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DESCRIPCION
Molécula de unién a antigeno que tiene una conjugacién regulada entre la cadena pesada y la cadena ligera
Técnica antecedente

La presente invencion se refiere a anticuerpos con una asociacion regulada de la cadena pesada y la cadena ligera,
a métodos para la produccion de un anticuerpo con una asociacion regulada de la cadena pesada y la cadena ligera,
a métodos para la regulacion de la asociaciéon de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo, a
composiciones farmacéuticas que comprenden al anticuerpo como principio activo, y similares.

Campo técnico

Se han descrito previamente varios métodos como métodos para preparar anticuerpos biespecificos de tipo 1I9G que
tienen regiones constantes humanas (anticuerpos de tipo IgG que tienen una region constante humana que tiene
especificidad de unién para un antigeno A en un brazo y especificidad de union para un antigeno B en el otro brazo).
En general, los anticuerpos biespecificos de tipo IgG estan compuestos por dos tipos de cadenas H (a saber, una
cadena H para el antigeno A y una cadena H para el antigeno B) y dos tipos de cadenas L (a saber, una cadena L
para el antigeno A y una cadena L para antigeno B). Cuando se expresan tales anticuerpos biespecificos de tipo
IgG, son posibles 10 tipos de combinaciones como combinaciones de H2L2, dado que se expresan dos tipos de
cadenas H y dos tipos de cadenas L. Entre estas, hay un tipo de combinaciéon que tiene la especificidad de unién
deseada (la IgG que tiene especificidad de union para el antigeno A en un brazo y especificidad de unién para el
antigeno B en el otro brazo). Como consecuencia, para adquirir el anticuerpo biespecifico deseado, es necesario
purificar un tipo de anticuerpo de interés de entre diez tipos de anticuerpos, lo que es dificil y de una eficacia
extremadamente baja.

Se han descrito métodos para resolver este problema, los cuales implican preferentemente la secrecién de una IgG
que tiene una combinacion heteréloga de una cadena H para el antigeno A y una cadena H para el antigeno B,
mediante la sustitucion de aminoacidos en la region CH3 de la cadena H de la IgG (documentos de patente 1,2, 3 y
4, y documentos no de patente 1 y 2). Entre estos, se han descrito métodos que usan obstaculos fisicos en forma de
"botén" y "ojal", y los que usan la repulsion de cargas eléctricas.

También se ha descrito un método para obtener de manera eficaz una molécula deseada, que utiliza una cadena L
comun, en la que estan presentes en una misma secuencia de aminoacidos una cadena L para el antigeno A y una
cadena L para el antigeno B (documentos de patente 5 y 6). Sin embargo, dado que el uso de una cadena L comun
tiene el potencial de reducir considerablemente la afinidad por el antigeno, este no es necesariamente el método
optimo. Como consecuencia, para que un anticuerpo biespecifico se una a dos antigenos con alta afinidad, es
preferible que solo se asocien la cadena L y la cadena H para el antigeno A, y solo la cadena L y la cadena H para el
antigeno B. Ademas, se ha descrito un método para permitir que las cadenas H y las cadenas L para cada antigeno
se asocien con independencia de las regiones variables, lo que comprende sustituir aminoacidos en los dominios
CH1 y CL, que son regiones constantes, en lugar de los de las regiones variables (documentos de patente 2 y 7). Sin
embargo, este método es aun insuficiente para producir de forma eficaz un anticuerpo biespecifico de interés. Los
documentos de patente 8 y 9 se refieren a un método de modificacién de anticuerpos para purificar anticuerpos
biespecificos y a métodos para producir polipéptidos mediante la regulacion de la asociacion de polipéptidos,
respectivamente, mientras que el documento no de patente 3 describe la estructura covalente de una molécula de
inmunoglobulina gamma G completa.

[Documentos de la técnica anterior]
[Documentos de patente]

[Documento de patente 1] WO 96/27011
[Documento de patente 2] WO 2006/106905
[Documento de patente 3] WO 2009/089004
[Documento de patente 4] WO 2010/129304
[Documento de patente 5] WO 98/050431
[Documento de patente 6] WO 2006/109592
[Documento de patente 7] WO 2007/147901
[Documento de patente 8] EP 2009101
[Documento de patente 9] EP 1870459

[Documentos no de patente]
[Documento no de patente 1] Ridgway JB et al., Protein Engineering, 1996, Vol. 9, pag. 617-621

[Documento no de patente 2] Merchant AM et al., Nature Biotechnology, 1998, Vol. 16, pag. 677-681
[Documento no de patente 3] Edelman GM et al., PNAS Sci USA, 1969, Vol. 63, pag. 78-85
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Sumario de la invencion
[Problemas a resolver por la invencion]

La presente invencién se ha logrado en tales circunstancias. Un objetivo de la presente invencion es proporcionar
anticuerpos en los que la asociacién de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras esta regulada, un método de
produccién de anticuerpos en los que la asociacion de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras esta regulada, y
un método para la regulacién de la asociacién de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras de un anticuerpo.
Ademas, en una realizacion de la presente invencidon, un objetivo de la presente invencidén es proporcionar
anticuerpos biespecificos en los que la asociaciéon en la interfaz de CH1 y CL esté regulada, y un método para
producir de forma eficaz un anticuerpo biespecifico regulando la asociacién en la interfaz de CH1 y CL.

[Medios de resolucion de los problemas]

Los inventores de la presente invencion seleccionaron una region constante de la cadena pesada, CH1, y una region
constante de la cadena ligera (CL) como regiones de cadena pesada y de cadena ligera a utilizar para regular la
asociacion, y realizaron estudios destinados a la regulaciéon de la asociacion de CH1 y CL. Como resultado, los
presentes inventores descubrieron que la asociacion de CH1 y CL se puede suprimir sustituyendo los restos de
aminoacidos presentes en la interfaz de CH1 y CL por restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de
forma reciproca o restos de aminoacidos que no se repelen, y que las moléculas heterélogas se forman de forma
mas eficaz que usando modificaciones que solo introducen un "botén" y un "ojal" en CH3 como se ha descrito
anteriormente.

Por lo tanto, de acuerdo con los hallazgos realizados por los presentes inventores, es posible regular la asociacion
de CH1 y CL. Ademas, la presente divulgacion puede aplicarse no solo a la regulacion de la asociacion entre CH1 y
CL, sino también a la regulacion de la asociacion entre polipéptidos arbitrarios.

Ademas, los presentes inventores también confirmaron que un anticuerpo biespecifico de la presente invencién con
una asociacion regulada de la cadena pesada y la cadena ligera conserva de hecho la funcion.

Como se ha descrito anteriormente, los presentes inventores desarrollaron de forma satisfactoria moléculas de unién
a antigeno en las que la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada, y de este modo se
consuma la presente invencion.

La presente invencion se refiere a moléculas de unién a antigeno en las que la asociacion de las cadenas pesadas y
las cadenas ligeras estd regulada, a métodos de produccion de una molécula de unién a antigeno en las que la
asociacion de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras esta regulada, y a métodos para regular la asociaciéon de
las cadenas pesadas y las cadenas ligeras de una molécula de unidon a antigeno como se define en las
reivindicaciones.

Especificamente, la presente invencion se refiere a lo siguiente:

[1] Un anticuerpo IgG biespecifico que comprende dos tipos de regiones constantes de la cadena pesada CH1,
CH1-A y CH1-B, y dos tipos de regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A y CL-B, en el que la asociacion
de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada de modo que se inhibe la asociacién de CH1-A y CL-B y/o
la asociacion de CH1-B y CL-A, en donde

un conjunto o dos o mas conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los
conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacion en la cadena pesada y la cadena
ligera en el anticuerpo biespecifico son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en la region constante de la cadena pesada (CHI) en la posicion 147
como se indica mediante la numeracion de EU, y el resto de aminoacido comprendido en la region constante
de la cadena ligera (CL) en la posicién 180 como se indica mediante la numeracién de EU,;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posiciéon 147 como se indica mediante la numeracién
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la
numeracion de EU; y,

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la
numeracion de EU,

en donde
los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de los restos de
aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:
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(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).
[2] El anticuerpo biespecifico de [1],

A) en donde, adicionalmente, los restos de aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados
en (d) a continuacién son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la numeracién
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicidon 123 como se indica mediante la
numeracion de EU; y/o

B) en donde, adicionalmente, dos o mas restos de aminoacidos que forman una interfaz entre la region
variable de la cadena pesada y la regién variable de la cadena ligera son restos de aminoacidos que se
repelen eléctricamente de forma reciproca, en particular

B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son un
conjunto o dos conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos
de restos de aminoacidos mostrados en (a) o (b):

(a) el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la cadena pesada en la posicion 39
como se indica mediante la numeracién de Kabat y el resto de aminoacido comprendido en la regién
variable de la cadena ligera en la posicion 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido comprendido en la regidn variable de la cadena pesada en la posicion 45
como se indica mediante la numeracién de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la regién
variable de la cadena ligera en la posicion 44 como se indica mediante la numeracion de Kabat,

ylo

B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan
de los restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

[3] Un método de produccién de un anticuerpo IgG biespecifico que comprende dos tipos de regiones constantes
de la cadena pesada CH1, CH1-A y CH1-B, y dos tipos de regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A 'y
CL-B, en el que la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada de modo que se inhibe la
asociacion de CH1-A y CL-B y/o la asociacion de CH1-B y CL-A,

en donde el método comprende las etapas de (1) a (3) a continuacion:

(1) modificacion de los acidos nucleicos que codifican la regiéon constante de la cadena pesada (CHI) y la
regién constante de la cadena ligera (CL), de modo que un conjunto o dos o mas conjuntos de restos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en
(a) a (c) a continuacién se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la
numeracion de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posiciéon 180 como se indica
mediante la numeracion de EU;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la
numeracion de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 131 como se indica
mediante la numeracion de EU; y,

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la
numeracion de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posiciéon 160 como se indica
mediante la numeracion de EU,

en donde
los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de entre los
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); y
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(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H);

(2) introduccion de los acidos nucleicos modificados en una célula hospedadora y el cultivo de la célula
hospedadora de modo que exprese los acidos nucleicos, y

(3) recogida del anticuerpo biespecifico de un cultivo de la célula hospedadora.

[4] El método de produccién de un anticuerpo biespecifico de [3],

A) que comprende adicionalmente en la etapa (1), la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos
de aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados en (d) a continuaciéon se repelen
eléctricamente entre si:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posiciéon 123 como se indica mediante la numeracién de
EU;

y/o

B) que comprende adicionalmente en la etapa (1) la modificacién de los acidos nucleicos de modo que dos o
mas restos de aminoacidos que forman la interfaz entre la region variable de la cadena pesada y la region
variable de la cadena ligera sean restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca,

en particular

B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son restos de
aminoacidos de uno cualquiera de los conjuntos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos
de aminoacidos mostrados en (a) o (b) a continuacion:

(a) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 39 como se
indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la cadena pesada en la posicién 45 como se
indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicidon 44 como se indica mediante la numeracion de Kabat.

ylo

B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); y
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

[5] Un método para regular la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo IgG
biespecifico que comprende dos tipos de regiones constantes de la cadena pesada CH1, CH1-A y CH1-B, y dos
tipos de regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A y CL-B, de modo que se inhibe la asociacion de CH1-
Ay CL-B y/o la asociacién de CH1-B y CL-A, en donde el método comprende:

la modificacion de los acidos nucleicos de modo que un conjunto o dos o mas conjuntos de restos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a)
a (c) a continuacion sean restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la
numeracion de EU;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posiciéon 147 como se indica mediante la numeracién
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la
numeracion de EU; y

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la
numeracion de EU, en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se
seleccionan de restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

[6] EI método de [5],
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A) que comprende adicionalmente la modificacién de los acidos nucleicos de modo que los restos de
aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados en (d) a continuacion sean restos de
aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicidon 123 como se indica mediante la
numeracion de EU;

y/o

B) en donde, adicionalmente, dos 0 mas restos de aminoacidos que forman la interfaz entre la regién variable
de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera son restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente de forma reciproca,
en particular
B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son restos de
aminoacidos de uno cualquiera de los conjuntos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de
restos de aminoacidos mostrados en (a) o (b) a continuacion:
(a) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 39 como
se indica mediante la numeraciéon de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable
de la cadena ligera en la posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o
(b) el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la cadena pesada en la posicién 45 como
se indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable
de la cadena ligera en la posicion 44 como se indica mediante la numeracion de Kabat,
ylo

B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

[7] Una composicién que contiene el anticuerpo biespecifico de uno cualquiera de [1] y [2], y un transportador
farmacéuticamente aceptable.

[8] Un acido nucleico que codifica el anticuerpo biespecifico de uno cualquiera de [1] y [2].

[9] Una célula hospedadora que tiene el acido nucleico de [8].

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de modelo de una interfaz de CH1/CL.

La Fig. 2 es un anticuerpo conceptual que muestra posibles combinaciones de cadena H y cadena L cuando el
anticuerpo se prepara mezclando un tipo de cadena H y dos tipos de cadenas L.

Se cree que los sitios mutados que proporcionaron una gran proporcion del anticuerpo con la combinacion de E y
K, como se muestra en el recuadro, interactuan eléctricamente.

La Fig. 3 representa graficas que muestran los resultados del analisis por AIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 4 representa graficas que muestran los resultados del analisis por AIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 5 representa graficas que muestran los resultados del analisis por AIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 6 representa una grafica que muestra los resultados del analisis por AIEX de cada uno de los
anticuerpos.

La Fig. 7 representa graficas que muestran los resultados del analisis por CIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 8 representa graficas que muestran los resultados del analisis por CIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 9-1 representa graficas que muestran los resultados del analisis por CIEX de cada uno de los
anticuerpos.

La Fig. 9-2 es una continuacion de la figura 9-1.

La Fig. 10 representa graficas que muestran los resultados del analisis por CIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 11 representa graficas que muestran los resultados del analisis por CIEX de cada uno de los anticuerpos.
La Fig. 12 es un diagrama que compara el CH1 de la cadena H alineando las secuencias de aminoacidos de la
IgAl humana (SEQ ID NO: 63), IgA2 (SEQ ID NO: 64), IgD (SEQ ID NO: 65), IgE (SEQ ID NO: 66), IgGl (SEQ ID
NO: 67), IgG2 (SEQ ID NO: 68), IgG3 (SEQ ID NO: 69), IgG4 (SEQ ID NO: 70) e IgM (SEQ ID NO: 71); y el CL
de la cadena L alineando las secuencias de aminoacidos de la IgK humana (Kappa) (SEC ID NO: 72), IgL1 (SEQ
ID NO: 73), IgL2 (SEQ ID NO: 74), IgL3 (SEQ ID NO: 75), IgL6 (SEQ ID NO: 76), IgL7 (SEQ ID NO: 77)
(Lambda).
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[Modo de llevar a cabo la invencion]

La presente invencion se refiere a anticuerpos en los que la asociacion de las cadenas pesadas y las cadenas
ligeras esta regulada, a métodos de produccion de un anticuerpo en que la asociacion de las cadenas pesadas y las
cadenas ligeras estd regulada, y a métodos para la regulacion de la asociacion de las cadenas pesadas y las
cadenas ligeras de un anticuerpo, como se define en las reivindicaciones.

