn

gee
Ala

cte
Leu

gtg
Val

teoc
Ser
49

atg
Met

cca
Pro

acg
Thr

ety
Leu

caa
Gln
25

tgt
Cys

aaqg
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

ety
Leu

agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

act
Thr
90

85

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

410

Gly Ser Phe

Gln Gln Gly

Asn His Tyr

gtg
Val

ggc
Gly

gee
Ala

age
Ser

ggt
Gly
75

gta
Val

395

Tyr

Asn

Phe

Asn

Pro Ser

Asn Tyr

415

Leu Tyr

430

445

460

gea got
Ala Ala

gct gaa
Ala Glu

tec ggg
Ser Gly
45

ceg ggc
Pro Gly
60

gac acc
Asp Thr

gac aaa
Asp Lys

coc
Pro

gtg
Val
30

tat
Tyr

aaa
Lys

ttt
Phe

tee
Ser

Thr

aga
Arg

aaa
Lys

age
Ser

age
Ser

tac
Tyr

ace
Thr
95

Val Phe

Gln Lys

tgg
Trp

aaa
Lys

tte
Phe

cte
Leu

aat
Asn
80

age
Ser

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

48

96

144

192

240

288



aca
Thr

tac
Tyr

gat
Asp

aaqg
Lys
145

ggc
Gly

[oYala
Fro

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn
225

cCcC
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac

Asn

tgg
Trp

gce
Ala

Lttt
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggec
Gly

gty
val

tte
Phe

gtg
val
210

gtg
val

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val
290

gtg
val

age
Ser

ctg
Leu

cac
Hisg

tgt
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

ccc
Pro
195

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser

ctyg
Leau

ctc
Leu
275

agc

Ser

gag
Glu

acy
Thr

aat
Asn

atg
Met
100

ggc
Gly

ggt
Gly

age
Ser

gce
Ala

gtg
val
180

gct
Ala

gtg
val

cag
His

tgt
Cys

g9g
Gly
260

atg
Met

cac
Hisg

gtg
val

tacg
Tyr

ggc
Gly

gaa
Glu

cga
Arg

cag
Gln

gtc
Val

gcec
Ala
165

age
Ser

gte
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag
Lys

ttg
Leu

agt
Ser

ggg
Gly

tte
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

[alalel
Pro
230

aaa
Lys

CCC
Pra

tece
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

gag
Glu

ES 2 675847 T3

tet
Ser

gcg
Ala

acg
Thr
135

coc
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser
215

age
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro
295

gcc

Ala

gtc
val

tac
Tyr

tece
Ser

tat
Tyr
120

ctec
Leu

ctyg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tce
Ser
200

aga
Ser

aac
Asn

cac
His

gte
Val

acc
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser

aag
Lys

ctyg
Leu
105

tat
Tyr

gtec
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tca

Ser

ttg
Leu

aco
Thr

aca
Thr

ttc
Phe
265

cct
Pro

gte
val

aca
Thr

gte
Val

tge
Cys

86

agy

tte
Phe

acc
Thr

ccc
Pro

gtc
val
170

goe
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cto
Leu
330

aag
Lys

tct
Ser

gat
Asp

gta
Val

tcec
Ser
185

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
Val
235

cca
Pro

ttec
Phe

gte
Val

ttec
Phe

ccc
Pro
315

acc
Thr

gtc
vVal

gay
Glu

tca
Ser

agec
Ser
140

teco
Ser

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gagc
Asp

cCco
Pro

CCC
Pro

aca
Thr

aagc
Asn
300

cgg
Arg

gtc
val

tce
Ser

gat
Asp

ggc
Gly
125

tca
Ser

aaqg
Lvys

tac
Tyr

age
Ser

tce
Ser
205

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cCca
Pro

tge
Cys
285

tgg
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu

aac
Asn

acc
Thr
110

ggyg
Gly

gce
Ala

agc
Ser

tte
Phe

gge
Gly
150

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gty
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

gcy
Ala

tac
Tyr

tec
Ser

ace
Thr

cac
Pro
175

gtg
vVal

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

cCc
Pro

gtg
Val

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln
335

gco
Ala

gty
Val

tte
Phe

acc
Thr

tet
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

agec
Ser

tgc
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

gty
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

ctec
Leu

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

Bl6

864

912

960

1008

1056



10

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

385

ate
Ile

ace
Thr

aag
lys

tge
Cys

cte
Leun
465

<210> 38
<211> 471

<212> PRT

goc
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

goc
Ala

ace
Thr

cteo
Len

tee
Ser
450

tco
Ser

ceoc
Pro
355

cag
Gln

gte
Val

gtg
Val

cct
Pro

aco
Thr
435

gtg
val

ctg
Leu

340

ate gag
Ile Glu

gtg tac
Val Tyr

agc ctg
Ser Leu

gag tgg
Glu Trp
405

cce gtg
Pro Val

420

gtg gac
Val Asp

atg cat
Met His

tct cee
Ser Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 38

Met

val

Pro

Ile

Glu

65

Lys His

Leu Ser

Gly Ala

Gly Tyr

Trp Ile

Lau

Glu

20

Ser

Phe

Gly

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr
390

gag
Glu

ctg
Leun

aag
lys

gag
Glu

ggc
Gly
470

val

Val

Met

Arg

ES 2 675847 T3

acg
Thr

ctg
Leu
375
tge
Cys

age
Ser

gac
Asp

age
Ser

get
Ala
455

aaa
Lys

Phe

Gln

Lys

Asn

Phe
70

ate
Ile
360

falalal
Pro

ctg
Len

aat
Agn

tce
Ser

agg

440

ctyg
Leu

Phe

Leu

val

Trp

55

Asn

345
tec

Ser

cca
Pro

gtc
Val

gge
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

Leu

val

Ser

Met

Pro

87

aaa
Lys

tce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

gee
Ala

cgg

gge
Gly
395

[alnlal

Pro

tce
Ser

cag
Gln

cac
His

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

aaa
Lys

gag
Glu
380

tte
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

Val

Gly

Ala

Ser

Gly
75

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

ttec
Phe

aac
Asn
445

ace
Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

Asp

350
cag

Gln

atg
Met

cco
Fro

aac
Asn

cte
Leu
430

gte
Val

cag
Gln

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

aoe Cgg
Pro Arg

acc aag
Thr Lys

agc gac
Ser Asp
400
tac aag
Tyr Lys
415
tac agc
Tyr Ser

ttec teca
Phe Ser

aag agc
Lys Ser

Pro Arg Trp

Val Lys Lys

30

Tyr Ser Phe

Lys Ser Leu

Phe Tyr Asn
80

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413



Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Asgp

Asp

Gly

305

Asn

Lys

Ala

Phe

Tyr

130

Gly

Gly

val

Phe

val

210

val

Lys

Leu

Thr

val

2390

val

Ser

Phe

His

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

1395

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Lys

Met

100

Gly

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

val

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

Glu

Arg

Gln

Vval

Ala

165

Ser

val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

ES 2 675847 T3

Lys

Len

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

aAla

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

AsSn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

285

Ala

val

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Vval

Thr

280

Glu

Lys

Ser

88

Leu

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Thr

90

Arg

FPhe

Thr

Fro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

val

Ser

Asp

val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

315

Thr

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

TYr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Ser

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

PFro

175

Val

Ser

Ile

val

Ala

255

Pro

Val

val

Gln

Gln

Ser

val

FPhe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

320

Asp
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15

<210> 39
<211> 1413
<212> ADN

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
465

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

450

Ser

Asn Gly
340

Pro Ile
355

Gln val

Val Ser

Val Glu

Pro Pro

420

Thr val
435

Val Met

Leu Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

val

Asp

His

Pro

ES 2 675847 T3

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

455

Lys

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

440

Leun

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

His

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 H1-1

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1413)

<400> 39

atg
Met
1

gtg
Val

cct
Bro

aaa
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly

cac
His

age
Ser

gct
Ala

ctg tgg
Leu Trp

cag gtg
Gln Val
20

tct gtg
Ser Val

tte
Phe

cag
Gln

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

gtg
val

cte
Leu

gtg
Val

tcco
Ser

ctg
Leu

cag
Gln
25

tgc
Cys

89

ctg

Leu val

10

tet
Ser

aag

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

gtg gca
Ala

ggc gcc
Gly Ala

gcc

Lys Ala

agc
Ser

Val

Ala

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

His

gct
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly

Ser

Lys

Glu

380

FPhe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

ccC
Pro

gtg
Val

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

30

tac
Tyr

agc
Ser

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

val

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

tgg
Trp

aaa
Lys

tte
Phe

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

48

a6

144



ate
Ile

gaa
Glu
65

cag
Gln

acc
Thr

tat
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
145

ggc
Gly

cce
Pro

aca
Thr

gtg
Val

aag
Asn
225

cCC
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aaa
Lys

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr
130

ggec
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

gtg
Val
210

gtg
Val

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg

35

tac
Tyr

atg
Met

tte
Phe

tac
Tyr

tgc
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

ccc
Fro
195

acc

Thr

aat
Aszn

tct
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu
275

agc

tte
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

ggc
Gly

ggc
Gly

agec
Ser

gce
Ala

gtg
Val
180

gct
Ala

gtg
Val

cac
Hisg

tot
Cys

99g
Gly
260

atg
Met

cac

atg
Met

cgg
Arg

gge
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

cag
Gln

gte
Val

gcc
Ala
165

agc

Ser

gtc
Val

falalal
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa

aac
Asn

tte
Phe
70

aga
Arg

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly

tte
Phe
150

ctg

Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

tce
Ser

coc
Pro
230

aaa
Lys

CCC
Pro

teceo
Ser

gac

ES 2 675847 T3

tgg
Trp
55

aac
Asn

gtg
val

agc
Ser

gce
Ala

acc
Thr
135

ccc
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser
215

age
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct

40

atg
Met

cce
Pro

acg
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
120

ctg
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

teca
Ser

tce
Ser
200

agec

Ser

aac
Asgsn

cac
His

gtec
Val

aca
Thr
280

gag

cgg
Arg

tac
Tyr

cty
Leu

ctg
Leu
105

tac
Tyr

gtg
val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tca

Ser

ttg
Leu

ace
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct
Pro

gte

cag
Gln

aac
Asn

ace
Thr
90

cgg
Arg

tte
Phe

aca
Thr

cce
Pro

gte
Val
170

gcc

Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte
Leu

gag
Glu

aag

90

gecc
Ala

gge
Gly
75

gtg
Val

agc
Ser

gac
Asp

gtg
Val

tece
Ser
155

aaqg

Lys

ctg
Leu

cte
Leu

aca
Thr

gtg
Val
235

cca
Fro

tte
Phe

gte
Vval

tte

cct
Fro
&0

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

agc
Ser

agc
Ser
140

tcec

Ser

gac
Asp

acCc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

cCcC
Fro

cCC
Pro

aca
Thr

aac

45

ggc
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

ggc
Gly
125

tca
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tce
Ser
205

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tge
Cys
285

tgg

atg
Met

tte
Phe

age
Ser

acc
Thr
1190

ggc
Gly

gcc
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
190

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Fro

aaa
Lys
270

gtg
Val

tac

gga
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

gcc
Ala

tac
Tyr

tcec
Ser

acc
Thr

cco
Pro
175

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

cCcC
Pro

gtg
Val

gtg

ctg
Leu

aac
Asn
80

age
Ser

gtg
val

tte
Phe

aca
Thr

tect
Ser
160

gaa

Glu

cac
His

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

Bo64

912



10

Asp Val Ser His
220

ggc gtg gag gtg
Gly Val Glu Val
305

aac agec acg tac
Asn Ser Thr Tyr

tgg ctg aat ggc
Trp Leu Asn Gly
340

cca gcec ccc atc
Prc ala Pro Ile
355

gaa cca cag gtg
Glu Pro Gln Val
370

aac cag gte age
Asn Gln Val Ser
385

atc gce gtg gag
Ile 2la Val Glu

acc ace cet cec
Thr Thr Pr¢ Pro
420

aag cte ace gtg
Lys Leu Thr Val
435

tgec tce gtg atg
Cys Ser Val Met
450

cte tee ctg tet
Leu Ser Leu Ser
465

<210> 40

<211> 471

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 40

Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgyg
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
Hisg

cce
Pro

Asp

aat
Asn
310

gtg
val

gag
Glu

aad
Lys

acc
Thr

acc
Thr
390

gag
Glu

ctg
Leu

aaqg
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
470

ES 2 675847 T3

Pro
295

gce
Ala

gtec
val

tac
Tyr

acc
Thr

ctyg
Leu
375

tge
Cys

agc
Ser

gac
Asp

agce
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

Glu

aag
Lys

agec
Ser

aag
Lys

ate
Ile
360

jalalal
Pro

ctg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agg
Arg
440

ctg
Leu

vVal

aca
Thr

gt
vVal

tge
Cys
345

tce
Ser

cca
Pro

gte
Val

gge
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

Lys

aag
Lys

cteo
Leu
330

aag
Lys

aaa
Lys

teoe
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

Phe

[alela]
Pro
315

acc
Thr

gtc
val

gce
Ala

cgyg
Arg

ggc
Gly
395

cce
Pro

teeo
Ser

cag
Gln

cac
Hisg

Asn
300

cyg
Arg

gte
Val

tece
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

tte
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyxr
460

Tep

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acc
Thr

Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

falalal
Pro

aagc
Asn

cte
Leu
430

gte
Val

cag
Gln

Val

cag
Gln

cag
Gln
335

goc
Ala

cCce
Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

aag
Lys

Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

cto
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp
400

aag

Lys

age
Ser

tca
Ser

agc
Ser

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

10

15

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

91



Pro

Ile

Glu

€5

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

225

Pro

Glu

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

val

210

Val

Lys

Leu

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asnh

Ser

Leu

20

Ser

Phe

Gly

Lys

Met

100

Gly

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

vVal

His

Cys

Gly
260

Val

Met

Arg

Gly

85

Glu

Arqg

Gln

val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

ES 2 675847 T3

Lys

Asn

Phe

70

Arg

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

val

Trp

Asn

val

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Ser

40

Met

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Sar

Ser

200

Ser

Asn

His

VvVal

92

25

Cys

Arg

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe
265

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Fhe

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Ala

Ala

Gly

75

val

Ser

Asp

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

Ser

Pro

Aap

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

30

Tyr

Phe

Ser

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

130

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys
270

Ser

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

vVal

Ser

Ile

vVal

Ala

255

Pro

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Fhe

Thr

Ser

160

Glu

Hisg

Ser

Cys

Glu

240

Bro

Lys
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15

ES 2 675847 T3

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
275 280

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
290 295

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
305 310

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Vval
325

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
340 345

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
355 360

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
370 375

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
385 390

Ile 2la Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
405

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
420 425

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
435 440

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
450 455

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 41

<211> 1413

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 H2-1

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1413)
<400> 41

93

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

300

Arg

vVal

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

val

Gln

Vval

vVal

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser



atg
Met

gtg
val

cct
Pro

atc
Ile

gaa
Glu
65

cag
Gln

acc
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
145

ggc
Gly

oo
Pro

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn
225

aaa
Lys

ctg
Leu

gga
Gly

ggc
Gly

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
val

ttc
Phe

gtg
val
210

gtg
val

cac
His

age
Ser

gec
Ala
35

tac
Tyr

ate
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

tge
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

cce
Pro
185

ace
Thr

aat
Asn

ctyg
Leu

gag
Glu
20

age
Ser

tte
Phe

ggce
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gee
Ala

ggc
Gly

agc
Ser

gee
Ala

gtg
val

180
gct
Ala

gtg
val

cac
His

tgg

gtg
Val

gtg
val

atg
Met

cgg
Arg

gga
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

cag
Gln

gtc
Vval

gee
Ala
165

age

Ser

gtc
Vval

cce
Pro

aag
Lys

tte
Phe

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

tte
Phe
70

aag
Lys

ctg
Leu

age
Ser

ggc
Gly

tte
Phe
150

ctg

tgg
Trp

ctg
Leu

tee
Ser

falale]
Pro
230

ES 2 675847 T3

tte
Phe

ctg
Leu

gtg
val

tgg
Trp
55

aac
Aszn

gee
Ala

agc
Ser

gee
Ala

ace
Thr
135

ccc
Pro

ggce
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agce
Ser
215

age
Ser

ctc
Leu

gtg
val

tee
Ser
40

atg
Met

cco
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
120

ctyg
Leu

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tce
Ser
200

age

Ser

aac
Asn

ctyg
Leu

cag
Gln
25

tge
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu
105

tac

Tyr

gtg
val

gca
Ala

ctg

gge
Gly
185

tca
Ser

ttg
Leu

ace
Thr

94

cty
Leu
10

tet
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aac
Aszn

aca
Thr
90

cgg
Arg

tte
Phe

aca
Thr

ccco
Pro

gte
val
170

gee

Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

gtg
val

ggc
Gly

gec
Ala

agc
Ser

gge
Gly
75

gtg
Val

agc
Ser

gac
Asp

gtg
val

tce
Ser
155

aag

Lys

ctg

ctec
Leu

ace
Thr

gtg
val

235

gca
Ala

gcee
Ala

age
Ser

coce
Pro
60

gae
Aszp

gac
Asp

gag
Glu

agce
Ser

age
Ser
140

tce
Ser

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

gct
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly
45

ggc
Gly

ace
Thr

aag
Lys

gat
Asp

ggc
Gly
125

tca
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

age
Ser

tce
Ser
205

ace
Thr

aag
Lys

coc
Pro

gtg
val

30

tac
Tyr

atg
Met

tte
Phe

agoe
Ser

acc
Thr
110

ggc
Gly

gec
Ala

agc
Ser

tte
Phe

gge
Gly
190

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

aga
Arg
15

aag
Lys

age
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

ace
Thr
95

goc
Ala

tac
Tyr

tee
Ser

acc
Thr

cce
Pro
175

gtg
val

agc
Ser

ate
Ile

gtt
val

tgg
Trp

aaa
Lys

tte
FPhe

ctg
Leu

aac
Asgn
80

age
Ser

gtg
Vval

tte
Phe

acc
Thr

tct
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



ccc
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tagg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
485

aaa
Lys

ctc

ace
Thr

gtg
Val

290

gtg
Val

age
Ser

ctg

gce
Ala

cca
Pro
370

cag

Gln

gcc
Ala

ace
Thr

ctc

tcc
Ser
450

toe
Ser

<210> 42

tct
Ser

ctg

cte
Leu
275

agc
Ser

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

ccc
Pro
355

cag
Gln

gtc
val

gtg
Val

cct
Pro

acc
Thr
435

gtg
Val

ctg
Leu

tgt
Cys

999
Gly
260

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

gdc
Gly
340

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

gayg
Glu

cee
Pro
420

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

gac
Asp
245

gga
Gly

ate
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag

Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctyg

tag
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

ccc
Pro

aaa
Lys

ccc
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys

ace
Thr

acc
Thr
350

gayg
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gayg
Glu

ggc
Gly
470

ES 2 675847 T3

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro
295

gce
Ala

gte
val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu
375

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

cac
His

gtc
Val

ace
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser

aag
Lys

atc
Ile
360

ccc
Pro

ctyg

aat
Asn

toe
Ser

agy
Arg
440

ctyg

aca
Thr

ttc
Phe
265

cct
Pro

gtc
Vval

aca
Thr

gte
val

tgc
Cys
345

tcc
Ser

cca
Pro

gtc
val

ggc
Gly

gac
Asp
425

tgy
Trp

cac
His

tgc
Cys
250

ctc
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu
330

aag
Lys

aaa
Lys

toe
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

95

cca
Pro

ttc
Phe

gte
val

ttc
Phe

ccc
Pro
315

ace
Thr

gtc
Val

gce
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
395

ccc
Pro

toe
Ser

cag
Gln

cac
His

ccc
Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cygg
Arg

gte
val

tcc
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

ttc
Phe

gayg
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

tgc
Cys

cca
Pro

tge
Cys
285

tagg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acc
Thr

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

ccc
Pro

aac
Asn

cte
Leu
430

gtc
Val

cag
Gln

gca
Ala
255

ccc
Pro

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

gce
Ala

ccc
Pro

ace
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

ttc
Phe

aag
Lys

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

ctc
Leu

cygg
Arg

aaqg
Lys

gac
Asp
400

aag
Lys

age
Ser

tca
Ser

agc
Ser

768

Ble

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413
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<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 42

Val

Pro

Ile

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

Val

Lys

Leu

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val
210

His

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Leu

Glu

20

Ser

Phe

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Ser

Ala

val

130

Ala

val

Trp

Val

vVal

Met

Arg

Gly

85

Glu

Arg

Gln

val

Ala

165

Ser

val

Pro

ES 2 675847 T3

Phe

Gln

Lys

Asn

Phe

70

Lys

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Phe

Leu

val

Trp

Asn

Ala

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser
21%

Leu

Val

Ser

40

Met

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

96

Leu

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

20

Arg

Phe

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

val

Gly

Ala

Ser

Gly

75

val

Ser

Asp

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln
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agc
Ser

gtc
Val

cCc
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctyg

tte
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

cty
Leu

tce
Ser

coe
Pro
230

aaa

Lys

cCC
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys

ace
Thr

acc

ES 2 675847 T3

135

ccc
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser
215

agc
Ser

act
Thr

teca
Ser

cygy
Arg

cct
Pro
295

goe

Ala

gte
Val

tac
Tyr

acce
Thr

ctyg
Leu
375

tgc

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tee
Ser
200

agce
Ser

aac
Asn

cac
Hig

gte
Val

ace
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

ate
Ile
360

CCC
Pro

ctg

gra ccc
aAla Pro

ctg gt
Leu Val
170

ggc gce
Gly Ala
185

tca gga
Ser Gly

ttg ggc
Leu Gly

acc aag
Thr Lys

aca tge
Thr Cys
250

tte cte
Phe Leu
265

cct gag
Pro Glu

gt.c aag
Val Lys

aca aag
Thr Lys

gtc cte
Val Leu
330

tge aag
Cys Lys
345

tee aaa

Ser Lys

cca tec
Pro Ser

gtc aaa

103

teoo
Ser
155

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

ace
Thr

gtg
Val
235

cca

Pro

tte
Phe

gt.c
Val

tte
Phe

cco
Pro
315

acc
Thr

gte
Val

gee
Ala

cyg
Arg

ggc

140

tecec
Ser

gac
AsSp

ace
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

cocg
Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cgg
Arg

gte
Val

too
Ser

add
Lys

gag
Glu
380

tte

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tee
Ser
2056

ace
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cca
Pro

tge
Cys
285

tog
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat

agce
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
130

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

caqg
Gln

atg
Met

CcCC

acc
Thr

cog
Pro
175

gtg
Val

agce
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

coce
Pro

gtg
val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

gog
Ala

cCce
Pro

acc
Thr

agc

tct
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu
240

cct

Pro

aag
Lys

gty
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

cte
Leu

cgyg
Arg

aag
Lys

gac

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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Asn
385

ate
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cte
Leu
465

Gln

geoc
Ala

acc
Thr

cte
Leu

tec
Ser
450

tcc
Ser

<210> 46
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 46

ES 2 675847 T3

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
390
gty gag tgg gag age aat gge cag
Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
405 410
cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc
Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
420 425
acc gtg gac aag agc agg tgg cag
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
435 440
gtg atg cat gag get ctg cac aac
Val Met Hig Glu Ala Leu Hisg Asn
455
ctg tct ccc ggc aaa
Leu Ser Pro Gly Llys
470
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu
1 5
Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Val Gln
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys
35 40
Ile Gly Tyr Phe Met Asn Trp Met Lys
50 55
Glu Trp Ile Gly Arg Phe Asn Pro Tyr
65 70
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu
85
Thr Ala His Met Glu Leu Ser Ser Leu
100 105
Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Ala Tyr Tyr

104

Gly
395

[alnla)

Pro

tcc
Ser

cag
Gln

cac
Hisg

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg

Phe

Phe

gag
Glu

ttc
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

Val

Gly

Ala

Ser

Gly

Val

Ser

Asp

Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn
445

ace
Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Ser

Pro

aac
Asn

ctc
Len
430

gtc
Val

cag
Gln

Ala

Glu

Gly

415

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

ttc
Phe

aag
Lys

Pro

Val

30

Tyr

Met

Phe

Ser

Thr

110

Gly

Asp
400

aag

Lys

agc
Ser

tca
Ser

age
Ser

Arg

15

Lys

Ser

Ser

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Phe

1248

1296

1344

1392

1413



Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

val

210

val

Lys

Leu

Thr

Val

290

Val

Ser

Leu

Ala

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
355

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

val

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

Gln

val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

ES 2 675847 T3

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Len

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Val

Tyr

Thr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
360

105

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Vval

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

val

Ala

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
365

Ala

Ser

Fhe

Gly

130

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Ser

Thr

Pro

175

val

Ser

Ile

val

Ala

255

FPro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg
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<210> 47

<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
465

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

450

Ser

Gln Val

vVal

val

Pro Pro

Ser

Glu

Tyr

Lau

Trp

ES 2 675847 T3

Thr

Thr

Leu

375

320

405

420

Thr val

435

Val

Leu Ser

Met

Val

Asp

His

Pro

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Cvs

Ser

Asp

Ser

Ala

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

Pro

val

Gly

Asp

Ser

Lys

Gln

Arg

Gly

Glu

380

395

410

425

440

455

470

Lys

Leu

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 H2-4

<220>

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

<400> 47

atyg
Met
1

gty
Val

cct
Pro

atc
Ile

gaa
Glu
65

cag

aaa
Lys

ctyg
Leu

gga
Gly

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aag

cac
His

agc
Ser

gac
Ala
35

tac
Tyr

atc
Ile

tte

ctyg
Leu

cag
Gln
20

age
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

aag

tgg
Trp

gty
Val

gtg
Val

atyg
Met

cgg
Arg

gga

ttc
Phe

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe
70

aag

ttce
Phe

ctyg
Leu

gtg
Val

tgg
Trp
53

aac
Asn

gae

ctc
Leu

gtg
vVal

tee
Ser
40

atyg
Met

ccc
Pro

age

ctyg
Leu

cag
Gln
25

tge
Cys

aaqg
Lys

tac
Tyr

ety

ctyg
Leu

tect
Ser

aaqg
Lys

cag
Gln

aac
Asn

aca

106

Trp

His

gty
Val

ggc
Gly

gee
Ala

agc
Ser

ggc
Gly
75

gtg

Gly

Gln

Asn

gca
Ala

gac
Ala

age
Ser

ccc
Pro
60

gac
Asp

gac

Pro

Ser

Gln

His

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

480

gct
Ala

gaa
Glu

gge
Gly
45

ggc
Gly

acc
Thr

aag

ccce
Fro

gtg
val
30

tac
Tyr

atg
Met

ttc
Fhe

age

Thr

aga
Arg

aag
Lys

age
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

acc

Met

val

Thr

Pro Ser

Asn Tyr

415

Leu Tyr
430

Phe

Gln Lys

tgg
Trp

aaa
Lys

tte
Phe

ctyg
Leu

aac
Asn
B0

age

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

43

96

144

192

240

288



Gln

ace
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

aaqg
Lys
145

ggc
Gly

cCcc
Pro

ace
Thr

gtg
Val

aac
Asn
225

ccc
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

Lys

goo
Ala

tte
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

tto
Phe

gtg
Val
210

gtg
Val

aaa
Lys

cte
Leu

aceg
Thr

gtg
Val
290

gtg
Val

age
Ser

Phe

tac
Tyr

tgc
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

cce
Pro
195

acc
Thr

aat
Asgn

tct
Ser

ctg
Leu

cte
Leu
275

agc

Ser

gag
Glu

acg
Thr

Lys

atg
Met
100

ggc
Gly

ggc
Gly

age
Ser

gce
Ala

gtg
Val
180

got
Ala

gtg
val

cac
Hisg

tgt
Cys

ggg
Gly
260

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

Gly
8B5S

gaa
Glu

aga
Arg

cag
Gln

gtec
Val

gcoc
Ala
165

age
Ser

gtec
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

Lys

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly

tte
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctyg
Leu

toc
Ser

caoe
Pro
230

aaa
Lys

ccc
Pro

tece
Sear

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
Val

ES 2 675847 T3

Ala

age
Ser

gce
Ala

ace
Thr
135

falelal
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

age
Ser
215

age
Ser

act
Thr

tca
Ser

cyy
Arg

cck
Fro
295

gcc

Ala

gte
Val

Thr

agc
Ser

tac
Tyr
120

oty
Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

teca
Ser

tec
Ser
200

agc
Ser

aac
Asn

cac
His

gtec
Val

acc
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

agc
Sar

Leu Thr
20

ctyg ecgg
Leu Arg
105

tac ttc
Tyr Phe

gtg aca
val Thr

goa oo
Ala Pro

ctg gtc
Leu Val
170

ggc goo
Gly ala
185

tca gga
Ser Gly

ttg ggc
Leu Gly

acc aag
Thr Lys

aca tgc
Thr Cys
250

tte cte
Phe Leu
265

cct gag
Pro Glu

gtc aag
Val Lys

aca aag
Thr Lys

gtec ctc
Val Leu
330

107

Val

agc
Ser

gac
Asp

gtg
Val

tec
Ser
155

aag
Lys

ctyg
Leu

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val
235

cca
Pro

ttc
Phe

gtc
val

tte
Phe

ccc
Pro
315

acc
Thr

Asp

gag
Glu

agc
Ser

agco
Ser
140

tce
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

ccc
Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cgg
Arg

gte
Val

Lys

gat
Asp

ggc
Gly
125

tea
Ser

aaqg
Lys

tac
Tyr

age
Ser

tcoco
Ser
205

acc
Thr

aag
Lys

tgec
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
285

tgg
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu

Ser

aco
Thr
1190

ggc
Gly

goe
Ala

age
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
190

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

Thr
95

goe
Ala

tac
Tyr

tee
Ser

ace
Thr

cce
Pro
175

gtg
Val

agce
Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala
255

ccc
Pro

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

Ser

gtg
Val

tte
Phe

acc
Thr

tct
Ser
160

gaa
Glu

cac
Hisg

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu
240

cct
Fro

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008
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tgg ctg
Trp Leu

cca gcc
Pro Ala

gaa cca
Glu Pro
370

aac cag
Asn Gln
385

atc gcc
Ile Ala

ace ace
Thr Thr

aag ctc
Lys Leu

tge tcc
Cys Ser
450

cte teo
Leu Ser
465

<210> 48
<211> 471
<212> PRT

aat ggc
Asn Gly
340

cce atce
Pro Ile
355

cag gtg
Gln val

gtc agc
Val Ser

gtg gag
Val Glu

cet coe
Pro Pro
420

acc gtg
Thr Val
435

gtg atg
val Met

ctg tet
Leu Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctyg
Leu

tgg
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

coe
Pro

<223> Construccion sintética

<400> 48

Met

Val

Pro

Ile

Lys His

Leu Ser

Gly Ala
35

Gly Tyr
50

Leu

Gln

20

Ser

Phe

gag
Glu

aaa
Lys

ace
Thr

acc
Thr
380

gag
Glu

ctyg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gge
Gly
470

Trp

val

val

Met

ES 2 675847 T3

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu
375
tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