El término "anticuerpo” se utiliza como sinénimo de "molécula de unién a antigeno". Es decir, el término "anticuerpo”
y la expresion "molécula de unién a antigeno" se usan en el sentido mas amplio, e incluyen anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales y variantes de anticuerpos (tales como anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos de bajo peso molecular (incluidos fragmentos de anticuerpos a los que se pueden afadir
otras moléculas de forma arbitraria), y anticuerpos poliespecificos) siempre que demuestren la actividad de unién a
antigeno o actividad bioldgica deseada. Un ejemplo de un "anticuerpo" o "molécula de unién a antigeno" en la
presente invencion es una molécula en la que se ha afadido un armazén de unién a HAS al Fab (un anticuerpo en el
que solo la porciéon de Fab es normal). Ademas, en la presente invencion, el "anticuerpo" también puede ser un
polipéptido o un multimero heteromérico. Los anticuerpos preferentes son anticuerpos monoclonales, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos de fusiéon con el Fc y anticuerpos de bajo
peso molecular tales como fragmentos de anticuerpos.

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo IgG biespecifico como se define en las reivindicaciones, en
el que la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada, en el que la cadena pesada y la cadena
ligera que constituyen el anticuerpo son una combinacion de una cadena pesada y una cadena ligera de interés, y
en el que los restos de aminoacidos en ubicaciones determinadas en la region constante de la cadena pesada (CHI)
y en la region constante de la cadena la cadena ligera son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de
forma reciproca (que tienen la misma carga).

En la presente invencién, haciendo que restos de aminoacidos en ubicaciones determinadas en la regién constante
de la cadena pesada (CHI) y region constante de la cadena ligera de una combinacién no deseada de cadena
pesada y cadena ligera se vuelvan restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca (es
decir, que tienen la misma carga), se puede impedir la formacion de combinaciones no deseadas de cadena pesada
y cadena ligera utilizando esta repulsion de carga y, como resultado, se puede formar la combinaciéon deseada de
cadena pesada y cadena ligera.

El anticuerpo de la presente invencion puede ser un anticuerpo en el que la asociacion de la cadena pesada y la
ligera esta regulada, en el que la cadena pesada y la cadena ligera que constituyen el anticuerpo se asocian como
una combinacion de una cadena pesada y una cadena ligera de interés, y en el que los restos de aminoacidos en
ubicaciones determinadas en la regién constante de la cadena pesada (CHI) y en la region constante de la cadena la
cadena ligera no se repelen eléctricamente de forma reciproca. Haciendo que restos de aminoacidos en ubicaciones
determinadas en la region constante de la cadena pesada (CHI) y la regidon constante de la cadena ligera de una
combinaciéon deseada de cadena pesada y cadena ligera se vuelvan restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente de forma reciproca, se puede formar una combinacion deseada de cadena pesada y cadena ligera,
por ejemplo, utilizando la fuerza de atraccion de las cargas eléctricas.

El término "polipéptido" se refiere, generalmente, a péptidos y proteinas cuya longitud es de aproximadamente diez
aminoacidos o mas. Los polipéptidos proceden, habitualmente, de organismos, pero no estan particularmente
limitados a ellos, y por ejemplo, pueden estar compuestos de una secuencia disefiada artificialmente. Ademas,
pueden ser cualquiera de polipéptidos de origen natural, polipéptidos sintéticos, polipéptidos recombinantes, o
similares. Adicionalmente, también estan incluidos en los polipéptidos del presente documento fragmentos de los
polipéptidos mencionados anteriormente.

Las frases "para regular la asociacion" y "la asociacion esta regulada" se refieren a la regulacién para lograr una
condicion de asociacion deseada, y mas especificamente se refiere a la regulacion para que no se formen
asociaciones no deseadas entre la cadena pesada y la cadena ligera.

El término "interfaz" generalmente se refiere a la superficie de asociacién que es el resultado de la asociacion
(interaccion), y los restos de aminoacidos que forman la interfaz son habitualmente uno o mas restos de
aminoacidos incluidos en las regiones polipeptidicas que participan en la asociacion, y son, mas preferentemente, de
aminoacidos que se aproximan entre si durante la asociacion y estan implicados en la interacciéon. De manera mas
especifica, esta interaccion incluye, por ejemplo, instancias donde los restos de aminoacidos se acercan durante la
asociacion para formar enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas o puentes salinos entre si.

La frase, "restos de aminoacidos que forman una interfaz" se refiere mas especificamente a restos de aminoacidos
incluidos en la regién polipeptidica que constituye la interfaz. Por ejemplo, regiones polipeptidicas que constituyen la
interfaz se refiere a las regiones polipeptidicas responsables de la union selectiva entre moléculas, tal como en los
anticuerpos, ligandos, receptores o sustratos. De manera mas especifica, en los anticuerpos, tales ejemplos incluyen
regiones constantes de la cadena pesada, regiones variables de la cadena pesada, regiones constantes de la
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cadena ligera y regiones variables de la cadena ligera.

"Modificacidon" de restos de aminoacidos se refiere especificamente a la sustitucion de un resto (o restos) de
aminoacido original por otro resto (o restos) de aminoacido, a suprimir un resto (o restos) de aminoacido original, a
afadir un resto (o restos) de aminoacido nuevo, y demas, pero preferentemente se refiere a sustituir uno o mas
restos de aminoacidos originales por otros restos de aminoacidos.

El anticuerpo puede tener restos de aminoacidos en ubicaciones determinadas en la regién constante de la cadena
pesada (CH1) y la region constante de la cadena ligera de una combinacién no deseada de cadena pesada y
cadena ligera antes de la regulacién de la asociacion que repele eléctricamente (que tienen la misma carga).

Al modificar los restos de aminoacidos en el anticuerpo mencionado anteriormente para dar lugar a restos de
aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca (tienen la misma carga), se cree que la asociacion de
estos restos de aminoécidos se inhibe por la fuerza repulsiva de las cargas eléctricas.

El anticuerpo puede tener restos de aminoacidos implicados en la asociacion en la interfaz de los polipéptidos que
no se repelen eléctricamente de forma reciproca.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, al modificar los restos de aminoacidos implicados en la asociacién en la
interfaz de los polipéptidos para dar lugar a restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma
reciproca, se cree que la asociacidon de estos restos de aminoacidos es estimulada, por ejemplo, por la fuerza de
atraccion de sus cargas eléctricas.

Por lo tanto, en el anticuerpo mencionado anteriormente, los restos de aminoacidos modificados son
preferentemente restos de aminoacidos que se aproximan entre si en la asociacion, en las regiones polipeptidicas
que forman la interfaz.

Los restos de aminoacidos que se aproximan durante la asociacién pueden determinarse, por ejemplo, analizando la
estructura tridimensional de un polipéptido, e investigando las secuencias de aminoacidos de las regiones
polipeptidicas que forman una interfaz durante la asociacion de polipéptidos. Los restos de aminoacidos en la
interfaz que se aproximan entre si de forma reciproca son dianas preferentes de "modificacion” en el anticuerpo de
la presente invencion.

Se sabe que algunos aminoacidos estan cargados eléctricamente. En general, se sabe que la lisina (K), la arginina
(R) y la histidina (H) son aminoacidos que tienen una carga positiva (aminoacidos cargados positivamente). Se sabe
que el acido aspartico (D), el acido glutamico (E) y demas, son aminoacidos que tienen una carga negativa
(aminoacidos cargados negativamente). Ademas, se sabe que la alanina (A), asparagina (N), cisteina (C), glutamina
(Q), glicina (G), isoleucina (I), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), prolina (P), serina (S), treonina (T),
triptéfano (W), tirosina (Y), valina (V) y similares son aminoacidos que no tienen carga o aminoacidos no polares.

Por lo tanto, los aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca (tienen la misma carga) en la
presente invencion se refiere a:

(1) aminoacidos en los que uno de los aminoacidos es un aminoacido cargado positivamente y el otro
aminoacido también es un aminoacido cargado positivamente, y
(2) aminoacidos en los que uno de los aminoacidos es un aminoacido cargado negativamente y el otro
aminoacido también es un aminoacido cargado negativamente.

Adicionalmente, los aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma reciproca en la presente invencion se
refiere a:

(1) aminoacidos en los que uno de los aminoacidos es un aminoacido cargado positivamente y el otro
aminodacido es un aminoacido cargado negativamente,

(2) aminoacidos en los que uno de los aminoacidos es un aminoacido cargado positivamente y el otro
aminoacido es un aminoacido no cargado o un aminoacido no polar,

(3) aminoacidos en los que uno de los aminoacidos es un aminoacido cargado negativamente y el otro
aminoacido es un aminoacido no cargado o un aminoacido no polar, y

(4) aminoacidos en los que ambos aminoacidos son aminoacidos no cargados o aminoacidos no polares.

Los aminoacidos pueden modificarse de acuerdo con diversos métodos conocidos en el campo de la técnica. Los
ejemplos de estos métodos incluyen, pero sin limitacion, mutagénesis dirigida (Hashimoto-Gotoh, T., Mizuno, T.,
Ogasahara, Y. y Nakagawa, M. (1995) An oligodeoxyribonucleotide-directed dual amber method for site-directed
mutagenesis, Gene 152, 271-275; Zoller, M.J. y Smith, M. (1983) Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA
fragments cloned into M13 vectors, Methods Enzymol. 100, 468-500; Kramer, W., Drutsa, V., Jansen, HW., Kramer,
B., Pflugfelder, M. y Fritz, H.J. (1984) The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation
construction, Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456; Kramer, W. y Fritz, H.J. (1987) Oligonucleotide-directed construction
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of mutations via gapped duplex DNA, Methods Enzymol. 154, 350-367; Kunkel, T.A. (1985) Rapid and efficient site-
specific mutagenesis without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488-492), mutagénesis por PCR,
mutagénesis de casete, etc.

Los ejemplos de modificaciones de aminoacidos incluyen la modificacion de un aminoacido no cargado o un
aminoacido no polar para dar un aminoacido cargado positivamente, la modificacién de un aminoacido no cargado o
un aminoacido no polar para dar un aminoacido cargado negativamente, la modificacion de un aminoacido cargado
positivamente para dar un aminoacido cargado negativamente y la modificacion de un aminoacido cargado
negativamente para dar un aminoacido cargado positivamente. Adicionalmente, la modificacién de un aminoacido no
cargado o un aminoacido no polar para dar un aminoacido no cargado o no polar distinto, la modificaciéon de un
aminoacido cargado positivamente para dar un aminoacido cargado positivamente distinto, y la modificaciéon de un
aminoacido cargado negativamente para dar un aminoacido cargado negativamente distinto, también se incluyen en
las modificaciones de aminoacidos en el contexto de la presente invencion.

La modificacion de aminoacidos en la presente invencion incluye realizar una modificacion en cada una de las
cadenas pesada vy ligera, o realizar multiples modificaciones en cada una de las cadenas pesada y ligera. Ademas,
el numero de modificaciones afiadidas a la cadena pesada y ligera puede ser igual o distinto.

La modificacion de aminoacidos en la presente invencion incluye hacer multiples modificaciones en aminoacidos
cargados positivamente en la cadena pesada o la cadena ligera, y hacer multiples modificaciones en aminoacidos
cargados negativamente en la otra cadena. Ademas, se pueden hacer multiples modificaciones en aminoacidos
cargados positivamente, asi como multiples modificaciones en aminoacidos cargados negativamente, en la misma
cadena pesada o cadena ligera. En estas modificaciones, las modificaciones en aminoacidos no cargados o
aminoacidos no polares, asi como las modificaciones de aminoacidos no cargados o aminoacidos no polares
también pueden combinarse adecuadamente.

En las modificaciones en el contexto de la presente invencion, por ejemplo, los aminoacidos en una de las cadenas
se pueden utilizar como estan, sin modificarse y, en tales casos, no se necesita modificar la cadena pesada y la
cadena ligera, y puede modificarse solo una de las cadenas.

Aunque no hay limitaciones particulares en cuanto al nimero de restos de aminoacidos sometidos a modificaciéon en
el anticuerpo de la presente invencion, por ejemplo, cuando se modifica la regién constante del anticuerpo, para no
reducir la actividad de unién hacia el antigeno y no aumentar la inmunogenicidad, es preferente modificar la menor
cantidad posible de restos de aminoacidos. El "pocos" mencionado anteriormente se refiere a, por ejemplo, un
numero de aproximadamente de 1 a 30, preferentemente un nimero de aproximadamente de 1 a 20, incluso mas
preferentemente un nimero de aproximadamente de 1 a 15, y muy preferentemente un nimero de 1 a 5.

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo IgG biespecifico. El término "anticuerpo" se usa en el sentido
mas amplio, e incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, variantes de anticuerpos (tales como
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de bajo peso molecular (incluidos fragmentos de
anticuerpos) y anticuerpos poliespecificos) siempre que demuestren la actividad biolégica deseada. Ademas, el
"anticuerpo” en el presente documento puede ser un polipéptido o un multimero heteromérico. Los anticuerpos
preferentes son anticuerpos monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
humanos, anticuerpos de fusién con el Fc y anticuerpos de bajo peso molecular tales como fragmentos de
anticuerpos.

En el contexto de la presente invencion, la expresién "anticuerpo multiespecifico” (usada en la presente descripcion
para tener el mismo significado que "anticuerpo poliespecifico") se refiere a un anticuerpo que puede unirse
especificamente a distintos tipos de epitopos. De manera mas especifica, los anticuerpos multiespecificos son
anticuerpos que tienen especificidad por al menos dos tipos distintos de epitopos y, ademas de los anticuerpos que
reconocen distintos antigenos, también estan incluidos los anticuerpos que reconocen distintos epitopos en el mismo
antigeno. (Por ejemplo, cuando los antigenos son receptores heterélogos, los anticuerpos multiespecificos pueden
reconocer distintos dominios que constituyen los receptores heter6logos; como alternativa, cuando los antigenos son
mondémeros, los anticuerpos multiespecificos reconocen multiples sitios en los antigenos monoméricos).
Habitualmente, tales moléculas se unen a dos antigenos (anticuerpos biespecificos; utilizado en la presente
descripcién con el mismo significado que "anticuerpos doble especificos"), pero incluso pueden tener especificidad
para mas antigenos (por ejemplo, tres tipos).

Ademas de los anticuerpos descritos anteriormente, los anticuerpos de la presente invencién incluyen anticuerpos
cuyas secuencias de aminoacidos han sido modificadas por sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones de
aminoacidos, o quimerizacién, humanizacion, y demas. Dichas modificaciones de la secuencia de aminoacidos, tales
como sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones de aminoacidos, y humanizacion y quimerizacién, puede
lograrse mediante métodos conocidos por los expertos en la materia. Cuando los anticuerpos de la presente
invencion se preparan como anticuerpos recombinantes, de manera similar, las secuencias de aminoacidos de las
regiones variable y constante del anticuerpo también pueden modificarse mediante sustituciones, deleciones,
adiciones y/o inserciones de aminoacidos, o quimerizacion, humanizacion y similar.
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Los anticuerpos de la presente invencién pueden obtenerse de cualquier animal, tal como un ratén, ser humano,
rata, conejo, cabra o camello. Adicionalmente, los anticuerpos pueden ser modificados, por ejemplo, anticuerpos
quiméricos, y en particular, anticuerpos modificados que incluyen sustituciones de aminoacidos en su secuencia,
tales como anticuerpos humanizados. Los anticuerpos pueden ser cualquier tipo de anticuerpo, tal como productos
de modificacion de anticuerpos unidos a diversas moléculas, fragmentos de anticuerpos y anticuerpos de bajo peso
molecular.

Los "anticuerpos quiméricos" son anticuerpos preparados combinando secuencias procedentes de distintos
animales. Un ejemplo es un anticuerpo que tiene regiones variables (V) de la cadena pesada y la ligera de un
anticuerpo de ratén y regiones constantes (C) de la cadena pesada y la ligera de un anticuerpo humano. Los
anticuerpos quiméricos se pueden preparar por métodos conocidos. Para obtener tales anticuerpos quiméricos, por
ejemplo, puede ligarse un ADN que codifica una region V de anticuerpo con un ADN que codifica una regién
constante de anticuerpo humano; el producto de ligacion resultante puede insertarse en un vector de expresion; y la
construccién puede introducirse en un hospedador para producir el anticuerpo quimérico.

Los "anticuerpos humanizados" también se denominan anticuerpos humanos remodelados, y pueden obtenerse
sustituyendo la regién determinante de complementariedad (CDR) de un anticuerpo humano por la (CDR) de un
anticuerpo de un mamifero no humano, por ejemplo, un ratén. Los métodos para identificar las CDR son conocidos
en la técnica (Kabat et al., Sequence of Proteins of Immunological Interest (1987), National Institute of Health,
Bethesda, Md.; Chothia et al., Nature (1989) 342:877). También se conocen técnicas generales de recombinacion
genética adecuadas para este fin (véase la publicaciéon de solicitud de patente europea n.° EP 125023; y el
documento WO 96/02576). Por ejemplo, la CDR de un anticuerpo de ratdn se puede determinar por métodos
conocidos, y se puede preparar un ADN de tal manera que codifique un anticuerpo en el que la CDR esta ligada con
la regidon marco conservada (FR) de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado puede producirse entonces
utilizando un sistema que use vectores de expresion convencionales. Dichos ADN se pueden sintetizar por PCR,
utilizando como cebadores varios oligonucleétidos disefiados para incluir porciones que se solapan con los extremos
de las regiones CDR y FR (véase el método descrito en el documento WO 98/13388). Los FR de anticuerpos
humanos unidos a través de CDR se seleccionan de manera que las CDR formen un sitio de unién a antigeno
adecuado. Si es necesario, los aminoacidos en las FR de una region variable de anticuerpo pueden modificarse de
modo que las CDR del anticuerpo humano remodelado puedan formar un sitio de unién a antigeno adecuado (Sato,
K. et al., Cancer Res. (1993) 53:851-856). Los restos de aminoacidos modificables en las FR incluyen porciones que
se unen directamente a un antigeno a través de enlaces no covalentes (Amit et al., Science (1986) 233: 747-53),
porciones que tienen algun impacto o efecto en la estructura de la CDR (Chothia et al., J. Mol. Biol. (1987) 196: 901-
17), y porciones implicadas en la interacciéon entre VH y VL (documento EP 239400).

La region constante de la cadena pesada del anticuerpo de la presente invencion es, preferentemente, una region
constante de la cadena pesada humana. Ademas, los ejemplos de regiones constantes de la cadena pesada de
anticuerpos incluyen regiones constantes de tipo IgAl, 1gA2, IgD, IgE, IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4 y IgM. La region
constante de la cadena pesada del anticuerpo de la presente invencion es, preferentemente, una regiéon constante
de tipo IgG1, y en particular, preferentemente, una region constante de IgGl humana, pero no se limita a las mismas.
Varias secuencias de alotipos obtenidas por polimorfismo genético se describen en Secuencias de proteinas de
interés inmunoldgico, publicacion NIH N.° 91-3242, como regiéon constante de IgGl humana, y en la presente
invencién puede usarse cualquiera de estas.

Ademas, la region constante de la cadena ligera del anticuerpo de la presente invencion es, preferentemente, una
regiéon constante de la cadena ligera humana. Los ejemplos de region constante de la cadena ligera del anticuerpo
incluyen regiones constantes de tipo IgK (Kappa), IgL1, IgL2, IgL3, IgL6 e IgL7 (Lambda). La regién constante de la
cadena ligera del anticuerpo de la presente invencion es, preferentemente, una region constante de la IgK (Kappa)
humana, pero sin limitacion a la misma. La secuencia de aminoacidos de la regidon constante de IgK (Kappa)
humana es conocida (SEC ID NO: 72). Varias secuencias de alotipos obtenidas por polimorfismo genético se
describen en Secuencias de proteinas de interés inmunoldgico, publicacion NIH N.° 91-3242, como region constante
de IgK (Kappa) humana y regién constante de IgL7 (Lambda) humana, y en la presente invencion puede usarse
cualquiera de estas.

Las regiones constantes de anticuerpos, en particular, las regiones constantes de la cadena pesada, puede
modificarse segun sea necesario para mejorar la funcion del anticuerpo o la estabilidad del anticuerpo. Los ejemplos
de modificaciones para mejorar la funciéon del anticuerpo incluyen modificaciones que fortalecen o debilitan la unién
entre un anticuerpo y un receptor Fcy (FcyR), modificaciones que fortalecen o debilitan la unién entre un anticuerpo y
el FcRn, modificaciones que fortalecen o debilitan la actividad citotdxica del anticuerpo (tal como la actividad ADCC y
la actividad de la CDC), y similares. Ademas, también se pueden incluir modificaciones que mejoran la
heterogeneidad de los anticuerpos y modificaciones que mejoran la inmunogenicidad y/o la farmacocinética.
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Ademas, como la heterogeneidad de la secuencia C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo IgG, se ha
informado sobre la amidaciéon del grupo carboxilo C-terminal mediante la delecion del aminoacido C-terminal, un
resto de lisina, o por deleciéon de los dos aminoacidos C-terminales, glicina y lisina (Anal. Biochem. 1 de enero de
2007:360(1):75-83). Por lo tanto, en la presente invencion, para disminuir la heterogeneidad del extremo C de la
cadena pesada C, es preferible utilizar una IgG en la que se hayan eliminado la lisina C-terminal o la lisina y glicina
C-terminales.

Dado que su antigenicidad en el cuerpo humano se ha atenuado, se espera que los anticuerpos quiméricos y
humanizados que utilizan secuencias procedentes de humano sean utiles cuando se administran a seres humanos
con fines terapéuticos o similares.

Ademas, los anticuerpos de bajo peso molecular son utiles como anticuerpos debido a sus caracteristicas cinéticas
en vivo y a la produccion de bajo costo utilizando E. coli, células vegetales, o similares.

Los fragmentos de anticuerpos son un tipo de anticuerpo de bajo peso molecular. La expresion "anticuerpo de bajo
peso molecular" incluye anticuerpos que incluyen un fragmento de anticuerpo como una unidad estructural parcial.
Los anticuerpos de bajo peso molecular de la presente invencién no estan particularmente limitados por su
estructura ni por su método de produccién, siempre y cuando tengan actividad de uniéon a antigeno. Algunos
anticuerpos de bajo peso molecular tienen una actividad mayor que la de un anticuerpo completo (Orita et al., Blood
(2005) 105:562-566). En el presente documento, los "fragmentos de anticuerpos” no estan particularmente limitados,
siempre y cuando sean una porcién de un anticuerpo completo (por ejemplo, IgG completa). Sin embargo, los
fragmentos de anticuerpo incluyen preferentemente una regiéon variable de cadena pesada (VH) o una region
variable de cadena ligera (VL), e incluyen adicionalmente CH1 o CL. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos
preferentes son: Fab, F(ab’): y Fab’. Las secuencias de aminoacidos de un VH, VL, CH1 y CL en un fragmento de
anticuerpo pueden modificarse por sustitucion, delecion, adicién y/o insercion. Adicionalmente, algunas porciones de
un CH1, CL, VH y VL pueden eliminarse, siempre y cuando los fragmentos resultantes conserven su capacidad de
unién al antigeno, y también pueden afiadirse para aumentar la farmacocinética (PK) o la eficacia del farmaco
fragmentos de anticuerpos tales como scFv, Fab, dominio de dominio (dAb) y VHH, armazén de unién a HAS, PEG,
albumina, citocinas, toxinas y similares (las moléculas descritas en Biodrugs, 2009, 23(2):93-109; Methods Mol.
Med., 2005, 109:347-74; AAPS J., 18 de agosto de 2006, 8(3):E532-51; etc,).

Un fragmento de anticuerpo puede prepararse tratando un anticuerpo con una enzima, por ejemplo, una proteasa tal
como la papaina o la pepsina (véase Morimoto et al., J. Biochem. Biophys. Methods (1992) 24: 107-17; Brennan et
al., Science (1985) 229:81). Como alternativa, los fragmentos de anticuerpo también pueden producirse por
recombinacién genética basandose en su secuencia de aminoacidos.

Un anticuerpo de bajo peso molecular que tiene una estructura que es el resultado de la modificacion de un
fragmento de anticuerpo puede prepararse usando fragmentos de anticuerpos obtenidos mediante tratamiento
enzimatico o recombinacion genética. Como alternativa, después de construir un gen que codifica un anticuerpo de
bajo peso molecular completo y de introducir la construccion en un vector de expresion, el anticuerpo de bajo peso
molecular puede expresarse en células hospedadoras apropiadas (véase, por ejemplo, Co et al., J. Immunol. (1994)
152: 2968-76; Better y Horwitz, Methods Enzymol. (1989) 178: 476-96; Pluckthun y Skerra, Methods Enzymol. (1989)
178: 497-515; Lamoyi, Methods Enzymol. (1986) 121: 652-63; Rousseaux et al., Methods Enzymol. (1986) 121: 663-
9; Bird y Walker, Trends Biotechnol. (1991) 9: 132-7).

Un ejemplo preferente del anticuerpo de la presente invencién es un multimero heteromérico que tiene dos o mas
tipos de CH1 y dos o mas tipos de CL. Este multimero heteromérico reconoce preferentemente dos o mas tipos de
epitopos, y un ejemplo del mismo es un anticuerpo poliespecifico.

Como ejemplo preferente de un anticuerpo poliespecifico, el anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo
biespecifico. Por lo tanto, un ejemplo de una realizacidon preferente del anticuerpo de la presente invencién es un
anticuerpo biespecifico compuesto por dos tipos de cadenas pesadas (una primera cadena pesada y una segunda
cadena pesada) y dos tipos de cadenas ligeras (una primera cadena ligera y una segunda cadena ligera).

Al describir los "anticuerpos biespecificos" de las realizaciones preferentes de los anticuerpos de la presente
invencion de forma mas precisa, la "primera cadena pesada" mencionada anteriormente se refiere a una de las dos
cadenas pesadas (cadenas H) que forman el anticuerpo, y la "segunda cadena H" se refiere a la otra cadena H, que
es distinta de la primera cadena H. Es decir, de las dos cadenas H, una de ellas puede definirse arbitrariamente
como la primera cadena H vy la otra puede definirse como la segunda cadena H. De forma similar, la "primera cadena
ligera" se refiere a una de las dos cadenas ligeras (cadenas L) que forman el anticuerpo biespecifico, y la "segunda
cadena L" se refiere a la otra cadena L, que es distinta de la primera cadena L. De las dos cadenas L, una de ellas
puede definirse arbitrariamente como la primera cadena L y la otra puede definirse como la segunda cadena L.
Habitualmente, la primera cadena L y la primera cadena H proceden de un mismo anticuerpo que reconoce un
determinado antigeno (o epitopo), y la segunda cadena L y la segunda cadena H también proceden de un mismo
anticuerpo que reconoce un determinado antigeno (o epitopo). En el presente documento, la pareja de cadena L-
cadena H formada por la primera cadena H y la cadena L se llama primera pareja, y la pareja de cadena L-cadena H
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formada por la segunda cadena H y la cadena L se llama segunda pareja. El antigeno (o epitopo) usado para
producir el anticuerpo del que procede la segunda pareja es, preferentemente, distinto del antigeno usado para
producir el anticuerpo del que procede la primera pareja. De manera mas especifica, los antigenos reconocidos por
la primera pareja y la segunda pareja pueden ser los mismos, pero, preferentemente, las parejas reconocen
antigenos (o epitopos) distintos. En este caso, las cadenas H y las cadenas L de la primera pareja y de la segunda
pareja tienen preferentemente secuencias de aminoacidos que difieren entre si. Cuando la primera pareja y la
segunda pareja reconocen distintos epitopos, la primera pareja y la segunda pareja pueden reconocer un antigeno
completamente distinto, o pueden reconocer distintos sitios (distintos epitopos) en el mismo antigeno.
Adicionalmente, una de ellas puede reconocer un antigeno tal como una proteina, péptido, gen o azucar, y la otra
puede reconocer sustancias citotoxicas tales como sustancias radioactivas, agentes quimioterapéuticos o toxinas
procedentes de células. Sin embargo, cuando se desea producir un anticuerpo que tenga parejas formadas por
combinaciones especificas de cadenas H y cadenas L, estas cadenas H y cadenas L especificas pueden
determinarse arbitrariamente como la primera pareja y la segunda pareja.

En cuanto a los genes que codifican la cadena H o la cadena L de anticuerpos antes de la introduccion de
mutaciones en la presente invencion (en el presente documento, se puede referir simplemente como "un anticuerpo
de la presente invencion"), pueden usarse secuencias conocidas, o pueden obtenerse mediante métodos conocidos
por los expertos en la materia. Por ejemplo, pueden obtenerse de una biblioteca de anticuerpos, o pueden obtenerse
clonando genes que codifiquen el anticuerpo a partir de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales.