Phe

Gln

lys

Asn

aag
Lys

atc
Ile
360
[nlals:
Pro

ctg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agyg
Arg
440

ctg
Leu

Phe

Leu

Vval

Trp
55

tgc aag
Cys Lys
345

tcc aaa
Ser Lys

cca tee
Pro Ser

gtc aaa
Val Lys

ggc cag
Gly Gln
410

gac gge
Asp Gly
425

tgg cag
Trp Gln

cac aac
His Asn

Leu Leu

Val Gln
25

Ser Cys
40

Met Lys

108

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
3985

CcCC

Pro

tee
Ser

cag
Gln

cac
His

Leu

10

Ser

lys

Gln

tcc
Ser

aaa
Lys

gaqg
Glu
380

ttc
Fhe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

Val Ala Ala Pro Arg Trp

Gly Ala Glu Val Lys Lys

Ala Ser Gly Tyr Ser Phe

Ser Pro Gly Met Ser Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gaqg
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acc
Thr

60

aaa
Lys
350

cag

Gln

atg
Met

ccc
Pro

aac
Asn

cte
Leu
430

gtc
Val

cag
Gln

45

gac
Ala

cce
Pro

ace
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
415

tac
Tyr

ttc
Fhe

aag
Lys

30

ctc
Leu

cgg
Arg

aaqg
Lys

gac
Asp
400

aag
Lys

age
Ser

tca
Ser

agc
Ser

15

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413



Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
305

Trp

Lys

Ala

Fhe

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

val

Lys

Leu

Thr

Vval

290

Val

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asn

sSer

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Gly

Lys

Met

100

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

val

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Arg

Gly

Glu

Arg

Gln

val

Ala

165

Ser

val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

ES 2 675847 T3

Phe

70

Lys

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
310

Asn

Ala

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

val

Thr

280

Glu

Lys

109

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Vval

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Fhe

265

Pro

Val

Thr

Asn

Thr

30

Arg

Phe

Thr

Pro

Val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Gly

75

val

Ser

Asp

val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro
315

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

Thr

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Phe

Ser

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

Tyr

Thr

85

Ala

Tyr

Ser

Thr

Fro

175

Val

Ser

Ile

val

Ala

255

Pro

Vval

Val

Gln

Asn

80

Ser

val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

vVal

Asp

Tyr
320



10

15

Asn Ser

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro
370

Asn Gln
385

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leun

Cys Ser
450

Leu Ser
465

<210> 49
<211> 1413
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Asn

Pro

355

Gln

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

Leu

Tyr

Gly

340

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Ser

ES 2 675847 T3

Arg Val
325

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

330

Trp Glu

405

Val Leu

Asp Lys

His Glu

Pro Gly
470

Val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

455

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

440

Leu

val

Cys

345

Ser

Pro

val

Gly

Asp

425

Trp

His

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 H2-5

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

<400> 49

atg aaa cac
Met Lys His
1

gtg ctg agc
Val Leu Ser

ctg tgg ttc ttc ctc ctg ctg gtg geca gct
Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala ala

cag gtg cag ctg gtg cag tet ggc gec gaa
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu

20

5

25

10

110

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Thr

val

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Ser

Gln

His

val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

val

Gln

15

30

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

ccc aga tgg
Pro Arg Trp

gtg aag aaa
Val Lys Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

48

96



cct
Pro

atc
Ile

gaa
Glu
65

cag
Gln

acc
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
145

ggce
Gly

ccc
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn
225

cCcC
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gga
Gly

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aag
Lys

goe
Ala

tte
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
val

ttc
Phe

gtg
Val
210

gtg
Val

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gcc
Ala
35

tac
Tyr

atec
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

tge
Cys
115

tgy
Tzp

cca
Pro

aca
Thr

acc
Thr

cee
Pro
195

aca
Thr

aat
Asn

tet
Ser

ctg
Leu

cte
Leun
275

agc
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

ggc
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

goo
Ala

gtg
Val
180

gct
Ala

gtyg
Val

cac
Hig

tgt
Cys

ggyg
Gly
260

atg
Met

gty
Val

atg
Met

cyyg
Arg

gga
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

cag
Gln

gtc
val

goc
Ala
165

agce
Ser

gte
Val

CcCC
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe
70

aaqg
Lys

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly

ttc
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

toc
Ser

ccc
Pro
230

aaa

Lys

cCccC
Pro

tecec
Ser

ES 2 675847 T3

gtg
Val

tgg
Trp
55

aac
Asn

goo
Ala

age
Ser

gcc
Ala

acc
Thr
135

ccc
Pro

gqgc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

age
Ser
215

agc

Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

tece
Ser
40

atg
Met

ccc
Pro

aog
Thr

aga
Ser

tac
Tyr
120

ctg
Leu

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tee
Ser
200

agao
Ser

aac
Asn

cac
His

gte
Val

acc
Thr
280

tgec
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

oty
Leu

oty
Leu
105

tac
Tyr

gtg
Val

gca
Ala

ctg
Leu

gge
Gly
185

tca

Ser

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct
Pro

111

aagqg
Lys

cag
Gln

aac
Asn

aca
Thr
a0

cgy

tte
Phe

aca
Thr

cCcc
Pro

gtc
Val
170

gcc
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte

Leu

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

gygc
Gly
75

agtg
val

age
Ser

gac
Asp

gtg
val

tcc
Ser
155

aaqg
Lys

ctyg
Leu

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

235

cca
Pro

tte
Phe

gte
Val

agce
Ser

cca
Pro
60

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

agc
Ser

age
Ser
140

tce
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

CCcC
Pro

[aale]
Pro

aca
Thr

ggc
Gly
45

ggc
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

ggec
Gly
125

tca
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tcec
Ser
205

acc
Thr

aag
Lys

tgec
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
285

tac
Tyr

aag
Lys

ttec
Phe

age
Ser

ace
Thr
110

ggc
Gly

gec
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
190

ctc
Len

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
Val

agc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

aog
Thr
95

gog
Ala

tac
Tyr

toe
Ser

acc
Thr

coc
Pro
175

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

cce

Pro

gtg
val

tte
Fhe

ctg
Leu

aac
Asn
840

age
Ser

gtg
Val

tte
Phe

ace
Thr

tct
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

age
Ser

tgc
Cys

gag
Glu
240

cct
Fro

aaqg
Lys

gtg
val

144

132

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



10

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
465

gtg
Val
290

gtg
val

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

gcc
Ala

acc
Thr

cte
Leu

tcc
Ser
450

tec
Ser

<210> 50
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

agc
Ser

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro
355

cag
Gln

gtc
Val

gtg
val

cet
Pro

acec
Thr
435

gtg
val

ctg
Leu

cac
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly
340

atc
Ile

gtg
val

age
Ser

gag
Glu

falulal
Pro
420

gtg
Val

atg
Met

tet
Ser

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

ccce
Pro

<223> Construccion sintética

<400> 50

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
val

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acec
Thr
390

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
470

5

ES 2 675847 T3

cct
Pro
295

gcc
Ala

gtc
val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu
375

tgc
Cys

age
Ser

gac
Asp

age
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile
360

ccc

Pro

ctg
Leu

aat

Asn

tec

Ser

agyg

aArg

440

ctg
Leu

gtc
Val

aca
Thr

gtc
val

tgc
Cys
345

tcec
Ser

cca
Pro

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

112

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu
330

aag
Lys

aaa
Lys

 Lalal
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

ttc
Phe

cce
Pro
315

acc

Thr

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
395

cCcC
Pro

tec
Ser

cag
Gln

cac
His

10

aac
Asn
300

cgyg
Arg

gtc
val

tcec
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

ttc
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
460

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acec
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

ccc
Pro

aac
Asn

cte
Leu
430

gtc
Val

cag
Gln

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

gcc
Ala

cCcC
Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac

Asp

cte
Leau

cgyg
Arg

aag
Lys

gac
Asp
400

aag
Lys

agce
Ser

tca
Ser

age
Ser

15

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1413



val

Pro

Ile

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

val

Asn

225

Pro

Glu

Leu

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Phe

Tyr

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

Leu

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

Gln

20

Sear

Phe

Gly

Lys

Met

100

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Cys

Gly
260

val

Val

Gly

Glu

Gln

Val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

ES 2 675847 T3

Gln

Lys

Asn

Phe

70

Lys

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leun

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Leu

Val

Trp

Asn

Ala

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Val

Sar

40

Met

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

113

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe
265

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Arg

Phe

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

75

vVal

Ser

Asp

vVal

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Phe

Ala

Sar

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Vval

30

Tyr

Lys

Phe

Sar

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys
270

Lys

Ser

Ser

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Ile

val

Ala

255

Pro

Lys

Phe

Len

Asn

80

Ser

val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys
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15

Asp

Gly
305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
465

<210> 51
<211> 717
<212> ADN

Thr

val

290

val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

450

Ser

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

3585

Gln

Val

Val

Pro

Thr

435

Val

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

val

Ser

Glu

Pro

420

Val

Ser

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

405

Val

Asp

His

Pro

ES 2 675847 T3

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

3%0

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
470

Arg

Pro

295

Ala

Vval

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asgp

Ser

Ala

455

Lys

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

440

Leu

Pro

val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Agp

425

Trp

His

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica hB273 L1-NE

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(717)

<400> 51

114

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

val

Phe

Pro

315

Thr

val

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

300

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

445

Thr

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

val

Gln

Vval

val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

Vval

Asp

Tyr

320

Aszp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser

Ser



atg
Met

ggc
Gly

gtg
val

ctg
Leu

cca
Pro
65

agt

Ser

act
Thr

tgc
Cys

gtc
val

[alulal
Pro
145

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

<210> 52

gtg
Val

gca
Ala

act
Thr

gtc
Val
50

g9g
Gly

ggt
Gly

ctt
Leu

tca
Ser

gag
Glu
130

tec
Ser

aat
Asn

gee
Ala

aag
Lys

gac
Asp
2190

ctyg
Leu

ctg
Leu

tat
Tyr

cca
Pro
35

cat
His

cag
Gln

gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln
115

atc
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp
195

tac

Tyr

agc
Ser

cag acce
Gln Thr

ggc gac
Gly Asp
20

999 gag
Gly Glu

agc aat
Ser Asn

toce cea
Ser Pro

cet gac
Pro Asp
B85

att teca
Ile Ser
100

agc aca
Ser Thr

aag cgt
Lys Arg

gag cag
Glu Gln

ttec tac
Phe Tyr
165

cag tece
Gln Ser
180

agc acc

Ser Thr

gag aag
Glu Lys

toe cea
Ser Pro

225

cag
Gln

ate
Ile

ccc
Pro

gag
Glu

cag
Gln
70

cge
Arg

aga
Arg

cat
His

acg
Thr

ctg
Leu
150

cce

Pro

ggg
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
val

ES 2 675847 T3

gtg
Val

gta
Val

gca
Ala

aac
Asn
55

cte
Leu

tte
Phe

gtg
Val

gte
Val

gtg
Val
135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

agc
Ser

aag
Lys
215

acc
Thr

ttc
Phe

atg
Met

agc
Ser
40

act
Thr

ttg
Leu

tee
Ser

gag
Glu

cce
Pro
120

gcc
Ala

tce
Ser

gag
Glu

tee
Ser

ctg
Leu
200

gty
Val

aag
Lys

atc tcco
Ile Ser
10

acec cag
Thr Gln
25

atc tct
Ile Ser

tac ctg
Tyr Leu

atc tac
Ile Tyr

gga agt
Gly Ser
90

goa gaa
Ala Glu
105

tgg act
Trp Thr

gocc coe
Ala Pro

ggc acc
Gly Thr

gce aag
Ala Lys
170

cag gag
Gln Glu
185

age age
Ser Ser

tac gcc
Tyr Ala

age tte
Ser Phe

230

115

ctg
Leu

tct
Ser

tgt
Cys

cat
His

aag
Lys
75

ggc
Gly

gac
Asp

tte
Phe

teoce
Ser

goo
Ala
155

gtg
Val

age
Ser

ace
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

ctg
Leu

ccg
Pro

cge
Arg

tgg
Trp
60

gtg
Val

teoe
Ser

gtt
Val

ggt
Gly

gtg
val

140

teoce
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu
220

agg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

agc
Ser
45

tac
Tyr

tec
Ser

g9
Gly

gga
Gly

cce
Pro
125

tte
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

ace
Thr

ace
Thr
205

gtg
Val

gg9g
Gly

tgg atc
Trp Ile
15

agt ctt
Ser Leu
30

agt cag
Ser Gln

cte ¢caa
Leu Gln

aat cgg
Asn Arg

aca gat
Thr Asp
95

gte tat
Val Tyr
119

ggc aca
Gly Thr

atc tte
Ile Phe

gtg tgc
Val Cys

aag gtg
Lys Val
175

gag cag
Glu Gln
190

ctg age

Leu Ser

acc cac
Thr His

gag tgt
Glu Cys

235

teceo
Ser

cct
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

tte
Phe
80

tte
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

ccc
Pro

ctg
Leu
160

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

36

144

192

240

288

336

384

432

480

228

576

624

672

717
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<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 52

Met

1

Gly

Val

Leu

Pro

63

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Val

Ala

Thr

Val

50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Leu

Tyr

Pro

35

His

Gln

Val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
195

Gln

Gly

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Thr

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

ES 2 675847 T3

Gln

Ile

Pro

Glu

Gln

70

Arg

Arg

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

Val

Val

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
200

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

116

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Leu

Ser

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

val

Ser

Thr

Leu

Pro

Arg

Trp

60

val

Ser

val

Gly

Val

140

Ser

Gln

Val

Leu

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro

125

Fhe

val

Trp

Thr

Thr
205

Trp

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

val

110

Gly

Ile

val

Lys

Glu

130

Leu

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Fhe

Cys

val

175

Gln

Ser

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Fhe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys
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Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
210 215 220