Con respecto a las bibliotecas de anticuerpos, muchas bibliotecas de anticuerpos son ya muy conocidas y, dado que
se conocen los métodos para producir bibliotecas de anticuerpos, los expertos en la materia pueden obtener
bibliotecas de anticuerpos de forma apropiada. Por ejemplo, con respecto a bibliotecas de fagos de anticuerpos, se
puede hacer referencia a bibliografia tal como Clackson et al., Nature 1991, 352: 624-8; Marks et al., J. Mol. Biol.
1991, 222: 581-97; Waterhouses et al., Nucleic Acids Res. 1993, 21: 2265-6; Griffiths et al., EMBO J. 1994, 13:
3245-60; Vaughan et al., Nature Biotechnology 1996, 14: 309-14; y la patente japonesa Kohyo Publicacion N.° (JPA)
H10-504970 (publicacion de fase nacional japonesa no examinada correspondiente a una publicacién internacional
no japonesa). Ademas, se pueden usar métodos conocidos, tales como los métodos que utilizan células eucariotas
como bibliotecas (documento WO095/15393) y los métodos de presentacion de ribosomas. Adicionalmente, también
se conocen técnicas para obtener anticuerpos humanos mediante la seleccién usando bibliotecas de anticuerpos
humanos. Por ejemplo, usando métodos de presentacion en fagos pueden expresarse regiones variables de
anticuerpos humanos en la superficie de fagos como anticuerpos monocatenarios (los scFv), y pueden seleccionarse
los fagos que se unen a los antigenos. El anadlisis genético de los fagos seleccionados puede determinar las
secuencias de ADN que codifican las regiones variables de los anticuerpos humanos que se unen a los antigenos.
Una vez que se revelan las secuencias de ADN de los scFv que se unen a los antigenos, se pueden producir
vectores de expresién adecuados basandose en estas secuencias, para obtener los anticuerpos humanos. Estos
métodos ya son muy conocidos y se puede referencia al documento W092/01047, W092/20791, W093/06213,
W093/11236, W093/19172, W095/01438 y W0O95/15388.

En cuanto a los métodos para obtener genes que codifican anticuerpos a partir de hibridomas, basicamente se
pueden utilizar técnicas conocidas, la cuales implican el uso de los antigenos deseados o células que expresan los
antigenos deseados como antigenos sensibilizantes, usando estos para realizar inmunizaciones de acuerdo con
métodos de inmunizacién convencionales, la fusién de las células inmunitarias asi obtenidas con células parentales
conocidas mediante métodos de fusidon de células comunes, la exploracion de las células productoras de anticuerpos
monoclonales (hibridomas) por métodos de cribado comunes, la sintesis de ADNc de las regiones variables de
anticuerpo (regiones V) a partir de los ARNm de los hibridomas obtenidos, usando transcriptasa inversa, y su union a
los ADN que codifican las regiones constantes de anticuerpo deseadas.

Los antigenos sensibilizantes para obtener los genes de anticuerpos mencionados anteriormente que codifican la
cadena H y la cadena L no se limitan particularmente a los ejemplos descritos a continuacién, pero incluyen
antigenos completos que tienen inmunogenicidad y antigenos incompletos incluyendo haptenos y similares, que no
muestran inmunogenicidad. No hay limitaciones particulares sobre el antigeno para los anticuerpos de la presente
invencién y se sabe que pueden usarse, por ejemplo, una proteina de longitud completa o un péptido parcial de una
proteina diana, asi como sustancias compuestas de polisacaridos, acidos nucleicos, lipidos y similares que se sabe
que pueden servir como un antigeno. Los antigenos pueden prepararse en conformidad con métodos que son
conocidos por los expertos en la materia, tales como los métodos que utilizan baculovirus (tales como los descritos
en el documento WO 98/46777). Se pueden producir hibridomas, por ejemplo, siguiendo los métodos de Milstein et
al. (G. Kohler y C. Milstein, Methods Enzymol. 1981, 73: 3-46), y similares. Cuando la inmunogenicidad de un
antigeno es baja, este se puede unir a una macromolécula que tenga inmunogenicidad, tal como la albumina, y
luego utilizarse para la inmunizacion. Adicionalmente, mediante la unién de antigenos con otras moléculas segun
sea necesario, estos se pueden convertir en antigenos solubles. Cuando se utilizan como antigenos moléculas
transmembrana, tales como receptores, pueden usarse como fragmento porciones de las regiones extracelulares de
los receptores, o pueden usarse como inmundgenos las células que expresan moléculas transmembrana en su
superficie celular.

Las células productoras de anticuerpos pueden obtenerse inmunizando animales, usando los antigenos
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sensibilizantes adecuados descritos anteriormente. Como alternativa, las células productoras de anticuerpos pueden
prepararse por inmunizacion in vitro de linfocitos que pueden producir anticuerpos. Como animales para la
inmunizacion pueden usarse diversos mamiferos, y se usan generalmente roedores, lagomorfos y primates. Para los
roedores, los ejemplos especificos de tales animales incluyen ratones, ratas y hamsteres, conejos para los
lagomorfos y monos, incluyendo el mono cinomolgo, el macaco de la India, Papio hamadryas y chimpancés para los
primates.

Los animales transgénicos que portan repertorios de genes de anticuerpos humanos también son conocidos, y los
anticuerpos humanos pueden obtenerse utilizando estos animales (véase el documento WO96/34096; Mendez et al.,
Nat. Genet. 1997, 15: 146-56). En lugar de usar tales animales transgénicos, los anticuerpos humanos deseados
que tienen actividad de unién frente a antigenos pueden obtenerse, por ejemplo, mediante sensibilizacién in vitro de
linfocitos humanos con los antigenos deseados o las células que expresan los antigenos deseados, y luego
fusionando los linfocitos sensibilizados con células de mieloma humano, tales como U266 (véase la publicacién de la
solicitud de patente Japonesa Kokoku N.° (JP-B) H1-59878 (solicitud de patente japonesa examinada, aprobada,
publicada por oposicion). Adicionalmente, los anticuerpos humanos deseados pueden obtenerse inmunizando
animales transgénicos que portan un repertorio completo de genes de anticuerpos humanos con los antigenos
deseados (véanse los documentos W093/12227, W092/03918, W094/02602, W096/34096 y WO96/33735).

La inmunizacion de los animales se lleva a cabo diluyendo y suspendiendo adecuadamente un antigeno
sensibilizante en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), solucidn salina fisiolégica o similar, formando una
emulsién, mezclando un adyuvante si es necesario, e inyectando esto en animales por via intraperitoneal o
subcutanea. Después de eso, el antigeno sensibilizante mezclado con el adyuvante incompleto de Freund se
administra preferentemente varias veces cada cuatro a 21 dias. La produccién de anticuerpos se puede confirmar
midiendo el titulo de los anticuerpos que se tienen como objetivo en los sueros de los animales, usando métodos
convencionales.

Las células productoras de anticuerpos obtenidas a partir de linfocitos o de animales inmunizados con un antigeno
deseado, se pueden fusionar con células de mieloma para generar hibridomas, utilizando agentes de fusién
convencionales (por ejemplo, polietilenglicol) (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, 1986, 59-103). Después, segun sea necesario, se pueden cultivar y crecer las células de hibridoma, y la
especificidad de unién, la afinidad o la actividad del anticuerpo producido a partir de estos hibridomas puede medirse
utilizando métodos de analisis conocidos, tales como la inmunoprecipitacion, el radioinmunoensayo (RIA) y el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Posteriormente, los hibridomas que producen los anticuerpos
de interés, cuya especificidad de union, afinidad o actividad se ha determinado, pueden subclonarse por métodos
tales como la dilucion limitante.

A continuacion, los genes que codifican los anticuerpos de interés pueden clonarse a partir de los hibridomas o las
células productoras de anticuerpos (linfocitos sensibilizados y similares.) utilizando sondas que pueden unirse
especificamente a los anticuerpos (por ejemplo, oligonucleétidos complementarios a las secuencias que codifican las
regiones constantes del anticuerpo). Ademas, es posible la clonacion a partir de los ARNm utilizando RT-PCR. Las
inmunoglobulinas se clasifican en cinco clases distintas, IgA, IgD, IgE, IgG y IgM. Estas clases se dividen ademas en
varias subclases (isotipos) (por ejemplo, IgG-1, IgG-2, 1gG-3 e 1gG-4; IgA-1 e IgA-2; y demas). Las cadenas H y las
cadenas L utilizadas en la presente invencion para producir anticuerpos no estan particularmente limitadas y pueden
obtenerse de anticuerpos que pertenecen a cualquiera de estas clases o subclases; sin embargo, la IgG es
particularmente preferente.

En el presente documento, es posible modificar los genes que codifican la cadena H y los genes que codifican la
cadena L utilizando técnicas de ingenieria genética. Los anticuerpos genéticamente modificados, tales como los
anticuerpos quiméricos y los anticuerpos humanizados, que se han modificado artificialmente con el fin de disminuir
la antigenicidad heteréloga y demas, contra los seres humanos, puede producirse adecuadamente para anticuerpos
tales como anticuerpos de ratén, anticuerpos de rata, anticuerpos de conejo, anticuerpos del hamster, anticuerpos
de oveja y anticuerpos de camello.

Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos compuestos de regiones variables de la cadena H y de la cadena L de
anticuerpos de mamiferos no humanos, tales como las de un anticuerpo de ratén, y las regiones constantes de la
cadena H y de la cadena L de un anticuerpo humano. Se pueden obtener ligando el ADN que codifica una region
variable de un anticuerpo de raton al ADN que codifica una region constante de un anticuerpo humano,
incorporandolos en un vector de expresion e introduciendo el vector en un hospedador para la produccion del
anticuerpo. Un anticuerpo humanizado también se denomina anticuerpo humano remodelado. Este anticuerpo
humanizado se puede sintetizar por PCR a partir de varios oligonucleétidos producidos de modo que tengan
porciones solapantes en los extremos de las secuencias de ADN, disefiados para unir las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo de un mamifero no humano (como un ratén). EI ADN obtenido puede
ligarse a un ADN que codifica una regién constante de un anticuerpo humano. El ADN ligado se puede incorporar en
un vector de expresion, y el vector se puede introducir en un hospedador para producir el anticuerpo (véanse los
documentos EP239400 y WO096/02576). Las FR de anticuerpos humanos que se ligan a través de las CDR se
seleccionan cuando las CDR forman un sitio de unién a antigeno favorable. Si es necesario, los aminoacidos en la
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regiéon marco conservada de una region variable de anticuerpo pueden sustituirse de modo que las CDR del
anticuerpo humano remodelado forman un sitio de unién a antigeno adecuado (K. Sato et al., Cancer Res. 1993, 53:
851-856).

Ademas de las técnicas de humanizacion descritas anteriormente, los anticuerpos pueden modificarse para mejorar
sus propiedades biolégicas, por ejemplo, la afinidad antigénica. Dichas modificaciones se pueden llevar a cabo
utilizando métodos tales como mutagénesis dirigida (véase, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82: 488), mutagénesis por PCR y mutagénesis de casete. En general, los anticuerpos mutantes cuyas propiedades
biologicas se han mejorado muestran una homologia de secuencia de aminoacidos y/o una similitud del 70 % o
mayor, mas preferentemente del 80 % o mayor, e incluso mas preferentemente del 90 % o mayor (por ejemplo, del
95 % o mayor), 97 %, 98 %, 99 %, etc.), cuando se compara con la secuencia de aminoacidos de la regidn variable
del anticuerpo original. En el presente documento, una homologia de secuencia y/o similitud se define como la
proporcion de restos de aminoacidos que son homologos (el mismo resto) o similares (restos de aminoacidos
clasificados en el mismo grupo basandose en las propiedades generales de las cadenas laterales de aminoacidos) a
los restos del anticuerpo original, después de que el valor de homologia de secuencia se haya maximizado mediante
alineamiento de secuencias y la introduccion de huecos, segin sea necesario. En general, los restos de
aminoacidos de origen natural se clasifican en grupos basandose en las caracteristicas de sus cadenas laterales:

(1) hidréfobos: alanina, isoleucina, norleucina, valina, metionina y leucina;
(2) hidrdfilos neutros: asparagina, glutamina, cisteina, treonina y serina;
(3) acidos: acido aspartico y acido glutamico;
(4) bésicos: arginina, histidina y lisina;

(5) restos que afectan a la orientacion de la cadena: glicina y prolina; y

(6) aromaticos: tirosina, triptéfano y fenilalanina.

Normalmente, un sitio de unién a antigeno de un anticuerpo se forma por las interacciones de un total de seis
regiones determinantes de complementariedad (porciones hipervariables; CDR) presentes en las regiones variables
de la cadena H y la cadena L. Se sabe que incluso una de estas regiones variables tiene la capacidad de reconocer
y unirse al antigeno, aunque la afinidad sera menor que la de las regiones variables que contienen todos los sitios de
union. Por lo tanto, con respecto a los genes de anticuerpos de la presente invenciéon que codifican las cadenas H y
las cadenas L, los polipéptidos codificados por estos genes solo se precisan para mantener la capacidad de unién a
un antigeno deseado y para codificar una porcion de fragmento que contiene los respectivos sitios de unién a
antigeno de la cadena H y la cadena L.

A continuacion se proporciona una explicaciéon mas detallada sobre el caso de un anticuerpo biespecifico de tipo IgG
que tiene dos tipos de regiones constantes de la cadena pesada CH1 (CH1-A y CH1-B) y dos tipos de regiones
constantes de la cadena ligera (CL-A y CL-B); sin embargo, la presente invencion también se puede aplicar de forma
similar a otros anticuerpos.

Cuando se desea obtener un anticuerpo biespecifico que reconozca un epitopo mediante la primera CH1-A y la
primera CL-A, y otro epitopo mediante la segunda CH1-B y la segunda CL-B, tedricamente, cuando se expresa cada
uno de los cuatro tipos de cadenas para producir ese anticuerpo existe la posibilidad de que se puedan producir 10
tipos de moléculas de anticuerpo.

En este caso, las moléculas de anticuerpo deseadas pueden adquirirse de forma preferente si, por ejemplo, se
regula la asociacion de modo que se inhiba la asociaciéon de CH1-A y CL-B y/o entre CH1-B y CL-A.

Un ejemplo es la modificacion de restos de aminoacidos que forman una interfaz entre CH1-A y CL-B para dar lugar
a restos de aminoacidos cargados positivamente y la modificacidon de restos de aminoacidos que forman una interfaz
entre CH1-B y CL-A para dar lugar a restos de aminoacidos cargados negativamente. Como resultado de estas
modificaciones, se inhibe la asociacidon no prevista entre CH1-A y CL-B, dado que los restos de aminoacidos que
forman la interfaz estan ambos cargados positivamente, y la asociacion entre CH1-B y CL-A también se inhibe dado
que los restos de aminoacidos que forman la interfaz estdn ambos cargados negativamente. Por lo tanto, la
asociacion no prevista entre CH1-A y CL-B y la asociacion entre CH1-B y CL-A se inhiben porque los restos de
aminoacidos que forman las interfaces tienen la misma carga de forma reciproca. Como resultado, se pueden
adquirir de forma eficaz los anticuerpos que tienen la asociacion prevista entre CH1-A y CL-A, y la asociacion
prevista entre CH1-B y CL-B. Ademas, la asociacion prevista entre CH1-A y CL-A se facilita dado que los restos de
aminoacidos que forman la interfaz tienen distintos tipos de cargas entre si; y la asociacion prevista entre CH1-B y
CL-B se también se facilita dado que los restos de aminoacidos que forman la interfaz tienen distintos tipos de
cargas entre si. Como consecuencia, pueden obtenerse de forma eficaz los anticuerpos con la asociacion prevista.