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 53

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-F1

<400> 53
agotaagctt getagegeca ceatggtget ge 32

<210> 54

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-NE-R2

<400> 54
ccaatgcagqg taagtgtict cattgetatg gaccagtgac tg 42

<210> 55

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-NE-F2

<400> 55
cagtcactgg tccatagcaa tgagaacact tacctgeatt gg 42

<210> 56

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-R1

<400> 56
ggatgccace cgtitaaacy ggccectaac ac 32

<210> 57

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 L1-NF

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(717)
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<400> 57

atg
Met
1

ggc
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

cca
Pro
65

agt

Ser

act
Thr

tgec
Cys

gtc
vVal

ced
Pro
145

ctyg

Leu

aac
Asn

aga
Ser

gcec
Ala

gtg
val

gca
Ala

act
Thr

gte
Val
50

gg9g
Gly

ggt
Gly

ctt
Leu

tca
Ser

gag
Glu
130

teo
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aaqg
Lys

gac
Asp

210

ctg
Leu

tat
Tyr

cca
Pro
35

cat
His

cag
Gln

gtg
val

aag
Lys

cag
Gln
115

atc
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctyg
Leu

gac
Asp
195

tac
Tyr

cag
Gln

ggc
Gly
20

g9g9
Gly

agc
Ser

tee
Ser

cct
Pro

att
Ile
100

agec
Ser

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

cag
Gln
180

age

Ser

gag
Glu

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

gac
Asp
85

tca
Ser

aca
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tcec
Ser

aca
Thr

aag
Lys

cag
Gln

ate
Ile

cCcC
Pro

ttc
Phe

cag
Gln
70

cgc
Arg

aga
Arg

cat
His

acqg
Thr

ctg
Leu
150

cCC

Pro

geivie)
Gly

tac
Tyr

cac
His

ES 2 675847 T3

gtg
val

gta
Val

gca
Ala

aac
Asn
55

cte

Leu

ttc
Phe

gtg
val

gtc
val

gtg
val
135

aaq

Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys

215

gge ctg age tee cee gte ace
Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr

225

230

ttc
Phe

atg
Mat

age
Ser
40

act
Thr

ttg
Leu

tce
Ser

gag
Glu

cce
Pro
120

gcc
Ala

 Aalal
Ser

gag
Glu

tcc
Ser

ctg
Leu
200

gtg
Val

aag
Lys

atc
Ile

acc
Thr
25

atc
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

gca
Ala
105

tgg
Trp

gcc
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln
185

aga
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

118

tcc
Ser
10

cag
Gln

tct
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
90

gaa
Glu

act
Thr

cCC
Pro

acce
Thr

aaqg
Lys
170

gag
Glu

aga
Ser

gcec
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

tct
Ser

tgt
Cys

cat
His

aag
Lys
75

ggc
Gly

gac
Asp

tte
FPhe

tce
Ser

gec
Ala
155

gtg
Val

age
Ser

aca
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
235

ctg
Leu

ccg
Pro

cgc
Arg

tgg
Trp
60

gtg
val

tcec
Ser

gtt
Val

ggt
Gly

gtg
Val
140

teo
Ser

cag
Gln

gtg
val

ctg
Leu

gag
Glu
220

agg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

age
Ser
45

tac
Tyr

tee
Ser

g9g9
Gly

gga
Gly

cce
Fro
125

tte
Phe

gtg
val

tgg
Trp

acc
Thr

aca
Thr
205

gtg
Val

999
Gly

tgg
Trp

agt
Ser
30

agt

Ser

ctc
Leu

aat
Asn

aca
Thr

gtc
val
110

ggc
Gly

atec
Ile

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu
190

ctyg
Leu

acc
Thr

gaqg
Glu

atc
Ile
15

ctt
Leu

cag
Gln

caa
Gln

cgyg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

aca
Thr

ttec
Phe

tge
Cys

gtg
val
175

cag
Gln

age
Ser

cac
His

tgt
Cys

tce
Ser

cct
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

tte
Phe
80

ttc
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

cCC
Pro

ctg
Leu
160

gac

Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

438

96

144

192

240

288

336

384

432

430

528

576

624

872
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<210> 58
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 58

Met

Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

val

Pro

145

Asn

Ser

Ala

Gly
225

val

Ala

Thr

val

50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
210

Leu

Tyr

Pro

35

His

Gln

val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
195

Tyr

Ser

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
180

Ser

Glu

Ser

Thr

Asp

Glu

aAsn

Pro

Asp

85

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Fro

ES 2 675847 T3

Gln

Ile

Pro

Phe

Gln

70

Arg

Arg

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Val
230

val

Vval

Ala

Asn

55

Leu

Phe

val

val

val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
215

Thr

Fhe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

Glu

Fro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
200

Val

Lys

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln
185

Ser

Tyr

Ser

119

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Fro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

Ser

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Vval

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Leu

Pro

Arg

Trp

60

val

Ser

val

Gly

val

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu
220

Arg

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Fro

125

Phe

val

Trp

Thr

Thr
205

Val

Gly

Trp

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

val

110

Gly

Ile

val

Lys

Glu
190

Leu

Thr

Glu

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

95

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

175

Gln

Ser

His

Cys

Ser

FPro

Ser

Lys

Fhe

80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln
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<210> 59

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-NF-R2

<400> 59
ccaatgcagy taagtgttga aattgetatg gaccagtgac tg

<210> 60

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-NF-F2

<400> 60
cagtcaclgg tccatageaa titcaacact tacctgeatt gg

<210> 61

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

42

42

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 L1-NK

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(717)

<400> 61

atg gtg ctg cag ace cag gtg tte
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe
1 5

ggc gca tat ggc gac atc gta atg
Gly Ala Tyr Gly Asp Ile Val Met
20

gtg act cca ggg gag ccc goa age
Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser
35 40

atc
Ile

acc
Thr
25

atc
Ile

tee
Ser

cag
Gln

tet
Ser

120

ety
Leu

tct
Ser

tgt
Cys

ety
Leu

ccyg
Pro

ege
Arg

ety
Leu

ctg
Leu

age
Ser
45

tgg
Trp

agt
Ser
30

agt
Ser

ate
Ile
15

ctt

Leu

cag
Gln

tee
Ser

cct
Pro

teca
Ser

48

96

144



10

ctg gtc
Leu Val
50

cca ggg
Pro Gly

65

agt ggt
Ser Gly

act ctt
Thr Leu

tgc tca
Cys Ser

gte gag
Vval Glu
130

cce tece
Pro Ser
145

ctg aat
Leu Asn

aac¢ geo
Aszsn Ala

agc aag
Ser Llys

gce gac
Ala Asp
210

gge ctg
Gly Leu
225

<210> 62
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

cat
His

cag
Gln

gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln
115

ate
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ety
Leu

gac
Asp
1953

tac

Tyr

age
Ser

age
Ser

tcec
Ser

cct
Pro

att
Ile
100

agec
Ser

aag
Lys

gag
Glu

ttec
Phe

cag
Gln
180

agc

Ser

gag
Glu

tee
Ser

aat
Asn

cca
Pro

gac
Azp
85

tca
Ser

aca
Thr

egt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
165

tee
Ser

ace
Thr

aag
Lys

[adnlal
Pro

<223> Construccion sintética

<400> 62

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1

aag
Lys

cag
Gln
70

age
Arg

aga
Arg

cat
Hig

acg
Thr

ctg
Leu
150

CcCcC

Pro

ggg
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
Val
230

5

ES 2 675847 T3

aac
Asn
55

cte
Leu

tte
Phe

gtg
Val

gtec
Val

gtg
Val
135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys
215

ace
Thr

act
Thr

ttg
Leu

tee
Ser

gag
Glu

cce
Pro
120

gee
Ala

tcec
Ser

gag
Glu

tee
Ser

ctg
Leu
200

gtg
Val

aag
Lys

tac
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

gca
Ala
105

tgg
Trp

gee
Ala

ggc
Gly

gce
Ala

cag
Gln
185

age
Ser

tac
Tyr

age
Ser

121

ctg
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
90

gaa
Glu

act
Thr

[alala)
Fro

acce
Thr

aag
Lys
170

gag
Glu

age
Ser

gca
Ala

tte
Phe

cat
His

aag
Lys
75

ggc
Gly

gac
Asp

ttec
Phe

tee
Ser

gcc
Ala
155

gty
Val

age
Ser

acce
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
235

10

tgg

60

gty
Val

tee
Ser

gtt
Val

ggt
Gly

gtg
Val
140

tce
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu
220

agg
Arg

tac
Tyr

tce
Ser

ggg
Gly

gga
Gly

cce
Fro
125

tte
Phe

gtyg
Val

tgg
Trp

ace
Thr

acce
Thr
205

gty
Val

ggg
Gly

cte
Leu

aat
Asn

aca
Thr

gtc
val
110

ggc
Gly

ate
Ile

gtyg
Val

aag
Lys

gag
Glu
190

ctg

Leu

acca
Thr

gag
Glu

caa
Gln

cgg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

aca
Thr

tte
Phe

tgc
Cys

gty
Val

175

cag
Gln

age
Ser

cac
His

tgt
Cys

aaa
Lys

ttec
Phe
80

tte
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

[alala)
Fro

ctg
Leu
160

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

15

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717



Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

145

Len

Asn

Ser

Ala

Gly
225

<210> 63
<211> 42
<212> ADN

Ala

Thr

Val

50

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Len

Tyr

Pro

35

His

Gln

Val

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

155

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Ile

Pro

Lys

Gln

70

Arg

His

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyr

His

Val
230

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

Val

Val

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Met Thr
25

Ser Ile
40

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

105

Pro Trp
120

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

185

Leu Ser
200

val Tyr

Lys Ser

122

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

His

Lys

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Pro

Arg

Trp

60

Val

Ser

Val

Gly

Val

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu

220

Arg

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

val

Gly

Ser

30

Ser

Leu

Asn

Thr

vVal

110

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

130

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

175

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln
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<223> Cebador L-NK-R2

<400> 63
ccaatqcaqa taaatattet tattactata gaccaataac tg 42

<210> 64

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L-NK-F2

<400> 64
cagtcacltgg tccatageaa taagaacact tacctgeatt gg 42

<210> 65

<211> 717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 L1-NL

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(717)

<400> 65

123



atg
Met

ggc
Gly

gtg
vVal

ctg
Leu

cca
Pro
65

agt
Ser

act
Thr

tgc
Cys

gte
Val

falalal
Pro
145

ctg
Leu

aac
Asn

agce
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly
225

gtg
Val

gca
Ala

act
Thr

gtc
val
50

ggg
Gly

ggt
Gly

ctt
Leu

tca
Ser

gag
Glu
130

teo
Ser

aat
Asnh

geo
Ala

aag
Lys

gac
Asp
210

ctg
Leu

<210> 66

ctg
Leu

tat
Tyr

cca
Pro
35

cat
His

cag
Gln

gtg
vVal

aag
Lys

cag
Gln
115

ate
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp
185

tac

Tyr

agae
Ser

cag
Gln

ggc
Gly
20

999
Gly

agc
Ser

tce
Ser

cct
Pro

att
Ile
100

agc
Ser

aag
Lys

gag
Glu

tte
Phe

cag
Gln
180

age

Ser

gag
Glu

teo
Ser

ace
Thr

gac
Asp

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

gac
Asp
85

tea
Ser

aca
Thr

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
leb

teoc

Ser

acg
Thr

aag
Lys

ccc
Pro

cag
Gln

atc
Ile

ccc
Pro

ctg
Leu

cag
Gln
70

cgc
Arg

aga
Arg

cat
His

acg
Thr

ctg
Leu
150

cce
Pro

ggg
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
Val
230

ES 2 675847 T3

gtg
val

gta
Val

gca
Ala

aac
Asn
55

cte
Leu

tte
Phe

gtg
Val

gte
Val

gtg
Val
135

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

agce
Ser

aag
Lys
215

acae
Thr

tte
Phe

atg
Met

agc
Ser
40

act
Thr

ttg
Leu

tce
Ser

gag
Glu

cce
Pro
120

gece
Ala

tee
Ser

gag
Glu

teo
Ser

ctg
Leu
200

gtg
val

aaqg
Lys

atc
Ile

acec
Thr
25

atc
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

gca
Ala
105

tgg
Trp

gece
Ala

ggc
Gly

gcec
Ala

cag
Gln
185

age

Ser

tac
Tyr

agce
Ser

tce
Ser
10

cag
Gln

tet
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

agt
Ser
90

gaa
Glu

act
Thr

coc
Pro

acc
Thr

aag
Lys
170

gag
Glu

age
Ser

gce
Ala

tte
Phe

124

ctg
Leu

tet
Ser

tgt
Cys

cat
His

aag
Lys
75

ggc
Gly

gac
Asp

tte
Phe

toe
Ser

goe
Ala
155

gtg
Val

age
Ser

acg
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
235

ctg
Leu

ccg
Pro

cgoe
Arg

tgg
Trp
60

gtg
Val

tce
Ser

gtt
VvVal

ggt
Gly

gtg
Val

140

toe
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu
220

agg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

agec
Ser
45

tac
Tyr

tec
Ser

ggg
Gly

gga
Gly

cce
Pro
125

tte
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

ace
Thr

acg
Thr
205

gtg
Val

ggg
Gly

tgg
Trp

agt
Ser
30

agt
Ser

fa) ofal
Leu

aat
Asn

aca
Thr

gte
val
110

ggc
Gly

ate
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu
190

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

atgc
Ile
15

ctt
Leu

cag
Gln

caa
Gln

cygg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

aca
Thr

tte
Phe

tge
Cys

gty
Val
175

cag

Gln

age
Ser

cac
His

tgt
Cys

tce
Ser

cct
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

ttc
Phe
80

ttc
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

[alala]
Pro

ctg
Leu
16Q

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

48

g6

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

717
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<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 66