Otro ejemplo es la modificacion de los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre CH1-A y CL-B para dar
lugar a restos de aminoacidos cargados positivamente, cuando los restos de aminoacidos que forman la interfaz
entre CL-A y CH1-B son, de forma reciproca, aminoacidos no cargados o no polares. Como resultado de esta
modificacion, la asociacion no prevista entre CH1-A y CL-B se inhibe porque los restos de aminoacidos que forman
la interfaz estan cargados ambos positivamente. Por otro lado, dado que los restos de aminoacidos que forman las
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interfaces son aminoacidos que no se repelen eléctricamente entre si, la asociacién prevista entre CH1-A y CL-A, y
la asociacion prevista entre CH1-B y CL-B se producira mas facilmente que en el caso en que los aminoacidos se
repelen eléctricamente. Como consecuencia, se pueden obtener de forma eficaz los anticuerpos que tienen la
asociacion prevista entre CH1-A y CL-A, y la asociacién prevista entre CH1-B y CL-B. Al mismo tiempo, en este
ejemplo, en el caso en que los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre CL-A y CH1-B son, de forma
reciproca, aminoacidos no cargados o no polares, pueden modificarse para convertirse en aminoacidos no polares o
no cargados de forma reciproca.

En otro ejemplo, cuando los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre CL-B y CH1-B son, de forma
reciproca, aminoacidos no cargados o no polares, uno de los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre
CH1-A y CL-A se modifica para dar lugar a un resto de aminoacido cargado positivamente, y el otro se modifica para
dar lugar a un resto de aminoacido cargado negativamente. Como resultado de esta modificaciéon, aunque la
asociacion prevista entre CH1-A y CL-A se facilita porque los restos de aminoacidos que forman la interfaz son una
combinacién de carga positiva y de carga negativa, la asociacion prevista entre CH1-B y CL-B no se inhibe porque
los restos de aminoacidos que forman la interfaz son aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma
reciproca. Como resultado, se puede obtener de forma eficaz un anticuerpo que tenga una asociacién prevista entre
CH1-A y CL-A, y una asociacion prevista entre CH1-B y CL-B. Mientras tanto, en este ejemplo, cuando los restos de
aminoacidos que forman la interfaz entre CL-B y CH1-B no son aminoacidos no cargados o no polares de forma
reciproca, pueden modificarse para convertirse en aminoacidos no polares o no cargados de forma reciproca.

Ademas, en otro ejemplo, cuando los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre CL-B y CH1-B son
aminoacidos no cargados o no polares en CH1-B, uno de los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre
CH1-A y CL-A se modifica para dar lugar a un resto de aminoacido cargado positivamente mientras que el otro se
modifica para dar lugar a un resto de aminoacido cargado negativamente; y los restos de aminoacidos en CL-B que
forman la interfaz entre CL-B y CH1-B, se modifican para que tengan la misma carga que la modificacién hecha en
CH1-A. Como resultado de esta modificacion, aunque la asociacion prevista entre CH1-A y CL-A se facilita porque
los restos de aminoacidos que forman la interfaz son una combinacién de carga positiva y de carga negativa, la
asociacion prevista entre CH1-B y CL-B no se inhibe porque los restos de aminoacidos que forman la interfaz son
aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma reciproca. Como resultado, se puede obtener de forma
eficaz un anticuerpo que tenga una asociacién prevista entre CH1-A y CL-A, y una asociacion prevista entre CH1-B y
CL-B. Mientras tanto, en este ejemplo, cuando los restos de aminoacidos que forman la interfaz entre CL-B y CH1-B
no son aminoacidos no cargados o no polares en CH1-B, pueden modificarse para convertirse en aminoacidos no
polares o no cargados.

Ademas, el uso de la regulacién de la asociacion en el contexto de la presente invencion hace posible suprimir la
asociacion entre los CHI (CH1-A y CH1-B), o la asociacion entre los CL (CL-A y CL-B).

Los expertos en la materia podrian determinar de forma adecuada los tipos de restos de aminoacidos que se
acercan durante la asociacion en la interfaz de CH1 y CL, en un polipéptido deseado, para el que se desea la
regulacion de la asociacion mediante la presente invencion.

Adicionalmente, los expertos en la materia también pueden adquirir de forma adecuada las secuencias que pueden
usarse como CH1 o CL de un anticuerpo en un organismo tal como un ser humano, mono, ratén, conejo y similares,
mediante el uso de una base de datos publica y demas. De manera mas especifica, la informacion de las secuencias
de aminoacidos de CH1 o CL se puede adquirir por los medios descritos en los Ejemplos que se describen a
continuacién.

Por ejemplo, con respecto a los anticuerpos biespecificos descritos en los Ejemplos a continuacion, los ejemplos
especificos de restos de aminoacidos que se acercan (que se enfrentan o estan en contacto) en la asociacion, en la
interfaz de CH1 y CL, incluyen las combinaciones que se muestran a continuacion:

- lisina (K) en la posiciéon 147 como se indica mediante la numeracion de EU en CH1 (por ejemplo, la posicion 147
en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1) y la treonina (T) enfrentada (en contacto) en la posicién 180
como se indica mediante la numeracién de EU en CL;

- lisina (K) en la posicién 147 como se indica mediante la numeracion de EU en CH1 y la serina (S) enfrentada (en
contacto) en la posicion 131 como se indica mediante la numeracién de EU en CL;

- glutamina (Q) en la posicion 175 como se indica mediante la numeracién de EU en CH1 y la glutamina (Q)
enfrentada (en contacto) en la posicién 160 como se indica mediante la numeraciéon de EU en CL; y,

- lisina (K) en la posicién 213 como se indica mediante la numeracion de EU en CH1 y el acido glutamico (E)
enfrentado (en contacto) en la posicién 123 como se indica mediante la numeracién de EU en CL.

Los numeros descritos en la numeracién de EU en la presente invencion se indican en conformidad con la
numeracion de EU (Sequences of proteins of immunological interest, publicaciéon NIH N.° 91-3242). Las frases "un
resto de aminodcido en la posicion X como se indica mediante la numeracion de EU" y "un aminoacido en la posicion
X como se indica mediante la numeracion de EU" (donde X es un numero arbitrario) también se pueden leer como
"un resto de aminoacido que corresponde a la posicion X como se indica mediante la numeraciéon de EU" y "un
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aminoacido que corresponde a la posicién X como se indica mediante la numeracion de EU "

Como se indica en los Ejemplos descritos a continuaciéon, los anticuerpos deseados se pueden adquirir
preferentemente modificando estos restos de aminoacidos y llevando a cabo los métodos de la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un anticuerpo IgG biespecifico, como se define en las
reivindicaciones, en el que la asociacion de la cadena pesada y de la cadena ligera esta regulada, en donde uno o
dos 0 mas conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de
aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacion en la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo, son restos
de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido contenido en la region constante de la cadena pesada (CHI) en la posiciéon 147 como
se indica mediante la numeracion de EU, y el resto de amino&cido contenido en la region constante de la cadena
ligera (CL) en la posicién 180 como se indica mediante la numeracién de EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracion de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 131 como se indica mediante la numeracién de EU; y

(c) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la numeracién de EU.

Como oftra realizacion, la presente invencién proporciona adicionalmente dicho anticuerpo, en que los restos de
aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos de (d) a continuacién son restos de aminoacidos que se
repelen eléctricamente de forma reciproca:

(d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracion de EU, y el
resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se indica mediante la numeracion de EU.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los "restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma
reciproca" o "restos de aminoacidos que tienen la misma carga" se seleccionan de los restos de aminoacidos
contenidos en, por ejemplo, cualquier conjunto (X) o (Y) a continuacién:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); o
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los ejemplos especificos de restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente de forma reciproca incluyen los siguientes restos de aminoacidos:

- el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posiciéon 175 como se indica mediante la numeraciéon de EU es
lisina (K), y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posicion 180, posicién 131 y posicion 160, como se
indica mediante la numeracion de EU son todos acido glutdmico (E); v,

- los restos de aminoacidos contenidos en CH1 en la posicion 147 y en la posicion 175 como se indica mediante la
numeracion de EU son acido glutamico (E), y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posicién 180,
posicion 131 y posicién 160, como se indica mediante la numeracion de EU son todos lisina (K).

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los ejemplos de restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente incluyen adicionalmente uno en el que el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 213
como se indica mediante la numeracion de EU es &cido glutdmico (E), y el resto de aminoacido contenido en CL en
la posicion 123 como se indica mediante la numeracién de EU es lisina (K).

Ademas, los métodos para producir un anticuerpo mencionado anteriormente y los métodos de la presente invencion
para regular la asociacion a través de la modificacion de los restos de aminoacidos en los conjuntos de restos de
aminoacidos de (a) a (d) mencionados anteriormente para dar lugar a restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente de forma reciproca, son también realizaciones preferentes de la presente invencion.

Adicionalmente, se proporciona un anticuerpo en el que la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta
regulada, en donde uno o dos o mas conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en
los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacion en la asociacion de la cadena pesada
y la cadena ligera del anticuerpo, son restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la numeracién de EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 131 como se indica mediante la numeracién de EU; y

(c) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoécido contenido en CL en la posicién 160 como se indica mediante la numeracién de EU.

Se proporciona adicionalmente dicho anticuerpo en que restos de aminoacidos en el conjunto de restos de
aminoacidos mostrados en (d) a continuacién son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma
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reciproca: (d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se indica mediante la numeracién de EU.

Como se indica en los Ejemplos descritos a continuacién y en la Fig. 1, cada uno de los restos de aminoacidos de
las combinaciones mencionadas anteriormente se aproximan de forma reciproca en la asociacion. Los expertos en
la materia seran capaces de encontrar los sitios correspondientes a los restos de aminoacidos descritos en (a) a (d)
mencionados anteriormente para el CH1 o CL deseado mediante modelado de homologia y demas, utilizando un
programa informatico disponible en el mercado, y de modificar adecuadamente los restos de aminoacidos en esos
sitios.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los "restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma
reciproca" se seleccionan preferentemente de, por ejemplo, cada uno de los dos conjuntos seleccionados del grupo
que consiste en (X) a (Z) mostrados a continuacion, y donde los dos conjuntos se seleccionan de entre las
combinaciones de (X) e (Y), (X)y (2), (Y)Y (2),y (2) y (2):

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D);

(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H);

(Z) alanina (A), asparagina (N), cisteina (C), glutamina (Q), glicina (G), isoleucina (l), leucina (L), metionina (M),
fenilalanina (F), prolina (P), serina (S), treonina (T), triptéfano (W), tirosina (Y) o valina (V).

Un ejemplo implica seleccionar (X) e (Y) del grupo que consiste en (X) a (Z), seleccionar acido glutdmico de (X) y
seleccionar lisina (K) de (Y); y modificar el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 147 como se indica
mediante la numeraciéon de EU a acido glutamico (E), y modificar el resto de aminoacido contenido en CL en la
posicion 180 como se indica mediante la numeracion de EU a lisina (K). En este caso, no hay necesidad de
modificar el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 147 como se indica mediante la numeracion de EU
si el resto de aminoacido es acido glutamico (E) desde antes de la modificacion.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los ejemplos especificos de restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente de forma reciproca incluyen los restos de aminoacidos mostrados a continuacion:

- el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posiciéon 175 como se indica mediante la numeracion de EU es
lisina (K), y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posiciéon 180, posicion 131 y posicion 160, como se
indica mediante la numeracion de EU son todos acido glutamico (E); y

- los restos de aminoacidos contenidos en CH1 en la posicion 147 y en la posicion 175 como se indica mediante la
numeracion de EU son acido glutamico (E), y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posicion 180,
posicion 131 y posicién 160, como se indica mediante la numeracién de EU son todos lisina (K).

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los ejemplos de restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente incluyen adicionalmente uno en el que el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 213
como se indica mediante la numeracion de EU es acido glutamico (E), y el resto de aminoacido contenido en CL en
la posicion 123 como se indica mediante la numeracién de EU es lisina (K).

Ademas, también se proporcionan métodos para producir un anticuerpo mencionado anteriormente y métodos para
regular la asociacion a través de la modificacion de los restos de aminoacidos en los conjuntos de restos de
aminoacidos en (a) a (d) mencionados anteriormente, para dar lugar a restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente de forma reciproca.

Pueden aplicarse adicionalmente al anticuerpo de la presente invencion (véase el documento WO 2006/106905) una
técnica para introducir la repulsién eléctrica en la interfaz de la segunda region constante de la cadena pesada (CH2)
o la tercera region constante de la cadena pesada (CH3) para suprimir la asociacién no deseada entre cadenas
pesadas, una técnica para introducir la repulsion eléctrica en la interfaz de la regién variable de la cadena pesada y
la regién variable de la cadena ligera para suprimir la asociacién no prevista entre la cadena pesada y la cadena
ligera, o una técnica para modificar los restos de aminoacidos que forman un nucleo hidroéfobo presente en la interfaz
de la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera para dar lugar a aminoacidos
polares que tienen una carga eléctrica para suprimir la asociacidon no prevista entre la cadena pesada y la cadena
ligera.

En la técnica que suprime la asociacidén no prevista entre cadenas pesadas mediante la introduccion de la repulsion
eléctrica en la interfaz de CH2 o CH3, los ejemplos de restos de aminoacidos que estan en contacto en la interfaz de
otras regiones constantes de la cadena pesada incluyen a las regiones correspondientes a la posicion 377 (posicion
356) y la posicion 470 (posicion 439), posicion 378 (posicion 357) y posicion 393 (posicion 370) ), y posicion 427
(posicion 399) y posicion 440 (posicion 409) en la region CH3. Para la numeracion de las regiones constantes de
anticuerpos, se puede hacer referencia a la publicacion de Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., 1991, Secuencias de
proteinas de interés inmunolégico, NIH); y para la numeracion de las regiones constantes de la cadena pesada de
anticuerpos, la numeracion de EU se muestra dentro de los paréntesis.
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La técnica para modificar el resto de aminoacido en la posiciéon 435 como se indica mediante la numeracién de EU,
que es un sitio relacionado con la unién entre IgG y la Proteina A, a un aminoacido que tenga una fuerza de unién
distinta hacia la Proteina A, tal como Arg, también se puede usar en el anticuerpo de la presente invencion en
combinacién con las técnicas mencionadas anteriormente. Al utilizar esta técnica, la interaccion entre la cadena H y
la Proteina A se puede cambiar, y utilizando una columna de Proteina A solo se pueden purificar de forma eficaz
anticuerpos heterodiméricos. Esta técnica también se puede utilizar de forma independiente, sin combinar con las
técnicas mencionadas anteriormente.