Met
1

Gly

Val

Leu

Pro

65

Ser

Val

Ala

Thr

Val

50

Gly

Gly

Leu

Tyr

Pro

35

His

Gln

Val

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Pro

Thr

Asgp

Glu

Asn

Pro

Asp
85

ES 2 675847 T3

Gln

Ile

Pro

Leu

Gln

70

Arg

Val

Val

Ala

Asn

55

Leu

Phe

Phe

Met

Ser

40

Thr

Leu

Ser

125

Ile

Thr

25

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ser

10

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
90

Leu

Ser

Cys

His

Lys

15

Gly

Leu

Pro

Arg

Trp

60

Val

Ser

Leu

Leu

Ser

45

Tyr

Ser

Gly

Trp

Ser

30

Ser

Leu

Azn

Thr

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
95

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

80

Phe



10

15

20

25

Thr

Cys

Val

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

<210> 67
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Lys

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

135

Tyr

Ser

<223> Cebador L-NL-R2

<400> 67

Ile

100

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

Glu

Ser

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2 675847 T3

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
230

Val

Val

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

ccaatgcagg taagtgttca gattgctatg gaccagtgac tg

<210> 68
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador L-NL-F2

<400> 68

cagtcactgg tecatageaa tetgaacact tacetgeatt gg

<210> 69
<211> 1413
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

Val

Lys

Ala

105

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Tyr

Ser

42

42

126

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Asp

Fhe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Val

Gly

val

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu

220

Arg

Gly

Pro

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

Val

Gly

Val

110

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

175

Gln

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln



10

<220>

ES 2 675847 T3

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica hB273 H2-1-NE

<220>

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

<400> 69

atg
Met
1

gtog
Val

cct
Pro

atc
Ile

gaa
Glu
65

cag
Gln

acc
Thr

tac
Tyr

gac
Asgp

aag
Lys
145

ggc
Gly

cce
Pro

acc
Thr

aaa
Lys

ctg
Leu

gga
Gly

ggc
Gly
50

tgg
Trp

aag
Lys

goo
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr
130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

cac
His

agc
Ser

gee
Ala
35

tac
Tyr

atc
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

tgc
Cys
115

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr

ace
Thr

ccec
Pro
185

ctg

gag
Glu
20

agce
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

goo
Ala

ggc
Gly

agc
Ser

goo
Ala

gtg
Val

180

gct
Ala

tgg

gty
Val

gtg
Val

atyg
Met

cgyg
Arg

gga
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

cag
Gln

gtc
val

goc
Ala
165

age

Ser

gtc
val

ttc
Phe

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe
70

aag
Lys

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly

ttc
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

gtg
Val

tgg

55

aac
Asn

gee
Ala

agc
Ser

goo
Ala

ace
Thr
135

ccc

Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

ctc

gtog
Val

tee
Ser
40

atg
Met

ccec
Pro

ace
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
120

tgc
Cys

tea
Ser

tce
Ser
200

ctg

cag
Gln
25

tgo
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu
105

tac
Tyr

gtg
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tca
Ser

ctg
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

aca
Thr
90

cgg
Arg

ttc
Phe

aca
Thr

ccec
Pro

gtc
val
170

gee

Ala

gga
Gly

127

gtog
Val

ggc
Gly

gee
Ala

agc
Ser

gag
Glu
75

gtg
Val

agc
Ser

gac
Asp

gtg
Val

tce
Ser
155

aag
Lys

ctg
Leu

ctc

gca
Ala

goo
Ala

agce
Ser

ccec
Pro
60

gac
Asp

gac
Asgp

gag
Glu

agc
Ser

agce
Ser
140

tce

Ser

gac
Asp

ace
Thr

tac
Tyr

gct
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly
45

ggc
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

ggc
Gly
125

tea
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agce
Ser

tce
Ser
205

ccec
Pro

gtog
Val

30

tac
Tyr

atg
Met

ttc
Phe

agce
Ser

acc
Thr
110

ggc
Gly

gee
Ala

agc
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly
190

ctc

aga
Arg
15

aag
Lys

agce
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

ace
Thr
95

goo
Ala

tac
Tyr

tee
Ser

acc
Thr

ccec
Pro
175

gtg
Val

agc
Ser

tgg
Trp

aaa
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

agce
Ser

gtog
Val

ttc
Phe

ace
Thr

tct
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

agc
Ser

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



gtg
Val

aac
Asn
225

ccc
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
385

ate

Ile

ace
Thr

aag
Lys

tge
Cys

gtg
Val
210

gtg
val

adaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val
250

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu

gce
Ala

cca
Pro
370

cag
Gln

goo
Ala

acc
Thr

cte
Leu

tee
Ser

acc
Thr

aat
Asn

tect
Ser

ctg
Leu

cte
Leu
275

agc
Ser

gag
Glu

acqg
Thr

aat
Asn

cac
Pro
355

cag
Gln

gtc
val

gtyg
val

cct
Pro

ace
Thr
435

gtg
val

gtg
val

cac
Eis

tgt
Cys

gg9g
Gly
260

atg
Met

cag
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly
340

ate
Ile

gtg
Val

age
Ser

gag
Glu

falala)
Pro
420

gtg
val

atg
Met

cce
Pro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atec
Ile

gaa
Glu

cat
His

cygg
Arg
325

aag
Lys

gay
Glu

tac
Tyr

cty
Leu

tgg
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

tce
Ser

cece
Pro
230

ada
Lys

(alalal
Fro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
val

gag
Glu

aaa
Lys

aceg
Thr

ace
Thr
3590

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ES 2 675847 T3

age
Ser
215

agoc
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro
295

gcco
Ala

gte
Val

tac
Tyr

ace
Thr

ctyg
Leu
375

tgc
Cys

age
Ser

gac
Asp

agec
Ser

got
Ala

agc
Ser

aac
Asn

cac
His

gte
Vval

acc
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aaqg
Lys

atc
Ile
360

cee
Pro

ctyg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agyg
Arg
440

ctyg
Leu

ttg
Leu

ace
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct
Pro

gte
val

aca
Thr

gte
Val

tgo
Cys
345

tee
Ser

cca
Pro

gte
val

ggc
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys
250

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu

330

aaqg
Lys

ddad
Lys

tce
Ser

ddad
Lys

cag
Gln
410

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

128

acc
Thr

gtg
Val

235

cca
Pro

tte
Phe

gtec
Val

tte
Phe

cca
Pro
315

acc
Thr

gte
Val

gec
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
395

ccce

Pro

tee
Ser

cag
Gln

cac
His

cag
Gln
220

gac
Asp

cce
Pro

falalel
Pro

aca
Thr

aacg
Asn
300

cygg
Arg

gte
Val

tog
Ser

aad
Lys

gag
Glu
380

tte
Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
285

tgg
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
445

acc
Thr

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

CcCC
Pro

aac
Asn

cte
Leu
430

gte
Vval

caqg
Gln

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

falolal
Pro

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln
335

goo
Ala

cCce
Pro

aceg
Thr

age
Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

aag
Lys

tge
Cys

gag
Glu
240

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Vval

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac

Asp

cte
Leu

cay

aag
Lys

gac
Asp
400

aag

Lys

age
Ser

tca
Ser

agc
Ser

672

720

768

816

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1243

1256

1344

1352
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450
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455

cte tee ctg tet cee gge aaa
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465 470
<210>70
<211> 471
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 70
Met Lys His Leu Trp
1 5
Val Leu Sear Glu Vval
20
Pro Gly Ala Ser Val
35
Ile Gly Tyr Phe Met
50
Glu Trp Ile Gly Arg
65
Gln Lys Phe Lys Gly
85
Thr Ala Tyr Met Glu
100
Tyr Phe Cys Ala Arg
115
Asp Tyr Trp Gly Gln
130
Lys Gly Pro Ser Val
145
Gly Gly Thr Ala Ala
165
Pro Val Thr val Ser
180

Phe

Gln

Lys

Asn

Phe

70

lys

Leu

Ser

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Phe

Lau

val

Trp

Asn

Ala

Ser

Ala

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Leu Leu

Val Gln
25

Ser Cys

40

Met Lys

Pro Tyr

Thr Leu

Ser Leu

105

Tyr Tyr

120

Leu Val

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly
185

129

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

30

Phe

Thr

Pro

Val

170

Ala

460

Val

Gly

Ala

Ser

Glu

75

Val

Ser

Asp

val

Ser

155

Lys

Leu

Ala

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Preo

Val

Tyr

Met

Fhe

Ser

Thr

110

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly
190

Arg

15

Lys

Ser

Ser

Tyr

Thr

95

Ala

Tyr

Ser

Thr

Fro

175

val

Trp

Lys

Phe

Leu

Asn

g0

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

160

Glu

His

1413



Thr

val

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

385

Ile

Thr

Lys

Phe

Val

210

Val

Lys

Leu

Thr

Val

290

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

370

Gln

Ala

Thr

Leu

Pro

195

Thr

Asn

Ser

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

355

Gln

val

Val

Pro

Thr

Ala

Val

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

val

Ser

Glu

Pro

420

val

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

His

Arg

325

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

405

Val

Asp

ES 2 675847 T3

Leu

Ser

Pro

230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

310

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

390

Glu

Leu

Lys

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

295

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

375

Cys

Ser

Asp

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

val

Thr

230

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

360

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

130

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

Val

Thr

Val

Cys

345

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

425

Trp

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Leu

Thr

Val

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

val

Ala

Gly

395

Pro

Ser

Gln

Tyr

Gln

220

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

val

Ser

Lys

Glu

380

Fhe

Glu

Phe

Gly

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

285

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

365

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

Val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

430

Val

Ser

Ile

Val

Ala

255

Pro

Val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

400

Lys

Ser

Ser
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435 440 445

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
450 455 460

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 71

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H-F1

<400> 71
agotaagett getagegeca ccatgaaaca ¢¢ 32

<210>72

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H-NE-R2

<400> 72
ctggtigtag aaggigtcct cgtigtaggg gttgaaccgg cc

<210>73

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H-NE-F2

<400> 73
ggceggttca accectacaa cgaggacace tictacaacc ag

<210> 74

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H-R1

<400> 74
ggatgccace cgtttaaacg ggccegatat cte 33

<210>75

<211>705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera de conatumumab

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(705)