De manera mas especifica, por ejemplo, en un anticuerpo que contiene dos tipos de regiones CH3 de cadena
pesada, se puede hacer que se repelan eléctricamente de forma reciproca uno a tres conjuntos de restos de
aminoacidos en la regién CH3 de la primera cadena pesada, que se seleccionan de los conjuntos de restos de
aminoacidos de (1) a (3) a continuacién:

(1) los restos de aminoacidos contenidos en la region CH3 de la cadena pesada, en la posiciéon 356 y en la
posicion 439 como se indica mediante la numeracion de EU;

(2) los restos de aminoacidos contenidos en la region CH3 de la cadena pesada, en la posicién 357 y en la
posicion 370 como se indica mediante la numeracién de EU; y

(3) los restos de aminoacidos contenidos en la region CH3 de la cadena pesada, en la posicién 399 y en la
posicién 409 como se indica mediante la numeracion de EU.

Ademas, el anticuerpo puede ser un anticuerpo que tiene un conjunto de restos de aminoéacidos en la region CH3 de
la segunda cadena pesada distinto de la region CH3 de la primera cadena pesada mencionada anteriormente, en
donde el conjunto de restos de aminoacidos se selecciona de los conjuntos de restos de aminoacidos que se
muestran anteriormente en (1) a (3), y en donde los uno a tres conjuntos de restos de aminoacidos que
corresponden a los conjuntos de restos de aminoacidos que se muestran anteriormente en (1) a (3), que se repelen
eléctricamente de forma reciproca en la regién CH3 de la primera cadena pesada, no se repelen eléctricamente de
los restos de aminoacidos correspondientes en la region CH3 de la primera cadena pesada.

Los restos de aminoacidos descritos anteriormente en (1) a (3) se aproximan entre si en la asociacion. Los expertos
en la materia seran capaces de encontrar los sitios correspondientes a los restos de aminoacidos descritos en (1) a
(3) mencionados anteriormente para una regiéon CH3 de la cadena pesada o una region constante de la cadena
pesada deseada mediante modelado de homologia y demas, utilizando un programa informatico disponible en el
mercado, y de modificar adecuadamente los restos de aminoacidos en esos sitios.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, "que se repelen eléctricamente” o "que tiene una misma carga" significa
que, por ejemplo, dos o mas restos de aminoacidos cualesquiera tienen restos de aminoacidos que estan contenidos
en uno de los grupos de (X) e (Y) mencionados anteriormente. Por otro lado, "que no se repelen eléctricamente”
significa que, por ejemplo, el anticuerpo tiene restos de aminoacidos que se seleccionan de cada uno de los dos
conjuntos seleccionados del grupo que consiste en (X) e (Y) mencionados anteriormente y (Z) a continuacion, y
donde los dos conjuntos se seleccionan entre las combinaciones de (X) e (Y), (X) y (Z2), (Y)y (2),y () y (2): (2)
alanina (A), asparagina (N), cisteina (C), glutamina (Q), glicina (G), isoleucina (I), leucina (L), metionina (M),
fenilalanina (F), prolina (P), serina (S), treonina (T), triptéfano (W), tirosina (Y) o valina (V).

En una realizacion preferente del anticuerpo mencionado anteriormente, la regién CH3 de la primera cadena pesada
y la region CH3 de la segunda cadena pesada pueden estar entrecruzadas por enlaces disulfuro.

En la presente invencion, un resto de aminoacido sometido a "modificacion" no se limita a un resto de aminoacido de
la region variable del anticuerpo o la region constante del anticuerpo mencionadas anteriormente. Los expertos en la
materia podrian encontrar restos de aminoacidos que forman una interfaz en una variante polipeptidica o multimero
heteromérico mediante modelado de homologia y similares, utilizando un programa informatico disponible en el
mercado, y modificar los restos de aminoacidos en esos sitios para regular la asociacion. El modelado de homologia
es una técnica para predecir la estructura tridimensional de una proteina utilizando un programa informatico
disponible en el mercado. Al construir la estructura de una proteina con estructura tridimensional desconocida,
primero se busca una proteina que se ha determinado que tiene una estructura tridimensional altamente homadloga
con la proteina. A continuacion, utilizando esta estructura tridimensional como molde, se construye la estructura de
la proteina con estructura desconocida, y la estructura se optimiza adicionalmente mediante métodos de dinamica
molecular y similares, para predecir la estructura tridimensional de la proteina desconocida.

En la técnica para introducir la repulsion eléctrica en la interfaz de la regién variable de la cadena pesada y la region
variable de la cadena ligera para suprimir la asociacién no deseada de la cadena pesada y la cadena ligera, los
ejemplos de restos de aminoacidos que estan en contacto en la interfaz de la regién variable de la cadena pesada
(VH) y la region variable de la cadena ligera (VL) incluyen glutamina (Q) en la posicién 39 como se indica mediante
la numeracion de Kabat en la region variable de la cadena pesada (region FR2) y la glutamina (Q) enfrentada (en
contacto) en la posicion 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat en la regién variable de la cadena
ligera (FR2). Ademas, un ejemplo preferente es leucina (L) en la posicion 45 de acuerdo con la numeracion de Kabat
en la region variable de la cadena pesada (FR2) y la prolina (P) enfrentada en la posicion 44 de acuerdo con la
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numeracion de Kabat en la region variable de la cadena ligera (FR2). Para la numeracién de estos sitios se hizo
referencia a la publicaciéon de Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., 1991, Sequence of Proteins of Immunological Interest,
NIH).

Dado que se sabe que estos restos de aminoacidos estan altamente conservados en humanos y ratones (J. Mol.
Recognit. 2003; 16: 113-120), la asociacion de las regiones variables de anticuerpos se puede regular para la
asociacion VH-VL de anticuerpos distintos de los indicados en los Ejemplos, modificando los restos de aminoacidos
correspondientes a los restos de aminoacidos mencionados anteriormente.

Un ejemplo especifico es un anticuerpo en el que dos o mas restos de aminoacidos que forman la interfaz de la
regiéon variable de la cadena pesada y la regién variable de la cadena ligera son restos de aminoacidos que se
repelen eléctricamente de forma reciproca.

De manera mas especifica, los ejemplos incluyen un anticuerpo con un conjunto o dos conjuntos de restos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) o (b)
a continuacion:

(b) el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena pesada (1) en la posiciéon 39 como se
indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la cadena ligera (2) en la
posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena pesada (3) en la posicion 45 como se
indica mediante la numeracién de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena
ligera (4) en la posicidon 44 como se indica mediante la numeracién de Kabat.

Cada uno de los restos de aminoacidos descritos en (a) o (b) mencionados anteriormente se aproximan de forma
reciproca en la asociacion. Los expertos en la materia seran capaces de encontrar los sitios que corresponden a los
restos de aminoacidos descritos en (a) o (b) mencionados anteriormente en una regién variable de la cadena pesada
0 una region variable de la cadena ligera deseada mediante modelado de homologia y similares, utilizando un
programa informatico disponible en el mercado, y de modificar adecuadamente los restos de aminoacidos en esos
sitios.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, los "restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma
reciproca" se seleccionan preferentemente de los restos de aminoacidos contenidos en, por ejemplo, cualquiera de
los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); o
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

Ademas, ofra realizacién del anticuerpo de la presente invencion es, por ejemplo, un anticuerpo en el que dos o mas
restos de aminoacidos que forman la interfaz de la regién variable de la cadena pesada y la region variable de la
cadena ligera son restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente entre si. Especificamente, un ejemplo de
tal anticuerpo es uno que tiene un conjunto o dos conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) y (b) anteriormente mencionados.

Los restos de aminoacidos respectivos descritos en (a) o (b) mencionados anteriormente estan cercanos entre si en
la asociacion. Los expertos en la materia seran capaces de encontrar los sitios que corresponden a los restos de
aminoacidos descritos en (a) o (b) mencionados anteriormente para una regién variable de la cadena pesada o una
region variable de la cadena ligera deseada mediante modelado de homologia y similares, utilizando un programa
informatico disponible en el mercado, y de someter a modificacion de forma adecuada los restos de aminoacidos en
esos sitios.

En el anticuerpo mencionado anteriormente, "restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente de forma
reciproca" se refiere a, por ejemplo, restos de aminoacidos seleccionados de cada uno de los dos conjuntos
seleccionados del grupo que consiste en (X) a (Z) mencionados anteriormente, y donde los dos conjuntos se
seleccionan de entre las combinaciones de (X) e (Y), (X) y (2), (Y)Y (2),y (2) y (2).

En general, los restos de aminoacidos descritos en (a) o (b) mencionados anteriormente, en seres humanos y
ratones son:

(1) glutamina (Q),

(2) glutamina (Q),

(3) leucina (L) y

(4) prolina (P).

Por lo tanto, en una realizacion preferente de la presente invencién, estos restos de aminoacidos se someten a
modificacidn (tal como la sustitucién por aminoacidos que tienen una carga eléctrica). Adicionalmente, los tipos de
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restos de aminoacidos de los (a) o (b) anteriormente mencionados no se limitan necesariamente a los restos de
aminoacidos mencionados anteriormente, sino que también pueden ser otros aminoacidos equivalentes a estos
aminodcidos. Por ejemplo, el aminoacido en la posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat, en la
regién variable de la cadena ligera, puede ser, por ejemplo, histidina (H) en el caso de los seres humanos.

En la técnica para modificar restos de aminoacidos que forman un nucleo hidréfobo presente en la interfaz de la
region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera para dar lugar a aminoacidos polares
que tienen una carga eléctrica, para suprimir la asociacion no prevista entre la cadena pesada y la cadena ligera, os
ejemplos preferentes de restos de aminoacidos que pueden formar un nucleo hidréfobo en la interfaz de la regién
variable de la cadena pesada (VH) y la region variable de la cadena ligera (VL) incluyen leucina (L) en la posicion 45,
como se indica mediante la numeracion de Kabat en la region variable de la cadena pesada (FR2) y la prolina (P)
enfrentada en la posicién 44 como se indica mediante la numeraciéon de Kabat en la region variable de la cadena
ligera (FR2). Para la numeracion de estos sitios, se us6 como referencia Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., 1991,
Sequence of Proteins of Immunological Interest, NIH).

En general, la expresion "nucleo hidréfobo" se refiere a una parte que esta formada por un ensamblaje de cadenas
laterales de aminoacidos hidréfobos en el interior de los polipéptidos asociados. Los ejemplos de aminoacidos
hidréfobos incluyen alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano y valina. Adicionalmente,
pueden estar implicados en la formacién de un nucleo hidréfobo restos de aminoacidos que no sean de aminoacidos
hidroéfobos (por ejemplo, tirosina). Este nucleo hidréfobo, junto con una superficie hidréfila, en la que las cadenas
laterales de aminoacidos hidrofilos estan expuestas al exterior, se convierte en una fuerza impulsora para propiciar la
asociacion de polipéptidos solubles en agua. Cuando los aminoéacidos hidréfobos de dos dominios distintos estan
presentes en una superficie molecular y se exponen a moléculas de agua, la entropia aumenta y la energia libre
aumenta. Por consiguiente, los dos dominios se asociaran entre si para disminuir la energia libre y volverse estables,
y los aminoacidos hidréfobos en la interfaz se ocultaran en el interior de la molécula para formar un nucleo hidréfobo.

Se piensa que cuando se produce la asociacién de polipéptidos, la formacién de un nucleo hidréfobo se inhibe al
modificar los aminoacidos hidréfobos que forman el nucleo hidréfobo a aminoacidos polares que tienen una carga
eléctrica; y por consiguiente, se cree que la asociacion de polipéptidos esta inhibida.

Los expertos en la materia podrian reconocer la presencia o ausencia de un nucleo hidréfobo, el sitio de formacion
(region) y similares mediante el analisis de las secuencias de aminoacidos para un polipéptido deseado. En
concreto, el anticuerpo de la presente invenciéon es un anticuerpo caracterizado porque los restos de aminoacidos
capaces de formar un nucleo hidréfobo en una interfaz se modifican a restos de aminoacidos que tienen una carga
eléctrica. De manera mas especifica, los ejemplos incluyen un anticuerpo en el que los restos de aminoacidos
mostrados en (1) o (2) a continuacidon son restos de aminoacidos que tienen una carga eléctrica. Las cadenas
laterales de los restos de aminoacidos mostrados en (1) y (2) a continuacién son adyacentes entre si, y pueden
formar un nucleo hidréfobo:

(1) el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena pesada, en la posicion 45 como se indica
mediante la numeracion de Kabat; y

(2) el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena ligera, en la posicion 44 como se indica
mediante la numeracion de Kabat.

Los ejemplos preferentes de restos de aminoacidos que tienen una carga eléctrica en el anticuerpo mencionado
anteriormente incluyen acido glutdmico (E), acido aspartico (D), lisina (K), arginina (R) e histidina (H). Los ejemplos
mas preferentes incluyen acido glutamico (E) y lisina (K).

En general, los restos de aminoacidos descritos en (1) y (2) mencionados anteriormente, en seres humanos y
ratones son, respectivamente:

(1) leucina (L) y
(2) prolina (P).

Por lo tanto, en una realizacion preferente de la presente invencién, estos restos de aminoacidos se someten a
modificacién (tal como la sustitucién por aminoacidos que tienen una carga eléctrica). Adicionalmente, los tipos de
restos de aminoacidos de (1) y (2) anteriormente mencionados no se limitan necesariamente a los restos de
aminoacidos mencionados anteriormente, sino que también pueden ser otros aminodacidos equivalentes a estos
restos de aminoacidos.

Se pueden aplicar otras técnicas conocidas a los anticuerpos de la presente invencion. Por ejemplo, para favorecer
la asociacion del primer VH (VH1) y el primer VL (VL1) y/o el segundo VH (VH2) y el segundo VL (VL2), una cadena
lateral de aminoacido presente en la region variable de una de las cadenas H pueden sustituirse por una cadena
lateral mas grande (botdn), y una cadena lateral de aminoacido presente en la region variable opuesta de la otra
cadena H puede sustituirse por una cadena lateral mas pequefia (ojal), de modo que el "botén" pueda colocarse en
el orificio, y se favorezca la asociacién de VH1 y VL1 y/o VH2 y VL2; y por consiguiente, la asociacion de VH1 y VL2
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y/o VH2 y VL1 se puede suprimir aun mas (documento WO 1996/027011; Ridgway, J.B., et al., Protein Engineering
(1996) 9, 617-621; Merchant, A.M., et al., Nature Biotechnology (1998) 16, 677-681).

Por ejemplo, en el caso de la IgG1 humana, para hacer una cadena lateral de aminoéacido en la region CH3 de una
cadena H una cadena lateral mas grande ("botdn"), se hacen las modificaciones Y349C y T366W, y para hacer una
cadena lateral de aminoacido en la region CH3 de la otra cadena H una cadena lateral mas pequefa, las
modificaciones D356C, T336S, L368A e Y407V.