42

42

131



<400> 75

atg
Met
1

ggc
Gly

[=1-4 9
Leu

ate
Ile

ccc
Pro
65

gac

Asp

tee
Ser

ggc
Gly

cgt
Arg

cag
Gln
145

tac
Tyr

tece
Ser

acc
Thr

aag

lys

cco
Pro
225

gtg
Val

gca
Ala

age
Ser

tet
Ser

agt

Ser

cgg
Arg

aga
Arg

agec
Ser

acy
Thre
130

ctg
Leu

ccc
Pro

gg99
Gly

tac
Tyr

cac

His
210

gtec
Val

ctg
Leu

tat
Tyr

ceg
Pro
35

cge

Arg

ttg
Len

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser
115

gty
Val

aag
Lys

aga
Arg

aac
Asn

age
Ser
195

aag

Lys

aco
Thr

cag
Gln

gge
Gly
20

ggt
Gly

tct
Ser

ctg
Len

tca
Ser

gag
Glu
100

cct
Pro

goe
Ala

teoo
Ser

dJag
Glu

tece
Ser
180
ctg
Leu

gtg

val

aag
Lys

acc
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

ata
Ile

gga
Gly
85

ccc

Pro

tgg
Trp

goe
aAla

ggc
Gly

gcc
Ala
185
cag
Gln

age
Ser

tac

Tyr

agc
Ser

cag
Gln

atec
Ile

age
Arg

cte
Leu

tac
Tyr
70

tect
Ser

gag
Glu

ace
Thr

[alnlal
Pro

acce
Thr
150

aag
Lys

gag
Glu

age
Ser

gce

Ala

ttec
Phe
230

ES 2 675847 T3

gtg
Val

gtg
val

goe
ala

gcg
Ala
55

ggt
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

tte
Phe

tee
Ser
135

goe

Ala

gtg
Val

age
Ser

ace
Thr

tge

Cys
215

aac
Asn

tte
Phe

ttg
Leun

acc
Thr
40

tgg
Trp

gcc
Ala

tece
Ser

tte
Phe

gga
Gly
120

gtg
Val

tec
Ser

cag
Gln

gtg
Val

ctyg
Leu
200

gag

Glu

agg
Arg

atc
Ile

aca
Thr
25

ety
Leu

tac
Tyr

tct
Ser

ggg
Gly

gcg
Ala
105

cag

Gln

tte
Phe

gtg
Val

tgg
Trp

acc
Thr
185
acc
Thr

gtg

Val

999
Gly

tee
Ser

cag
Gln

toe
Ser

cag
Gln

agc
Ser

act
Thr
90

gta
val

ggt
Gly

ate
Ile

gtg
Val

aag
lys
170

gag
Glu

ctg
Leu

acg

Thr

gag
Glu

132

ctg
Leu

agt

Ser

tge
Cysg

cag
Gln

cga
Arg
75

gac

Asp

tat
Tyr

act
Thr

tte
Phe

tge
Cysg
155

gtg
Val

cag
Gln

age
Ser

cac

His

tgt
Cys
235

ctg
Leu

[alalal
Pro

age
Arg

aaa
Lys
60

gca

Ala

tte
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

cee
Pro
140

ctg
Leu

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag

Gln
220

ctg
Leu

gge
Gly

goe
Ala
45

[=lnlad

Pro

act
Thr

act
Thr

tge
Cys

gtg
Val
125

[alnlal
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

gce
Ala
205

ggc

Gly

tgg
Trp

act
Thr
30

tot
Ser

ggc¢
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln
110

gag
Glu

toc
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys
190

gac
Asp

ctg

Len

ate
Ile
15

ctt

Leu

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
95

cag
Gln

att
Ile

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Len
175
gac
Asp

tac
Tyr

agec

Ser

tece
Ser

agc
Ser

gga
Gly

goe
Ala

cca
Pro
80

atc
Ile

tte
Phe

aaa
Llys

gag
Glu

tte
Phe
160

cag
Gln

age
Ser

gag
Glu

tce

Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

705
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<210> 76

<211> 235
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 76

Met

1

Gly

Leu

Ile

Pro

65

Asp

Ser

Gly

Arg

Gln

145

Tyr

Ser

val

Ala

Ser

Ser

50

Ser

Arg

Arg

Ser

Thr

130

Leu

Pro

Gly

Leu

Tyr

Pro

35

Arg

Leu

Phe

Leu

Ser

115

val

Lys

Arg

Asn

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Thr

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

165

Gln

ES 2 675847 T3

Gln

Ile

Arg

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

val

val

Ala

Ala

55

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

val

Ser

Phe

Leu

Thr
40

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Val

Ser

Gln

Val

133

Ile

Thr

25

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

Ser

10

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

90

Val

Gly

Tle

Val

Lys

170

Glu

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Val

Gln

Leu

Pro

Arg

Lys

60

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

14Q

Leu

Asp

Asp

Leu

Gly

Ala

45

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Trp

Thr

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

Ile

15

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

25

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Asp

Ser

Ser

Gly

Ala

Pro

80

Tle

Phe

Lys

Glu

Phe

160

Gln

Ser
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15

Thr Tyr

Lys His

195

210

180

ES 2 675847 T3

185

130

205

220

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225

<210> 77

<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

230

235

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada de conatumumab

<220>

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

<400> 77

atg
Met
1

gtg
val

CcCcC
Pro

tct
Ser

999
Gly
65

aac

Asn

aaa
Lys

gtt
val

gat
Asp

aaa
LysS

ctg
Leu

tcc
Ser

tca
Ser
50

ctg
Leu

cct
Pro

cag
Gln

tac
Tyr

gtt
val

cac
His

agc
Ser

cag
Gln
35

ggc
Gly

gaa
Glu

tca
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr
115

tgg
Trp

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

gat
Asp

tgg
Trp

ctg
Leu

tcc
Ser
100

tgt
Cys

gga
Gly

tgg
Trp

gtg
val

ctg
Leu

tac
Tyr

atec
Ile

aag
Lys
85

cte
Leu

gca
Ala

cag
Gln

ttec
Phe

cag
Gln

tct
Ser

ttec
Phe

999
Gly
70

agec

Ser

cgg
Arg

aga
Arg

gga
Gly

ttc
Phe

ctt
Leu

ctt
Leu

tgg
Trp
55

cat

His

cyg
Arg

ctg
Leu

gat
Asp

acc
Thr

cte
Leu

cag
Gln

act
Thr
49

agt
Ser

att
Ile

gta
val

tct
Ser

cgyg
Arg
120

acc
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu
25

tgt
Cys

tgg
Trp

cac
His

act
Thr

tct
Ser
105

ggt
Gly

gta
Val

ctg
Leu
10

agc
Ser

aca
Thr

att
Ile

aat
Asn

atec
Ile
90

gtc
Val

ggc
Gly

aca
Thr

134

gtg
val

999
Gly

gtg
val

cge
Arg

tca
Ser
75

tce
Ser

aca
Thr

gac
Asp

gtg
val

gca
Ala

[alalal
Pro

age
Ser

caa
Gln
60

gga
Gly

gtt
Val

gcc
Ala

tac
Tyr

agec
Ser

gct
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly
45

ctg
Leu

acc
Thr

gac
Asp

gct
Ala

tat
Tyr
125

tca
Ser

cCcC
Pro

ctc
Leu

ggc
Gly

cct
Pro

aca
Thr

act
Thr

gac
Asp
110

tac

Tyr

gcc
Ala

aga
Arg
15

gtg
val

agc
Ser

agt.
Gly

tat
Tyr

agc
Ser

acc
Thr

ggc
Gly

tcc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

att
Ile

aaa
Lys

tat
Tyr
80

aag

Lys

gct
Ala

atg
Met

acc
Thr

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lysg Ala Asp Tyr Glu
200

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
215

48

98

144

192

240

288

336

384

432



aag
Lys
145

ggc
Gly

falals]
Pro

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn
225

felaled

Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
305

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac

130

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

gtg
val

210

gtg
val

aaa
Lys

cte
Leu

acce
Thr

gtg
val

2390

gtyg
val

age
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cea
Pro
370

cag

cca
Pro

aca
Thr

aca
Thr

cce
Pro
195

ace
Thr

aat
Asn

tck
Ser

ctg
Leu

cte
Leu
275

age

Ser

gag
Glu

acyg
Thr

aat
Asn

cce
Pro
355

cag
Gln

gte

agc
Ser

gce
Ala

gtg
val
180

gct
Ala

gtg
val

cac
His

tgt
Cys

g9g
Gly
260

atg
Met

cac
Hisg

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly
340

atc
Ile

gtg
Val

agc

gtc
val

gce
Ala
165

agc
Ser

gtc
val

ccc
Fro

aag
Lys

gac
Asp
245

gga
Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgg
Arg
325

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg

ttc
Phe
150

ctg
Leu

tgg
Trp

ctyg
Leu

tce
Ser

coc
Pro
230

aaa

Lys

ccc
Pro

tec
Ser

gac
Asp

aat
Asn
310

gtg
val

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc

ES 2 675847 T3

135

cco
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

age
Ser
215

agc
Ser

act
Thr

tca
Ser

cgyg
Arg

cct
Pro
295

gog

Ala

gtec
val

tac
Tyr

aca
Thr

ctg
Leu
375

tge

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tee
Ser
200

agc
Ser

aac
Asn

cac
Eisg

gte
Val

ace
Thr
280

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile
360

coo
Pro

ctg

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tca

Ser

ttg

ace
Thr

aca
Thr

tte
Phe
265

cct
Pro

gtc
val

aca
Thr

gtc
val

tgc
Cys
345

tce
Ser

cca
Bro

gtc

cac
Pro

gtec
Val
170

gce
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tge
Cys
250

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu
330

aag
Lys

aaa
Lys

teogo
Ser

adaa

135

tcc
Ser
155

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

ace
Thr

gtg
Val
235

cca

Pro

tte
Phe

gte
Val

tte
Phe

cee
Pro
315

ace
Thr

gtc
Val

gcc
Ala

cgyg
Arg

ggc

140

teceo
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
220

gac
Asp

ccc
Pro

cCcc
Pro

aca
Thr

aac
Asn
300

cgg
Arg

gtc
val

tce
Ser

aaa
Lys

gag
Glu
380

ttec

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tece
Ser
205

acc
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
285

tgy
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
365

gag
Glu

tat

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
150

cte
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

cca
Pro

aaa
Lys
270

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys
350

cag
Gln

atg
Met

cCcC

ace
Thr

ccc
Pro
175

gtg
Val

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala
255

cce
Pro

gtg
val

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln
335

gcc
Ala

cce
Pro

acc
Thr

agc

tet
Ser
160

gaa
Glu

cac
His

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu
240

act

Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr
320

gac
Asp

cte
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

gac

480

528

576

624

672

720

768

Ble

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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Asn
385

atc
Ile

ace
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
485

Gln

gce
Ala

ace
Thr

cte
Leu

tcc
Ser
450

toe
Ser

<210> 78
<211> 471
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

gtg
Val

cct
Pro

ace
Thr
435

gtyg
Val

ctg
Len

Ser

gag
Glu

cce
Pro
420

gtg
Val

atg
Met

tcot
Ser

Leu

tgg
Trp
405

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

ccc
Pro

<223> Construccion sintética

<400> 78

Met

Val

Pro

Ser

Gly

65

Asn

lys

val

Lys

Leu

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

His Leu

Sar Gln

20

Gln Thr

Gly Asp

Glu Trp

Ser Leu

Phe Ser

100

Tyr Cys

Thr
350

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly
470

Trp

Val

Leu

Tyr

Ile

Lys

85

Leu

Ala

ES 2 675847 T3

Cys

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala
455

aaa
Lys

Phe

Gln

Ser

Phe

Gly

70

Ser

Arg

Arg

Leu

aat
Asn

teoc
Ser

agg
Arg
440

ctg
Leu

Phe

Leu

Leu

Trp

His

Arg

Leu

Asp

Val

gge
Gly

gac
Asp
425

tgg
Trp

cac
His

Leu

Gln

Thr

Ser

Ile

Val

Ser

Arg

Lys Gly

335

cag ccc
Gln Pro

410

ggce teco
Gly Ser

cag cag
Gln Gln

aac cac
Asn His

Leu Leu

Glu Ser

25

Cys Thr

Trp Ile

His Asn

Thr Ile

Ser val

105

Gly Gly

136

Phe

gag
Glu

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

Tyr Pro

aac aac
Asn Asn

tte cte
Phe Leu

430

aac gtc
Asn Val

445

460

Val

Gly

val

Ser

75

Ser

Thr

Asp

Ala

Pro

Ser

Gln

Gly

Val

Ala

Tyr

acc cag
Thr Gln

Ser

tac
Tyr
415

tac

Tyr

tte
Phe

aaqg
Lys

Ala Pro Arg

Gly Leu Val

30

Gly Gly Ser

Leu Pro Gly

Thr Thr Tyr

Asp Thr Ser

Ala Asp Thr
110

Tyr Tyr Gly

Asp
400

aag

Lys

agc
Ser

teca
Ser

age
Ser

Lys

Ile

Lys

Tyr

g0

Lys

Ala

Met

1248

1296

1344

1392

1413



Asp

Lys

145

Gly

Pro

Thr

vVal

Asn

225

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

305

Asn

Trp

Pro

val

130

Gly

Gly

Val

Phe

Val

210

val

Lys

Leu

Thr

val

290

Val

Ser

Lau

Ala

115

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

155

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

275

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
355

Gly

Ser

Ala

val

180

Ala

vVal

His

Cys

Gly

260

Met

His

val

Tyr

Gly

340

Ile

Gln

vVal

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

245

Gly

Ile

Glu

Hig

Arg

325

Lys

Glu

ES 2 675847 T3

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Lysg

Pro

Ser

Asp

Agn

310

val

Glu

Lys

Thr

135

FPro

Gly

AsSn

Gln

Ser

215

Ser

Thr

Ser

Arg

Ero

295

Ala

val

Tyr

Thr

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

His

Val

Thr

280

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
360

137

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

265

Pro

val

Thr

val

Cys

345

Ser

Thr

Ero

Val

170

Ala

Gly

Lys

Cys

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

330

Lys

Lys

Val

Ser

155

Lys

Leu

Leu

Thr

val

235

Pro

Phe

val

Phe

Pro

315

Thr

Val

Ala

Sar

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

220

Aszp

Pro

Pro

Thr

Asn

300

Arg

vVal

Sar

Lys

125

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Cys

Ero

Cys

285

Glu

Leu

Asn

Gly
365

Ala

Ser

Phe

Gly

130

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

270

val

Tyr

Glu

His

Lys

350

Gln

Sar

Thr

Pro

175

val

Ser

Ile

val

Ala

255

Pro

val

Val

Gln

Gln

335

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

320

Asp

Leu

Arg
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15

20

25

30

Glu Pro Gln
370

Azn Gln Val
385

Ile Ala val

Thr Thr Pro

Lys Leu Thr
435

Cys Ser Val
450

Leu Ser Leu
465

<210>79

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

Arg Ser Ser
1

<210> 80

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 80

<210> 81

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 81

<210> 82
<211>5
<212> PRT

ES 2 675847 T3

Val Tyr Thr Leu
375

Ser Leu Thr Cys
390

Glu Trp Glu Ser
405

Pro Val Leu Asp
420

Val Asp Lys Ser

Met His Glu Ala
455

Ser Pro Gly Lys
470

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
440

Pro

Val

Gly

Asgp

425

Trp

His

Ser

Lys

Gln

410

Gly

Gln

Asn

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gln

His

Glu

380

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
460

Glu

Tyr

Asn

Phe

Aszn

445

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

430

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

415

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asgp

400

Lys

Ser

Ser

Ser

Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

5

10

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

5

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1

5

138

15
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ES 2 675847 T3

<213> Mus musculus

<400> 82
Gly Tyr Phe Met Asn
1 5
<210> 83
<211>17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 83

Arg Phe Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 84

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 84

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

<210> 85

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de hB273_L1-NE

<400> 85

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Glu Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 86

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de hB273_L1-NF

<400> 86

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Phe Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 87

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

139
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ES 2 675847 T3

<220>
<223> CDRL1 de hB273_L1-NK

<400> 87

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Lys Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 88

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de hB273_L1-NL

<400> 88

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Leu Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 89

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRH2 de hB273_H2-1-NE

<400> 89
Arg Phe Asn Pro Tyr Asn Glu Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10 15

Gly

140
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55

60

1.
caracterizado porque contiene:

ES 2 675847 T3

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo anti-DR5, o un fragmento funcional del mismo, que tiene actividad de unién antigénica,

(a) una secuencia de region variable de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en las siguientes
secuencias de aminoacidos:

al) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 34;

a2) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 36;

a3) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 38;

a4) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 40;

a5) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 44;

ab) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 46;

a7) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 48;

a8) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 50; y

(b) una secuencia de region variable de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en las siguientes
secuencias de aminoacidos:

b1) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 28;
b2) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 30;
b3) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 32;
b4) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 52;
b5) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 58;
b6) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de aminoécidos representada por SEQ ID NO: 62;
b7) una secuencia de aminoacidos que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia
de amino&cidos representada por SEQ ID NO: 66.

2. El anticuerpo anti-DR5, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de unién antigénica, de acuerdo
con la reivindicacion 1, caracterizado porque contiene: i) una secuencia de la regién variable de la cadena
pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 34 y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que comprende los restos de
aminoacidos 21 a 134 de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO:
28, 30 y 32; ii) una secuencia de la regiéon variable de la cadena pesada que comprende los restos de
aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 36 y una secuencia de la
region variable de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 28, 30 y 32; iii) una secuencia de la region
variable de la cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 38 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que
comprende los restos de aminoacidos 21 a 134 de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NO: 28, 30 y 32; iv) una secuencia de la region variable de la cadena pesada que
comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
40 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 134
de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28; v) una secuencia de la region variable de la
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 141 de la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 44 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que comprende los
restos de aminoacidos 21 a 134 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28; vi) una
secuencia de la cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46 y una secuencia de la cadena ligera que comprende los restos de
aminoacidos 21 a 239 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28; vii) una secuencia de la
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 48 y una secuencia de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos
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21 a 239 de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28; viii) una secuencia de la cadena
pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 471 de la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 50 y una secuencia de la cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 21 a 239 de la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 28.

3. El fragmento funcional del anticuerpo anti-DR5, que tiene actividad de unidon antigénica, de acuerdo con la
reivindicacion 1 o 2, que se selecciona del grupo que consiste en Fab, F(ab’)2, Fab’ y Fv.

4. Una composiciéon farmacéutica caracterizada porque comprende al menos uno de los anticuerpos anti-DR5, o
fragmentos funcionales de los mismos, que tienen actividad de unién antigénica de acuerdo con las reivindicaciones
1a3.

5. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizada por ser una composicion
farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.

6. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer, caracterizada porque
comprende (i) al menos uno de los anticuerpos anti-DR5, o fragmentos funcionales de los mismos que tienen
actividad de unién antigénica, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3; (ii) y al menos un miembro seleccionado del
grupo que consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11 y vinblastina.

7. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6, en la que el cancer se selecciona
del grupo que consiste en cancer de pulmon, cancer de préstata, cancer de tiroides, cancer de estdmago, cancer de
higado, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de Utero, melanoma,
glioblastoma y cancer de células sanguineas.

8. Un anticuerpo anti-DR5, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de union antigénica de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.

9. Un anticuerpo anti-DR5, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de unién antigénica de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer, caracterizado
por la administracion simultanea o secuencial del anticuerpo, o fragmento funcional que tiene actividad de union
antigénica, y al menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11,
vinblastina y 5-FU.

10. Un producto seleccionado del grupo que consiste en paclitaxel, carboplatino, CPT-11, vinblastina y 5-FU para su
uso en el tratamiento y/o prevencién del cancer caracterizado por la administracion simultanea o secuencial de un
anticuerpo, o fragmento funcional del mismo que tiene actividad de unién antigénica, de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3.