Se pueden aplicar aun otras técnicas conocidas a los anticuerpos de la presente invencion. Un anticuerpo que se
tenga como objetivo puede prepararse de forma eficaz por asociaciéon complementaria de CH3 utilizando el dominio
CH3 disefiado técnicamente de intercambio de cadenas, en que una porcién de un CH3 de una cadena H de un
anticuerpo se cambia a una secuencia procedente de IgA correspondiente a esa porcion, y una porcion
complementaria de CH3 de la otra cadena H se introduce con una secuencia procedente de IgA correspondiente a
esa porcion (Protein Engineering Design & Selection, 23: 195-202, 2010).

Se pueden aplicar aun otras técnicas conocidas a los anticuerpos de la presente invencion. Al producir anticuerpos
biespecificos, un anticuerpo biespecifico que se tiene como objetivo puede prepararse, por ejemplo, impartiendo una
diferencia en el punto isoeléctrico realizando distintas modificaciones de aminoacidos en cada una de las regiones
variables de los dos tipos de cadenas H, y utilizando esa diferencia en el punto isoeléctrico para la purificacion
mediante cromatografia de intercambio i6nico (documento WO 2007/114325).

Las modificaciones en contexto con la presente invencién se pueden usar en anticuerpos tales como el que se
muestra a continuacion, por ejemplo, un anticuerpo que tiene una estructura en la cual, para favorecer la asociacion
de un primer VH (VH1) y un primer VL (VL1) y/o un segundo VH (VH2) y un segundo VL (VL2), VH1 se une a una
region Fc a través de un primer CH1 y VL1 se une a un primer CL, y VH2 se une a otra region Fc a través de un
segundo CL y VL2 se une a un segundo CH1 (documento WO 09/80254).

Para el anticuerpo de la presente invencion se puede usar en combinacién una pluralidad, por ejemplo dos o mas,
de las técnicas conocidas mencionadas anteriormente. Adicionalmente, el anticuerpo de la presente invencién puede
prepararse basandose en un anticuerpo al que se le han realizado las modificaciones de las técnicas conocidas
mencionadas anteriormente.

Los métodos de la presente invencion para regular la asociaciéon mencionados a continuacién permiten, por ejemplo,
la produccion eficaz de anticuerpos o polipéptidos que son activos. Los ejemplos de tales actividades incluyen la
actividad de unién, la actividad neutralizante, la actividad citotoxica, la actividad agonista, la actividad antagonista y
la actividad enzimatica, y similares. La actividad agonista es una actividad que induce algun tipo de cambios en la
actividad fisiolégica a través de la unién de un anticuerpo a un antigeno, tal como un receptor, lo que provoca la
transduccion de sefiales, o similar, en las células. Los ejemplos de actividad fisiolégica incluyen la actividad de
crecimiento, la actividad de supervivencia, la actividad de diferenciacion, la actividad transcripcional, la actividad de
transporte de membrana, la actividad de unidn, la actividad proteolitica, la actividad de fosforilacién/desfosforilacion,
la actividad redox, la actividad de transferencia, la actividad nucleolitica, la actividad de deshidratacion, la actividad
inductora de muerte celular y la actividad inductora de apoptosis, y demas, pero no se limita a las mismas.

Los anticuerpos o polipéptidos que reconocen los antigenos deseados o se unen a los receptores deseados pueden
producirse de manera eficaz mediante los métodos de la presente invencion.

Los antigenos en el contexto de la presente invencion no estan particularmente limitados, y puede usarse cualquier
tipo de antigeno. Los ejemplos de antigenos incluyen receptores o sus fragmentos, de antigenos de cancer,
antigenos de MHC y antigenos de diferenciacion, y similares, pero no se limitan particularmente a los mismos.

Los ejemplos de los receptores en el contexto de la presente invencion incluyen receptores que pertenecen a la
familia de receptores del factor hematopoyético, la familia de receptores de citocinas, la familia de receptores de tipo
tirosina quinasas, la familia de receptores de tipo serina/treonina quinasas, la familia de receptores de TNF, la familia
del receptor acoplado a proteina G, la familia de receptor anclado a GPI, la familia de receptores de tipo tirosina
fosfatasa, la familia de factores de adhesion, la familia de receptores de hormonas, y demas. Los informes sobre los
receptores que pertenecen a estas familias de receptores y sus caracteristicas se pueden encontrar en diversas
fuentes documentales, por ejemplo, en Cooke BA., King RJB., van der Molen HJ. ed. New Comprehensive
Biochemistry Vol. 18B "Hormones and their Actions Part II" pag. 1-46 (1988) Elsevier Science Publishers BV., Nueva
York, EE.UU; Patthy L. (1990) Cell, 61: 13-14; Ullrich A., et al. (1990) Cell, 61: 203-212; Massagul J. (1992) Cell, 69:
1067-1070; Miyajima A., et al. (1992) Annu. Rev. Immunol., 10: 295-331; Taga T. y Kishimoto T. (1992) FASEB J., 7:
3387-3396; Fantl WI., et al. (1993) Annu. Rev. Biochem., 62: 453-481; Smith CA., et al. (1994) Cell, 76: 959-962;
Flower DR. (1999) Biochim. Biophys. Acta, 1422: 207-234; Miyasaka M. ed. Cell Technology, Serie de manuales
"Handbook for adhesion factors" (1994) Shujunsha, Tokio, Japdn; y demas. Los ejemplos de receptores especificos
que pertenecen a las familias de receptores mencionadas anteriormente incluyen el receptor de eritropoyetina (EPO)
humano o de ratén, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humano o de ratén, el receptor de
trombopoyetina (TPO) humano o de ratén, el receptor de insulina humano o de ratén, el receptor del ligando Flt-3
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humano o de raton, el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) humano o de ratén, el
receptor del interferén (IFN)-a o - humano o de ratén, el receptor de leptina humano o de ratén, el receptor de
hormona de crecimiento (GH) humano o de ratén, el receptor de interleucina (IL)-10) humano o de ratén, el receptor
del factor de crecimiento de crecimiento insulinico (IGF)-I humano o de ratén, el receptor del factor inhibidor de la
leucemia (LIF) humano o de ratén y el receptor del factor neurotréfico ciliar (CNTF) humano o de ratéon (hEPOR:
Simon, S. et al. (1990) Blood 76, 31-35; mEPOR: D’Andrea, AD. et al. (1989) Cell 57, 277-285; hG-CSFR: Fukunaga,
R. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87, 8702-8706; mG-CSFR: Fukunaga, R. et al. (1990) Cell 61, 341-350;
hTPOR: Vigon, I. et al. (1992) 89, 5640-5644.; mTPOR: Skoda, RC. et al. (1993) 12, 2645-2653; hinsR: Ullrich, A. et
al. (1985) Nature 313, 756-761; hFlt-3: Small, D. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91, 459-463; hPDGFR:
Gronwald, RGK. et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 3435-3439; hIFN a/f R: Uze, G. et al. (1990) Cell 60,
225-234; y Novick, D. et al. (1994) Cell 77, 391-400).

Los antigenos de cancer son antigenos que se expresan después de la transformacién maligna de una célula y
también se denominan antigenos especificos de tumor. Ademas, las cadenas de azucar anémalas que aparecen en
la superficie celular o en una molécula proteica, cuando la célula se ha vuelto cancerosa, también son antigenos de
cancer, y también se denominan antigenos de cadenas de azucares de cancer. Los ejemplos de antigenos de
cancer incluyen EpCAM, que se expresa en multiples canceres, incluido el cancer de pulmén Natl. Acad. Sci. USA
(1989) 86 (1), 27-31) (la secuencia polinuclectidica de la misma se indica como numero de referencia RefSeq
NM_002354.2 (SEQ ID NO: 78) y la secuencia polipeptidica de la misma se indica como N.° de referencia RefSeq
NP_002345.2 (SEQ ID NO: 79)), CA19-9, CA15-3, sialil SSEA-1 (SLX), etc.

Los antigenos de MHC se pueden clasificar en linea generales como antigenos MHC de clase | y antigenos MHC de
clase Il: los antigenos MHC de clase | incluyen HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G y -H; y los antigenos MHC de clase I
incluyen HLA-DR, -DQ y -DP.

Los antigenos de diferenciacién incluyen CD1, CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD8, CD10, CD11a, CD11b,
CD11c, CD13, CD14, CD15s, CD16, CD18, CD19, CD20, CD21, CD23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD32, CD33,
CD34, CD35, CD38, CD40, CD41a, CD41b, CD42a, CD42b, CD43, CD44, CD45, CD45R0O, CD48, CD49a, CD49b,
CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD51, CD54, CD55, CD56, CD57, CD58, CD61, CD62E, CD62L, CD62P, CD64,
CD69, CD71, CD73, CD95, CD102, CD106, CD122, CD126 y CDw130.

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo biespecifico; y en ese caso, dos antigenos (o epitopos)
reconocidos por ese anticuerpo pueden seleccionarse arbitrariamente de los receptores mencionados anteriormente
o de fragmentos de los mismos, de antigenos de cancer, antigenos MHC, antigenos de diferenciacion y similares.
Por ejemplo, dos antigenos pueden seleccionarse de receptores o fragmentos de los mismos, dos pueden
seleccionarse de antigenos de cancer, dos pueden seleccionarse de antigenos de MHC, o dos pueden
seleccionarse de antigenos de diferenciacion. Ademas, cada antigeno puede seleccionarse entre dos antigenos
seleccionados arbitrariamente, por ejemplo, de receptores o fragmentos de los mismos, de antigenos de cancer,
antigenos de MHC y antigenos de diferenciacion.

Ademas, la presente invencion proporciona un método como se define en las reivindicaciones para producir un
anticuerpo en el que la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada.

Una realizacién preferente del método de produccién de la presente invencién es un método para producir un
anticuerpo en el que la asociacion de la cadena pesada y de la cadena ligera esta regulada, como se define en las
reivindicaciones, que comprende:

(1) la modificacion de los acidos nucleicos que codifican CH1 y CL de modo que un conjunto o dos o mas
conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de
aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacién se vuelvan restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente entre si:

(a) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 147 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la numeracion de
EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la numeracion de
EU;y

(c) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la numeracion de
EU,

(2) la introduccién de los acidos nucleicos modificados en células hospedadoras y el cultivo de modo que las

células hospedadoras expresen los acidos nucleicos, y
(3) la recogida de un anticuerpo de un cultivo celular de las células hospedadoras.
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Otra realizacion del método de produccién de la presente invencion incluye un método de producciéon de un
anticuerpo, en donde la etapa (1) del método de produccién mencionado anteriormente comprende adicionalmente
la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos del conjunto de restos de
aminoacidos mostrados en (d) a continuacién se vuelvan restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente entre
si:

(d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracion de EU, y el
resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se indica mediante la numeracion de EU.

Ademas, la presente invencion se refiere a un método de produccién que comprende, en la etapa (1) mencionada
anteriormente, la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente entre si se seleccionen entre los restos de aminoacidos contenidos en cualquiera de los grupos de
los mencionados anteriormente (X) e (Y).

Ademas, la presente invencién se refiere a un método de produccidon que comprende en la etapa (1) mencionada
anteriormente, la modificacion de los acidos nucleicos de modo que dos o mas restos de aminoacidos que forman la
interfaz de la regién variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera sean restos de
aminoacidos que se repelen eléctricamente entre si. Preferentemente, los restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente entre si son cualquier conjunto de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en,
por ejemplo, los conjuntos de restos de aminoacidos que se muestran en (a) y (b) a continuacion:

(a) el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena pesada en la posiciéon 39 como se indica
mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena ligera en
la posicion 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena pesada en la posicidon 45 como se indica
mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la regidn variable de la cadena ligera en
la posicion 44 como se indica mediante la numeracién de Kabat.

Los restos de aminoacidos mencionados anteriormente que se repelen eléctricamente entre si se seleccionan
preferentemente de los restos de aminoacidos contenidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) mencionados
anteriormente.

Se proporciona otro método de produccion, que incluye un método de produccion de un anticuerpo en el que la
asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada, que comprende:

(1) la modificaciéon de los acidos nucleicos que codifican CH1 y CL de modo que un conjunto o dos o mas
conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de
aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacién se vuelvan restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente entre si:

(a) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la numeracion de
EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 147 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la numeracion de
EU;y

(c) el resto de aminoéacido contenido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la numeracion de
EU,

(2) la introduccién de los acidos nucleicos modificados en células hospedadoras y el cultivo de modo que las
células hospedadoras expresen los acidos nucleicos, y
(3) la recogida de un anticuerpo de un cultivo de las células hospedadoras.

Otro método de produccidon comprende adicionalmente, en la etapa (1) del método de produccién mencionado
anteriormente, la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos del conjunto de restos
de aminoacidos mostrados en (d) a continuacidn se vuelvan restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente
entre si:

(d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracién de EU, y el
resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se indica mediante la numeracion de EU.

Ademas, se proporciona un método de produccion que comprende, en la etapa (1) mencionada anteriormente, la
modificacién de los acidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente entre
si sean restos de aminoacidos seleccionados de cada uno de los dos conjuntos seleccionados del grupo que
consiste en los (X) a (Z) mencionados anteriormente, y donde los dos conjuntos se seleccionan entre las
combinaciones de (X) e (Y), (X)y (Z2), (Y)y (2),y (Z2)y (2).

Ademas, los ejemplos especificos de los restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente entre si en la
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etapa (1) mencionada anteriormente incluyen los siguientes restos de aminoacidos:

- el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracién de EU, que
es lisina (K); y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posicion 180, posicion 131 y posicién 160, como
se indica mediante la numeracién de EU, que son todos &cido glutamico (E); y

- los restos de aminoacidos contenidos en CH1 en la posicion 147 y en la posicion 175 como se indica mediante la
numeracion de EU, que son acido glutamico (E), y los restos de aminoacidos contenidos en CL en la posicion
180, posicidn 131 y posicion 160, como se indica mediante la numeracion de EU, que son todos lisina (K).

Ademas, en otro ejemplo, el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la
numeracion de EU es acido glutamico (E), y el resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se
indica mediante la numeracion de EU es lisina (K).

Ademas, se proporciona un método de produccion, que comprende en la etapa (1) mencionada anteriormente, la
modificacion de los acidos nucleicos de modo que dos o mas restos de aminoacidos que forman la interfaz de la
region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera sean restos de aminoacidos que no se
repelen eléctricamente entre si. Preferentemente, los restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente entre
si son, por ejemplo, restos de aminoacidos de cualquier conjunto seleccionado del grupo que consiste en los
conjuntos de restos de aminoacidos indicados en (a) y (b) a continuacion:

(a) el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena pesada en la posiciéon 39 como se indica
mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena ligera en
la posicion 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; y

(b) el resto de aminoacido contenido en la region variable de la cadena pesada en la posicidon 45 como se indica
mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido contenido en la regién variable de la cadena ligera en
la posicion 44 como se indica mediante la numeracién de Kabat.

Los restos de aminoacidos mencionados anteriormente que no se repelen eléctricamente entre si son
preferentemente restos de aminoacidos seleccionados de cada uno de los dos conjuntos seleccionados del grupo
que consiste en los mencionados anteriormente (X) a (Z), y donde los dos conjuntos se seleccionan entre las
combinaciones de (X) e (Y), (X)y (Z2), (Y)y (2),y (Z2)y (2).