11. El anticuerpo o producto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el
cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmon, cancer de préstata, cancer de tiroides, cancer de
estdomago, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer renal,
cancer de utero, melanoma, fibrosarcoma, glioblastoma y cancer de células sanguineas.
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Fig. 28

SEQ ID NO: 7: Secuencia de nucléotidos de ADNc que codifica una cadena pesada del anticuerpo B273 de ratén
atgggatggagctgtatectttcetetttctectgtcagtaactgtaggtgtgttcectetgaggttcage
tgcagcagtctggacctgagectggtgaagectggggcttcagtgaagatatecctgecaaggettcetygg
ttactcatttattggctactttatgaactggatgaagcagagccatggaaagagecttgagtggatt
ggacgttttaatccatacaatggtgatactttctacaaccagaagttcaagggcaaggccacattga
ctgtagacaaatcctctaccacagcccacatggagcectcecctgagectgacatctgaggactcectgecagt
ctatttttgtggaagatcggegtattacttcecgatagtgggggectactttgactactggggccaaggce
accactctcacagtctcctcagccaaaacgacacceccatctgtctateccactggecectggatcectyg
ctgcccaaactaactccatggtgaccctgggatgecctggtcaagggctattteccctgagecagtgac
agtgacctggaactctggatcecctgtceccageggtgtgcacaccttececcagectgtectgecagtetgac
ctctacactctgagcagectcagtgactgtceccctccagcacctggeccagecgagaccgtecacctgea
acgttgcccaccecggeccagcagcaccaaggtggacaagaaaattgtgeccagggattgtggttgtaa
gccttgecatatgtacagtcecccagaagtatcatetgtcttcatetteccceccaaageccaaggatgtyg
ctcaccattactctgactcctaaggtcacgtgtgttgtggtagacatcagcaaggatgatceccecgagyg
tccagttcagctggtttgtagatgatgtggaggtgcacacagetcagacgcaaccccgggaggagcea
gttcaacagcactttecgctcagtcagtgaacttcecccatcatgcaccaggactggectcaatggcaayg
gagttcaaatgcagggtcaacagtgcagctttecctgececccatcgagaaaaccatctceccaaaacca
aaggcagaccgaaggctccacaggtgtacaccattccacctcecccaaggagcagatggeccaaggataa
agtcagtctgacctgcatgataacagacttcttceccecectgaagacattactgtggagtggcagtggaat
gggcagccagcggagaactacaagaacactcagcccatcatggacacagatggctettacttegtet
acagcaagctcaatgtgcagaagagcaactgggaggcaggaaatactttcacctgetectgtgttaca
tgagggcctgcacaaccaccatactgagaagagcectctcecccactectectggtaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1395)

SEQ ID NO: 8: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo B273 de raton
MGWSCIFLFLLSVTVGVESEVQLOOSGPELVKPGASVKISCKASGYSFIGYFMNWMKQOSHGKSLEWT
GRENPYNGDTFYNOQKFKGKATLTVDKSSTTAHMELLSLTSEDSAVYFCGRSAYYFDSGGYFDYWGQG
TTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTIVIWNSGSLSSGVHTFPAVLQSD
LYTLSSSVIVPSSTWPSETVTICNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVEIFPPKPKDV
LTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQEFSWEVDDVEVHTAQTOPREEQFNSTFRSVSELPIMHODWLNGK
EFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDEFPEDITVEWQWN

GOPAENYKNTQPIMDTDGSYEFVYSKLNVOQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
Secuencia sefal (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-465)
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Fig. 29

SEQ ID NO: 9: Secuencia de nucléotidos de ADNc que codifica una cadena ligera del anticuerpo B273 de raton
atgaagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgectteccagcagtgatgttgtga
tgacccaaactccactctceccectgectgtcagtecttggagatcaagectceccatetettgcagatectag
tcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatctacattggtacctgcagaagccaggccagtcet
ccaaagctcctgatctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttcagtggcagtyg
gatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctgggaatttatttctyg
ctctcaaagtacacatgttcecgtggacgttecggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgggctgat
gctgcaccaactgtatccatcttcecccaccateccagtgagcagttaacatctggaggtgectecagteg
tgtgcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagattgatggcagtgaacyg
acaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagce
accctcacgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaaga
catcaacttcacccattgtcaagagcecttcaacaggaatgagtgt

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-399), Regién constante (400-714)

SEQ ID NO: 10: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo B273 de raton
MKLPVRLLVILMFWIPASSSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSLVHSNGNTYLHWYLOKPGQOS
PKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYFCSQOSTHVPWTFGGGTKLEIKRAD
AAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCELNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSS

TLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-133), Regién constante (134-238)
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Fig. 30

SEQ ID NO: 15: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo quimera de B273
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggecgatgttyg
tgatgacccaaactccactctcecctgectgtcagtcttggagatcaagectccatectecttgcagatce
tagtcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatctacattggtacctgcagaagccaggccag
tctccaaagctcctgatctacaaagtttccaaccgattttectggggtecccagacaggttcagtggcea
gtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctgggaatttattt
ctgctctcaaagtacacatgttccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgtacg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 16: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo quimera de B273
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSLVHSNGNTYLHWYLOKPGO
SPKLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDLGIYFCSQSTHVPWIFGGGTKLE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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Fig. 31

SEQ ID NO: 19: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo quimera de B273
atgaaacacctgtggttcttcecctecctgectggtggcagectcccagatgggtgectgagegaggttcage
tgcagcagtctggacctgagctggtgaagecctggggcttcagtgaagatatcctgcaaggettetgg
ttactcatttattggctactttatgaactggatgaagcagagccatggaaagagecttgagtggatt
ggacgttttaatccatacaatggtgatactttctacaaccagaagttcaagggcaaggccacattga
ctgtagacaaatcctctaccacageccacatggagetectgagectgacatetgaggactetgecagt
ctatttttgtggaagatcggcgtattacttcgatagtgggggctactttgactactggggccaaggc
accactctcacagtcagctcagectcecaccaagggeccaagegtcttcececectggcacecctecteca
agagcacctctggcggcacagcecgcecctgggetgectggtcaaggactacttececcgaaccecgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccageggecgtgcacaccttececcecgetgtectgcagtectca
ggactctactccctcagecagegtgotgaccgtgecctecagecagecttgggcacccagacctacatcet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgageccaaatecttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactecctggggggaccctcagtecttectetteccee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcececcggaccececctgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtcecctcaccgtectgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccteccageecccececatecgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgecccccateccecggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccecteccgtgcectggactecy
acggctccttcecttcectcectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctccecgtgatgcatgaggectctgcacaaccactacacccagaagagectetecctgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 20: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo quimera de B273
MKHILWFFLLLVAAPRWVLSEVQLOQOSGPELVKPGASVKISCKASGYSFIGYFMNWMKQSHGKSLEWI
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSSTTAHMELLSLTSEDSAVYFCGRSAYYFDSGGYEFDYWGQG
TTLTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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Fig. 32

SEQ ID NO: 27: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacatcyg
taatgacccagtctccgctgagtcttcectgtgactccaggggageccgcaagcatctettgtegecag
cagtcagtcactggtccatagcaatgggaacacttacctgcattggtacctccaaaaaccagggcag
tccceccacagcectettgatctacaaggtgtccaatcggttcagtggtgtgectgaccgettectcececggaa
gtggctccgggacagatttcactcttaagatttcaagagtggaggcagaagacgttggagtctatta
ttgctcacagagcacacatgtcccctggactttcggtceccggcacaaaagtcgagatcaagecgtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcecttcececcececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcceccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 28: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273 L1
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQOSLVHSNGNTYLHWYLOKPGO
SPOLLIYKVSNREFSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTHVPWTFGPGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)

173



ES 2 675847 T3

Fig. 33

SEQ ID NO: 29: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L2
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacgtecg
tcatgacacagacacctctgagcctgccecgtgtctctgggcgaaccecgeccagtatttecttgtaggte
atctcagtctctggtgcacagtaacggaaacacatatctccattggtacctgcagaagccaggtcag
tccceccaaagctectgatctataaggtgagcaacagattcteccggagtgectgatcgattcagecggga
gtggttcagggaccgacttcaccttgaagattagccgggtcgaggeccgaggatgttggagtgtattt
ctgtagccagagtacacacgtgccctggaccttcggacctgggactaaagtcgagattaaacgtacg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 30: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L2
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDVVMTQTPLSLPVSLGEPASISCRSSQOSLVHSNGNTYLHWYLOKPGO
SPKLLIYKVSNREFSGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYFCSQSTHVPWTEFGPGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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Fig. 34

SEQ ID NO: 31: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L3
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggecgacgtgg
tgatgacgcagactccgctgtcactgccecgtatctctgggagagectgeccagcatcagectgcaggag
ctctcaatcactggtgcactctaacggtaatacctacctccactggtatctccagaagccaggacaa
tccccaaagttgctcatatataaagtgtccaaccggttctcaggagtececctgaccggtttageggta
gtggctctggtacagatttcaccctgaaaatatcaagggttgaagcggaagacgtaggagtgtattt
ttgcagccagagcacccatgtcccecctggacatttgggggcggcaccaaggtcgaaatcaagecgtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 32: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L3
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDVVMTQTPLSLPVSLGEPASISCRSSQOSLVHSNGNTYLHWYLOKPGO
SPKLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYFCSQSTHVPWTFGGGTKVE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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Fig. 35

SEQ ID NO: 33: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H1
ATGAAACACCTGIGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGTGCtgagecCAAGTTCAGC
TCGTGCAGTCCGGCGCGGAGGTTAAGAAACCAGGCGCATCCGTTAAAGTGTCATGTAAGGCCAGCGG
GTACTCCTTTATCGGCTACTTTATGAACTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGTATGGGCCTGGAGTGGATG
GGACGGTTTAATCCATATAATGGCGATACTTTTTACAACCAGAAATTTAAAGGAAGGGTCACTCTCA
CAGTGGATAAAAGCACTAGTACGGCTTACATGGAACTGTCCTCCCTCAGATCAGAAGATACTGCCGT
CTACTACTGCGCCCGAAGTGCTTACTATTTCGACAGCGGGGGCTACTTTGATTATTGGGGCCAGGGE
ACCCTGGTAACTGTGagcTCAGCCTCCACCAAGGGCCCAAGCGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCA
AGAGCACCTCTGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCCGTGAC
CGTGAGCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCTGTCCTGCAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCT
GCAACGCTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGCTTGAGCCCAAATCTTGTCACAA
AACTCACACATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCC
CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCCCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGCAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGCCAGCCCCGGGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGA
GGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCC

GGCAAA
Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 34: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H1

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY SFIGYFMNWVRQAPGMGLERWM
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGRVTLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYFDSGGYEDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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Fig. 36

SEQ ID NO: 35: Secuencia de nucléotidos una cadena pesada de tipo hB273_H2
atgaaacacctgtggttcttcctectgctggtggcagetecccagatgggtgectgagecaggtccage
tggtgcagagtggagccgaggtaaaaaaaccaggggctagtgtcaaggtcectectgtaaggcatctgg
ttactcttttataggatacttcatgaactggatgaagcagtctececggtatgtectectggagtggatt
ggcagattcaacccctacaacggggacactttttataatcagaagttcaaagggaaagccactctga
ccgtggacaagtcaacttccacagecatacatggaattgtcecctcactgaggtecgaagataccgeegt
gtacttctgcgctcggagtgcttattatttcgatagecggagggtattttgactattgggggcaaggg
acccttgtaaccgtgagctcagcecctceccaccaagggecccaagcegtecttecceccectggecacccectecteca
agagcacctctggcggcacagceccgcectgggetgectggtcaaggactacttccccgaacccgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagecggegtgcacaccttecececgetgtectgecagtecectea
ggactctactccecctcagecagegtggtgaccgtgecctecagecagettgggecacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgageccaaatecttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactecctggggggaccectcagtcttectettceee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctecccggacccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtecctecaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccctecccageccceccatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggceccagceccccgggaaccacaggtgtacacecetgececcateececggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcttctatecccagecgacatecgece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccecteecegtgetggactecyg
acggctcececttettectectacagecaagetcacegtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctcecegtgatgcatgaggctcectgecacaaccactacacccagaagagecteteectgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial {1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 36: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGMSLEWI
GRENPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCARSAYYEFDSGGYFDYWGOG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 37: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H3
atgaaacacctgtggttcttcctectgectggtggcagectcccagatgggtgctgagecgaagtgcage
tcgtgcaaagcggcegctgaagtgaaaaaaccaggagectcagtcaaagtgtectgtaaggectecgg
gtatagcttcatcggctattttatgaactggatgaagcagagcccgggcaaaagcecctecgaatggate
gggagattcaatccatacaatggtgacaccttttacaatcagaaattcaaaggcaaggccacgctga
ctgtagacaaatccaccagcacagcccacatggaattgtectteecctgaggtectgaggatacecgeggt
gtacttttgtggccgaagtgecgtattatttecgattcaggegggtacttcgattactggggtcagggg
acgctcgtcaccgtaagcetcagectecaccaagggeccaagegtecttececectggecaceccectecteca
agagcacctctggcggcacagccgceccctgggectgectggtcaaggactacttececcecgaaccecgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccageggcgtgcacacctteeccgectgtectgcagtectea
ggactctactccctcagcagegtggtgaccgtgececcteccagecagettgggcacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtcttectecttecee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggaccecctgaggtcacatgecgtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgeccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtectcaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagcceccteccageccccecatecgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgeccccateeccggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgcece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctecegtgetggactceeg
acggctceccttcecttcecctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctcecgtgatgcatgaggctectgcacaaccactacacccagaagagectecteceectgtetecece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 38: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H3
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGKSLEWI

GRENPYNGDTFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAHMELSSLRSEDTAVYFCGRSAYYFDSGGYEDYWGQG
TLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQO
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 39: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H1-1
atgaaacacctgtggttcttccectectgetggtggcagecteccagatgggtgetgagecaggtgcage
tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggecgecttectgtgaaggtgtecctgcaaggeccagegg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgcggcaggeccectggcatgggactggaatggatyg
ggccggttcaacccctacaacggcgacaccttctacaaccagaaattcaagggcagagtgaccctga
ccgtggacaagagcaccagecaccgcctacatggaactgagecagectgecggagegaggatacecgeegt
gtatttctgcggcagaagcgcctactacttcgacagecggecggcectacttecgactactggggeccagggce
accctggtgacagtgagctcagcctccaccaagggcecccaagcecgtcecttececececctggecacecctectceea
agagcacctctggcggcacagccgecectgggectgectggtcaaggactacttceccgaaccecgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagecggcgtgcacaccttececcegetgtecctgecagtectea
ggactctactcccectecagcagegtggtgaccgtgecctceccagecagettgggcacccagacctacatcet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgceccagcacctgaactectggggggaccctecagtettectettecee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcececcggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtcectcaccgtectgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccteccagecceccatecgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagcccecgggaaccacaggtgtacaccctgececceccatecccggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcectgacctgectggtcaaaggettectatceccagegacatcgece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccectececegtgetggactecyg
acggcteccttcttcectectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctceccecgtgatgcatgaggctcectgecacaaccactacacccagaagagectectececctgteteee

ggcaaa
Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 40: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H1-1

MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY SFIGYFMNWMRQAPGMGLERWM
GRENPYNGDTEFYNQKFKGRVTLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCGRSAYYEFDSGGYEFDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 41: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-1
atgaaacacctgtggttcttectectgetggtggecageteccagatgggtgetgagegaggtgecage
tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggagccagegtgaaggtgtcctgcaaggeccagegg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagecccggcatgagectggaatggatce
ggccggttcaacccctacaacggcgacaccttctacaaccagaagttcaagggaaaggeccaccctga
cagtggacaagagcaccagcaccgcctacatggaactgagcagectgcggagecgaggataccgeegt
gtacttctgcgccagaagcecgectactacttcgacagecggcggctacttcgactactggggeccagggce
accctggtgacagtgagctcagectccaccaagggecccaagegtctteceecctggecacccectecteca
agagcacctctggcggcacagccgccctgggectgectggtcaaggactacttceccecgaaccegtgac
cgtgagctggaactcaggcgecctgaccageggegtgecacacctteccecgetgtectgecagtectea
ggactctactccecctcagcagegtggtgaccgtgeccteccagecagettgggecacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccacccectgceccagecacctgaactectggggggacectcagtettectetteccee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggaccecctgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgeccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtcecctcaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagceccctcccagececcatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgeccccateccecggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggecttctatccecagecgacatcgec
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctecececgtgectggacteeyg
acggctccttettcecctctacagecaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcectctecectgtectecc
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 42: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-1
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGMSLEWI
GRENPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCARSAYYFDSGGYEDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 43: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-2
atgaaacacctgtggttcttcecctectgectggtggcagetececcagatgggtgectgageccaggtgecage
tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggageccagegtgaaggtgtecctgcaaggeccagegyg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagccceccggcatgagectggaatggate
ggccggttcaacccectacaacggecgacaccttctacaaccagaagttcaagggaaaggccaccctga
cagtggacaagagcaccagcaccgcccacatggaactgagcagectgecggagcgaggataccgeecgt
gtacttctgcgccagaagecgectactacttecgacageggecggectacttecgactactggggeccaggge
accctggtgacagtgagectcagectceccaccaagggceccaagegtettececectggecacectecteca
agagcacctctggcggcacagccgecctgggctgectggtcaaggactacttccccgaacccgtgac
cgtgagctggaactcaggcgecectgaccageggegtgecacaccttecececgetgtectgecagtectea
ggactctactccctcagecagegtggtgaccgtgecectceccagecagettgggcacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgceccagecacctgaactectggggggaccctcagtettectettcece
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctececcggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgeccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtecctcaccgtcctgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagecccccatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagecccgggaaccacaggtgtacacectgecececcatececggga
gogagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggettctatcccagecgacatcecgece
gtggagtgggagagcaatggccagecccgagaacaactacaagaccaccceccteccececgtgetggacteeg
acggcteccttettectectacagecaagetcaccgtggacaagagecaggtggcagecagggcaacgtett
ctcatgctcecgtgatgcatgaggctcectgecacaaccactacacccagaagagectcecteecectgteteee
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 44: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-2
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGMSLEWI
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAHMELSSLRSEDTAVYFCARSAYYFDSGGYFDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 45: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-3
atgaaacacctgtggttcttcctecctgectggtggcagectecccagatgggtgectgagecgaggtgcage

tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggagccagegtgaaggtgtecctgcaaggccagcgg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagcccecggecatgagectggaatggatce
ggccggttcaacccctacaacggcgacaccttctacaaccagaagttcaagggaaaggeccaccectga
cagtggacaagagcaccagcaccgcccacatggaactgagcagectgeggagegaggataccgeegt
gtacttctgcgeccagaagcgectactacttcgacageggeggctacttcgactactggggeccagggce
accctggtgacagtgagctcagcecctccaccaagggcccaagecgtecttecceccetggecaccectecteca
agagcacctctggcggcacagccgccctgggctgectggtcaaggactactteccccgaaccegtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagcggegtgecacacctteccecgetgtectgecagtectea
ggactctactccctcagcagecgtggtgaccgtgececcteccagcagettgggcacccagacctacatcect
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagecccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactcctggggggaccctcagtecttectettecee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctcceggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgeccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtcecctcaccgtectgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctecccageeccccatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgecccecatcccggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcecgece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccectececcgtgectggactecyg
acggctccttettectctacagecaagectcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcett
ctcatgctecgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagectetecectgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 46: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-3
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGMSLEWI
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAHMELSSLRSEDTAVYFCARSAYYFDSGGYEDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 47: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-4
atgaaacacctgtggttcttcctecctgectggtggcagectecccagatgggtgectgagccaggtgcage
tggtgcagtctggcgeccgaagtgaagaaacctggagecagegtgaaggtgtectgcaaggeccagegyg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagccccggcatgagecctggaatggatce
ggccggttcaacccecctacaacggcgacaccttectacaaccagaagttcaagggaaaggeccaccctga
cagtggacaagagcaccagcaccgcctacatggaactgagcagecctgcggagcgaggataccgecegt
gtacttctgcggcagaagcgcctactacttcgacagecggcggctacttecgactactggggeccagggce
accctggtgacagtgagctcagcectccaccaagggcccaagegtettececcectggcaccetectcecea
agagcacctctggcggcacagceccgecctgggectgectggtcaaggactacttcececcecgaaccegtgac
cgtgagectggaactcaggcgecctgaccageggegtgecacaccttececcegetgtectgecagtectea
ggactctactccctcagcagecgtggtgaccgtgecccteccagecagecttgggcacccagacctacatcect
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcecccagcacctgaactceccectggggggacecctcagtcttectettceece
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctceccggaccectgaggtcacatgegtggtgogtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgecataatgeccaagac
aaagccceccgggaggagecagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtectcaccgtectgecaccayg
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagececccatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgececccatececcggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggcttctatceccagegacatcgece
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccecteccgtgectggactecy
acggctccttcttecectectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtcectt
ctcatgctecegtgatgcatgaggetcectgcacaaccactacacccagaagagectectecctgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 48: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-4
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGMSLEWI
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCGRSAYYEFDSGGYEFDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 49: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-5
atgaaacacctgtggttcttecctectgetggtggcageteccagatgggtgetgageccaggtgecage
tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggagccagecgtgaaggtgtecctgcaaggeccagegg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagcceccggcaagagectggaatggatce
ggccggttcaaccecctacaacggcgacaccttctacaaccagaagttcaagggaaaggccaccctga
cagtggacaagagcaccagcaccgcectacatggaactgagecagectgecggagegaggataccgecgt
gtacttctgcggcagaagcgcctactacttcgacagecggecggctacttcgactactggggeccagggce
accctggtgacagtgagctcagectccaccaagggeccaagegtecttceececectggecaccetecteca
agagcacctctggcggcacagccgceccecctgggectgectggtcaaggactacttcecececcgaacccgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagecggegtgcacacctteececcgetgtectgecagtectea
ggactctactcecctcagcagegtggtgaccgtgeccctccagecagettgggcacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaagotggacaagagagttgagecccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgeccagecacctgaactectggggggaccctecagtettectettecee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatcectcecceccggacccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtectcacecgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctecccagcecccccatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacaccctgecceccecatecccggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggecttctatcccagecgacatecgec
gtggagtgggagagcaatggccagecccgagaacaactacaagaccacccectececegtgetggactecyg
acggctccttcttectctacagcaagectcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctcecgtgatgecatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagecteteecctgtetecee
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 50: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-5
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQSPGKSLEWI
GREFNPYNGDTEFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCGRSAYYFDSGGYEFDYWGQG
TLVITVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSS
GLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 51: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NE
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacatcyg

taatgacccagtctccgctgagtcttcectgtgactccaggggageccgcaagcatctettgtecgecag
cagtcagtcactggtccatagcaatgagaacacttacctgcattggtacctccaaaaaccagggcag
tccceccacagcectettgatctacaaggtgtccaatcggttcagtggtgtgectgaccgettectcececggaa
gtggctccgggacagatttcactcttaagatttcaagagtggaggcagaagacgttggagtctatta
ttgctcacagagcacacatgtcccecctggactttecggtececcggcacaaaagtcgagatcaagecgtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 52: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NE
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLVHSNENTYLHWYLOKPGO
SPOLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKI SRVEAEDVGVYYCSQSTHVPWTFGPGTKVE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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SEQ ID NO: 57: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NF
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacatcyg
taatgacccagtctccgctgagtcttcectgtgactccaggggageccgcaagcatctettgtecgecag
cagtcagtcactggtccatagcaatttcaacacttacctgcattggtacctccaaaaaccagggcag
tccceccacagcectettgatctacaaggtgtccaatcggttcagtggtgtgectgaccgettectcececggaa
gtggctccgggacagatttcactcttaagatttcaagagtggaggcagaagacgttggagtctatta
ttgctcacagagcacacatgtcccctggactttcggtececcggcacaaaagtcgagatcaagegtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececececteccgacgagcagectgaagtccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 58: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NF
MVLOTOQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPLSLPVTPGEPASTISCRSSQOSLVHSNENTYLHWYLOKPGQO
SPOLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKI SRVEAEDVGVYYCSQSTHVPWTFGPGTKVE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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SEQ ID NO: 61: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NK
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacatcyg
taatgacccagtctccgctgagtcttcectgtgactccaggggageccgcaagcatctettgtegecag
cagtcagtcactggtccatagcaataagaacacttacctgcattggtacctccaaaaaccagggcag
tccceccacagcectettgatctacaaggtgtccaatcggttcagtggtgtgectgaccgettectcececggaa
gtggctccgggacagatttcactcttaagatttcaagagtggaggcagaagacgttggagtctatta
ttgctcacagagcacacatgtcccctggactttcggtceccggcacaaaagtcgagatcaagecgtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececececcecteccgacgagcagectgaagteccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce

agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt
Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-402), Regién constante (403-717)

SEQ ID NO: 62: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NK

MVLOTOQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQOSLVHSNKNTYLHWYLOKPGQO
SPOLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKI SRVEAEDVGVYYCSQSTHVPWTFGPGTKVE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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SEQ ID NO: 65: Secuencia de nucléotidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NL
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccecctgectgectgtggatcteccggegecatatggcgacatcyg
taatgacccagtctccgctgagtcttcectgtgactccaggggageccgcaagcatctettgtegecag
cagtcagtcactggtccatagcaatctgaacacttacctgcattggtacctccaaaaaccagggcag
tccceccacagcectettgatctacaaggtgtccaatcggttcagtggtgtgectgaccgettectcececggaa
gtggctccgggacagatttcactcttaagatttcaagagtggaggcagaagacgttggagtctatta
ttgctcacagagcacacatgtcccctggactttcggtceccggcacaaaagtcgagatcaagecgtacyg
gtggccgccceccectecgtgttcatcttcececcececteccgacgagecagectgaagteccggecaccgectecyg
tggtgtgcctgctgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgceccct
gcagtccgggaactcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagectgage
agcaccctgaccctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgecctgcgaggtgacccacce
agggcctgagctcccceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial <1-60), Region variable (61-402), Region constante (403-717)

SEQ ID NO: 66: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de tipo hB273_L1-NL
MVLOTOVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLVHSNLNTYLHWYLOKPGO
SPOLLIYKVSNRESGVPDRFSGSGSGTDETLKI SRVEAEDVGVYYCSQSTHVPWTFGPGTKVE IKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-134), Regién constante (135-239)
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SEQ ID NO: 69: Secuencia de nucléotidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-1-NE
atgaaacacctgtggttcttcctectgectggtggcagectecccagatgggtgctgagcgaggtgcage
tggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacctggagecagcecgtgaaggtgtcctgcaaggeccagegg
ctacagcttcatcggctacttcatgaactggatgaagcagagccccggcatgagectggaatggatce
ggccggttcaacccectacaacgaggacaccttectacaaccagaagttcaagggaaaggeccaccctga
cagtggacaagagcaccagcaccgcctacatggaactgagcagectgecggagcgaggataccgecgt
gtacttctgcgccagaagcgcctactacttcgacagecggecggectacttcgactactggggccagggce
accctggtgacagtgagctcagectccaccaagggcccaagegtectteccecctggecaccectectececa
agagcacctctggcggcacagccgccecctgggectgectggtcaaggactacttceccecgaaccecgtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagecggegtgcacaccttececegetgtectgecagtectea
ggactctactccctcagcagecgtggtgaccgtgecctceccagcagecttgggcacccagacctacatcet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgcccagcacctgaactecctggggggaccctcagtcttectecttecee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatcteccecggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtectcaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctecccagceccecececatcgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagccccgggaaccacaggtgtacacecctgececcccateccecggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggcttctatcccagecgacatcecgec
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccacccecteceecgtgetggacteeg
acggctccttcttcectctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtctt
ctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcectctececctgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 70: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de tipo hB273_H2-1-NE
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSEVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYFMNWMKQOSPGMSLEWI
GRENPYNEDTFYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCARSAYYEDSGGYEFDYWGQOG
TLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSS
GLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Regién variable (20-141), Regién constante (142-471)
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SEQ ID NO: 75: Secuencia de nucléotidos de ADNc que codifica una cadena ligera de conatumumab
atggtgctgcagacccaggtgttcatctccctgectgectgtggatcteccggegecatatggecgaaatcyg
tgttgacacagagtcccggcactcttagecttagecccgggtgaacgecgeccaccctgtectgecgege
ctctcagggaatctctcgctecttacctecgegtggtaccagcagaaacccggeccaggeccecceccagtttyg
ctgatatacggtgcctctagccgagcaactggcatcccagaccggttctcaggatctggecteccggga
ctgacttcactctgaccatctccagactggagcccgaggatttcgeggtatattactgeccagcagtt
cggcagcagtccttggaccttcggacagggtactaaggtggagattaaacgtacggtggccgeccecce
tccgtgttcatecttecceccecececectecgacgagcagectgaagteccggcaccgectececgtggtgtgectge
tgaataacttctaccccagagaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtceccgggaa
ctcccaggagagcgtgaccgagcaggacagcaaggacagcacctacagecctgagcagcaccctgace
ctgagcaaagccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaggtgacccaccagggcectgagcet
cccecceccecgtcaccaagagcttcaacaggggggagtgt

Secuencia sefial (1-60), Region variable (61-390), Regién constante (400-705)

SEQ ID NO: 76: Secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de conatumumab
MVLOTOVFISLLLWISGAYGEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQGISRSYLAWYQOKPGQAPSL
LIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQFGSSPWTFGOGTKVEIKRTVAAP
SVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Secuencia sefial (1-20), Region variable (21-130), Regién constante (131-235)
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SEQ ID NO: 77: Secuencia de nucleotidos de ADNc que codifica una cadena pesada de conatumumab
atgaaacacctgtggttcttcctectgectggtggcagectecccagatgggtgctgageccaggtgecage
ttcaggaaagcgggcccggectegtgaagecctecccagacectgtetettacttgtacagtgagegyg
tggcagcatttcttcaggecgattacttctggagttggattcgeccaactgectggtaaagggectggaa
tggatcgggcatattcacaattcaggaaccacatattataacccttcactgaagagccgggtaacta
tctececgttgacactagcaagaaacagttctcecctececggctgtettetgtcacageccgectgacaccge
tgtttactactgtgcaagagatcggggtggcgactactattacggcatggatgtttggggacaggga
accaccgtaacagtgagctcagcctccaccaagggcccaagecgtcttcececececctggecacecctecteca
agagcacctctggcggcacagceccgccecctgggetgectggtcaaggactactteccccgaaccegtgac
cgtgagctggaactcaggcgccctgaccagcggecgtgcacaccttececegectgtectgecagtectca
ggactctactccctcagcagecgtggtgaccgtgececcteccagecagettgggcacccagacctacatet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgtgacaa
aactcacacatgcccaccctgecccagcacctgaactectggggggaccctcagtcttecctettececee
ccaaaacccaaggacaccctcatgatctececggaccectgagotcacatgegtggtggtggacgtga
gccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgecataatgccaagac
aaagccccgggaggagcagtacaacagcacgtaccgggtggtcagegtecctcaccgtecctgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagecectecccagececcatecgaga
aaaccatctccaaagccaaaggccagcecccgggaaccacaggtgtacacccectgeccceccateccggga
ggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggecttctatcccagecgacatcecgec
gtggagtgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccacccctcecececgtgetggactecyg
acggctcecttecttectctacagcaagectcaccgtggacaagagcaggtggcagcagggcaacgtett
ctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacccagaagagcctcteccectgtetece
ggcaaa

Secuencia sefial (1-57), Region variable (58-423), Regién constante (424-1413)

SEQ ID NO: 78: Secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de conatumumab
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGDYFWSWIRQLPGKGLE

WIGHIHNSGTTYYNPSLKSRVTISVDTSKKQFSLRLSSVTAADTAVYYCARDRGGDYYYGMDVWGOG
TTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSS
GLYSLSSVVTIVPSSSLGTOQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
Secuencia sefial (1-19), Region variable (20-141), Regién constante (142-471)
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