Ademas, la presente invencion proporciona un método para regular la asociacion de las cadenas pesadas y las
cadenas ligeras de un anticuerpo como se define en las reivindicaciones.

Un método para regular la asociacién de la presente invencién es un método para regular la asociacién de las
cadenas pesadas Yy las cadenas ligeras de un anticuerpo como se define en las reivindicaciones, que comprende la
modificacién de los acidos nucleicos de modo que un conjunto o dos 0 mas conjuntos de restos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a
continuacioén se vuelvan restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente entre si:

(a) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicidon 147 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posiciéon 180 como se indica mediante la numeracién de EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoécido contenido en CL en la posicién 131 como se indica mediante la numeracién de EU; y

(c) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoécido contenido en CL en la posicién 160 como se indica mediante la numeracién de EU.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona dicho método para regular la asociacién en un anticuerpo, que
comprende adicionalmente la modificacién de los acidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos del
conjunto de restos de aminoacidos mostrados en (d) a continuacién sean restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente entre si:

(d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicidon 213 como se indica mediante la numeracion de EU, y el
resto de aminoécido contenido en CL en la posicion 123 como se indica mediante la numeracion de EU.

Adicionalmente, se proporciona un método para regular la asociacion de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras
de un anticuerpo, que comprende la modificacion de los acidos nucleicos de modo que un conjunto o dos 0 mas
conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de
aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacién se vuelvan restos de aminoacidos que no se repelen
eléctricamente entre si:

(a) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de EU, y
el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la numeracién de EU;

(b) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicidon 147 como se indica mediante la numeracion de EU, y
el resto de aminoéacido contenido en CL en la posicién 131 como se indica mediante la numeracién de EU; y

(c) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicion 175 como se indica mediante la numeracién de EU, y
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el resto de aminoacido contenido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la numeracién de EU.

Adicionalmente se proporciona dicho método para regular la asociacion en un anticuerpo, que comprende
adicionalmente la modificacion de los &cidos nucleicos de modo que los restos de aminoacidos del conjunto de
restos de aminoacidos indicados en (d) a continuacion sean restos de aminoacidos que no se repelen eléctricamente
entre si:

(d) el resto de aminoacido contenido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracion de EU, y el
resto de aminoacido contenido en CL en la posicién 123 como se indica mediante la numeracion de EU.

De acuerdo con el método para regular la asociacion de la presente invencion, un anticuerpo biespecifico deseado
puede obtenerse preferentemente y de forma eficaz como se describid previamente. En concreto, puede formarse de
forma eficaz un multimero heteromérico deseado en forma de un anticuerpo biespecifico a partir de una mezcla de
mondmeros.

La frase "modificar acidos nucleicos" se refiere a la modificacion de los acidos nucleicos para que se correspondan
con los restos de aminoacidos introducidos por las "modificaciones" en el contexto de la presente invencion. De
manera mas especifica, se refiere a la modificacion de los acidos nucleicos que codifican los restos de aminoacidos
originales (premodificados) a los acidos nucleicos que codifican los restos de aminoacidos que deben introducirse
mediante la modificaciéon. Habitualmente, significa realizar manipulaciones genéticas o tratamientos de mutacion que
darian como resultado al menos una insercién, delecion o sustitucion de nucleétido en el acido nucleico original, de
modo que se formen los codones que codifican los restos de aminoacidos de interés. De manera mas especifica, los
codones que codifican los restos de aminoacidos originales se sustituyen por codones que codifican los restos de
aminoacidos que se van a introducir mediante la modificacion. Los expertos en la materia pueden realizar de forma
adecuada dicha modificacion de acidos nucleicos usando técnicas conocidas, tales como mutagénesis dirigida y
mutagénesis por PCR.

Ademas, la presente invencién proporciona acidos nucleicos que codifican un anticuerpo de la presente invencion
como se define en las reivindicaciones. Ademas, también se incluyen en la presente invencion vectores que portan
los acidos nucleicos.

Habitualmente, los acidos nucleicos de la presente invencidn son transportados por (estan insertados en) vectores
adecuados y luego se introducen en las células hospedadoras. Estos vectores no estan particularmente limitados
siempre y cuando el acido nucleico insertado se mantenga de forma estable. Por ejemplo, cuando se utiliza E. coli
como hospedador, el vector de clonaciéon es preferentemente un vector pBluescript (Stratagene) y similar, pero se
pueden usar diversos vectores disponibles en el mercado. Los vectores de expresion son particularmente utiles
como vectores para producir los anticuerpos de la presente invencién. Los vectores de expresion no estan
particularmente limitados siempre y cuando puedan expresar polipéptidos en tubos de ensayo, en E. coli, en células
cultivadas o en organismos individuales. Por ejemplo, los vectores preferentes incluyen el vector pBEST (Promega)
para la expresion en tubos de ensayo, el vector pET (Invitrogen) para E. coli, el vector pME18S-FL3 (N.° de
referencia de GenBank AB009864) para células cultivadas y el vector pME18S (Mol. Cell Biol. 8:466-472 (1998))
para organismos individuales. La insercion de un ADN de la presente invenciéon en vectores se puede realizar
usando, por ejemplo, el kit In-Fusion Advantage PCR Cloning (Clontech).

Adicionalmente, la presente invencion proporciona células hospedadoras que portan los acidos nucleicos descritos
anteriormente como se define en las reivindicaciones. Las células hospedadoras no estan particularmente limitadas,
y pueden utilizarse diversas células hospedadoras tales como E. coli y diversas células animales de acuerdo con el
fin que se tenga. Las células hospedadoras pueden utilizarse, por ejemplo, como un sistema de produccién para
producir y expresar los anticuerpos o los polipéptidos de la presente invencion o divulgacion, respectivamente. Estan
disponibles para los sistemas de produccién de polipéptidos sistemas de produccion in vitro y en vivo. Son ejemplos
de sistemas de produccién in vitro los sistemas de produccion que utilizan células eucaridticas o células
procarioticas.

Las células eucaridticas que se pueden usar como células hospedadoras incluyen, por ejemplo, células animales,
células vegetales y células fungicas. Las células animales incluyen: células de mamifero, por ejemplo, CHO (J. Exp.
Med. (1995) 108:945), COS, 3T3, de mieloma, BHK (rifidn de hamster bebé), HeLa, C127, HEK293, células de
melanoma de Bowes y Vero; células de anfibio tales como ovocitos de Xenopus laevis (Valle, et al. (1981) Nature
291:338-340); y células de insectos (por ejemplo, Drosophila S2, Sf9, Sf21 y Tn5). En la expresion de los
anticuerpos de la presente invencion, se pueden usar de manera adecuada células CHO-DG44, CHO-DX11B, COS7
y células BHK. Entre las células animales, las células CHO son particularmente preferentes para la expresion a gran
escala.

Los vectores pueden introducirse en una célula hospedadora por métodos conocidos, por ejemplo, por métodos con
fosfato de calcio, los métodos DEAE-dextrano, los métodos que utilizan liposomas catiénicos DOTAP (Boehringer-
Mannheim), los métodos de electroporacion (Current protocols in Molecular Biology edit. Ausubel et al. (1987)
Publish. John Wiley & Sons, Seccion 9.1-9.9), lipofeccion, los métodos por lipofectamina (GIBCO-BRL) o los
métodos por microinyeccion. Ademas, la introduccién de genes para la expresion de polipéptidos también se puede
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llevar a cabo utilizando el sistema de expresién Free Style 293 (Invitrogen).

Las células vegetales incluyen, por ejemplo, células obtenidas de Nicotiana tabacum, conocidas como sistema de
produccién de proteinas. Para producir los anticuerpos de la presente invencion, a partir de estas células pueden
cultivarse callos.

Los sistemas de expresion de proteinas conocidos son los que utilizan células fungicas, incluidas las células de
levadura, por ejemplo, células del género Saccharomyces tales como Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
pombe; y células de hongos filamentosos, por ejemplo, células del género Aspergilo tales como Aspergillus niger.
Estas células pueden usarse como hospedador para producir los anticuerpos de la presente invencion.

Las células bacterianas se pueden utilizar en los sistemas de produccion que utilizan células procarioticas. Los
ejemplos de células bacterianas incluyen Streptococcus, Staphylococcus, en E. coli, Steptomyces, Bacillus subtilis
asi como la E. coli descrita anteriormente. Dichas células pueden usarse para producir los anticuerpos de la
presente invencion.

Cuando se produce un anticuerpo utilizando una célula hospedadora de la presente invencion, el polinucleétido que
codifica un anticuerpo de la presente invencidon puede expresarse cultivando las células hospedadoras
transformadas con el vector de expresidon que contiene el polinucleétido. El cultivo se puede realizar utilizando
métodos conocidos. Por ejemplo, cuando se utilizan células animales como hospedador, se puede usar como medio
de cultivo DMEM, MEM, RPMI 1640 o IMDM, y se puede usar con complementos de suero tales como SFB o suero
fetal de ternera (SFT). Cultivos sin suero también son aceptables. Durante el curso del cultivo el pH preferente es de
aproximadamente 6 a 8. El cultivo se lleva a cabo, normalmente, a aproximadamente 30 °C a 40 °C durante
aproximadamente 15 a 200 horas. El medio se intercambia, se airea o agita, segin sea necesario.

Por otro lado, pueden usarse como sistemas para producir polipéptidos in vivo sistemas de produccién que utilizan
animales o plantas. Se introduce un polinucleétido de interés en un animal o planta y el polipéptido se produce en el
cuerpo del animal o planta, y después se recoge. El "hospedador" de la presente invencion incluye tales animales y
plantas.

Para secretar los polipéptidos expresados en las células hospedadoras en la luz del reticulo endoplasmico, el
espacio periplasmico o el entorno extracelular, se pueden incorporar sefiales de secrecion adecuadas en los
polipéptidos de interés. Estas sefiales pueden ser intrinsecas o exdgenas para los polipéptidos de interés.

Cuando los anticuerpos de la presente invencion se secretan en el medio de cultivo, los polipéptidos producidos por
el método mencionado anteriormente pueden recogerse recolectando los medios. Cuando los anticuerpos de la
presente invencién se producen dentro de las células, en primer lugar, las células se lisan y después se recogen
estos polipéptidos.

Los animales que se utilizaran para el sistema de produccién incluyen mamiferos e insectos. Se pueden usar
mamiferos tales como cabras, cerdos, ovejas, ratones y ganado bovino (Vicki Glaser, SPECTRUM Biotechnology
Applications (1993)). Como alternativa, los mamiferos pueden ser animales transgénicos.

Por ejemplo, un polinucleétido que codifica un anticuerpo de la presente invencién puede prepararse como un gen
de fusion con un gen que codifica un polipéptido producido especificamente en la leche, tal como la B-caseina de
cabra. Los fragmentos de polinucleétido que contienen el gen de fusion se inyectan en embriones de cabra, que
luego se introducen de nuevo en cabras hembra. El anticuerpo deseado se puede obtener de la leche producida por
las cabras transgénicas, las cuales nacen de las cabras que recibieron los embriones, o de su descendencia. Se
pueden administrar las hormonas apropiadas a las cabras transgénicas para aumentar el volumen de leche que
contiene el anticuerpo producido por las mismas (Ebert et al., Bio/Technology 12: 699-702 (1994)).

Para producir los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse también insectos tales como gusano de seda.
Se pueden usar para infectar a los gusanos de seda baculovirus que llevan un polinucledtido que codifica un
anticuerpo de interés, y el anticuerpo de interés se puede obtener a partir de sus liquidos corporales (Susumu et al.,
Nature 315: 592-594 (1985)).

Las plantas usadas para producir los anticuerpos de la presente invencidn incluyen, por ejemplo, la del tabaco.
Cuando se usa la planta del tabaco, el polinucleétido que codifica el anticuerpo de interés se inserta en un vector de
expresion vegetal, por ejemplo, pMON 530, y después se introduce el vector en una bacteria, tal como
Agrobacterium tumefaciens. Después, las bacterias se utilizan para infectar una planta del tabaco tal como Nicotiana
tabacum, y los anticuerpos deseados se pueden recuperar de las hojas de tabaco (Ma et al., Eur. J. Immunol. 24:
131-138 (1994)).

El anticuerpo resultante puede aislarse desde el interior o el exterior (tal como del medio y la leche) de las células

hospedadoras, y purificarse como un anticuerpo sustancialmente puro y homogéneo. Los métodos no se limitan a
ningun método especifico y se puede usar cualquier método convencional de aislamiento y purificacion de
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anticuerpos. Los anticuerpos pueden aislarse y purificarse, seleccionando y combinando apropiadamente, por
ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccién con acido, columnas cromatograficas, filtracion,
ultrafiltracién, desestabilizacion salina, precipitacién con disolvente, extraccién con disolvente, destilacion,
inmunoprecipitacién, electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, isoelectroenfoque, dialisis, recristalizacion, y
otros.

Las cromatografias incluyen, por ejemplo, cromatografias de afinidad, cromatografias de intercambio ionico tales
como cromatografias de intercambio aniénico y cromatografias de intercambio catidnico, cromatografia en
fosfocelulosa, cromatografias (de interaccién) hidréfoba, filtraciones en gel, cromatografias de fase inversa,
cromatografias de adsorcion, cromatografias de hidroxiapatita y cromatografias de lectina (Strategies for Protein
Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1996). Estas cromatografias se pueden llevar a cabo utilizando cromatografias en fase liquida
tales como HPLC y FPLC. Los ejemplos de las columnas de cromatografia de afinidad incluyen columnas de
proteina A y columnas de proteina G. Los ejemplos de las columnas de proteinas A incluyen Hyper D, POROS y
Sepharose F.F. (Pharmacia).

Un anticuerpo puede modificarse libremente y se pueden delecionar porciones peptidicas de él tratando el
anticuerpo con una enzima modificadora de proteinas apropiada, antes o después de la purificacién del anticuerpo,
segun sea necesario. Dichas enzimas modificadoras de proteinas incluyen, por ejemplo, tripsinas, quimiotripsinas,
lisil endopeptidasas, proteina quinasas y glucosidasas.

En otra realizacion preferente, la presente invencion también incluye métodos para producir los anticuerpos de la
presente invencion, incluyendo tales métodos las etapas de cultivar las células hospedadoras de la presente
invencion como se describe anteriormente, y recoger los anticuerpos de dicho cultivo celular.

Ademas, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas (agentes farmacéuticos) que comprenden
un anticuerpo de la presente invencion y un transportador farmacéuticamente aceptable. En la presente invencion,
composiciones farmacéuticas se refieren habitualmente a agentes farmacéuticos para tratar o prevenir, o analizar y
diagnosticar enfermedades.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden producir mediante métodos conocidos por los
expertos en la materia. Ademas, los anticuerpos de la presente invencion se pueden formular en combinacion con
otras sustancias farmacéuticas, segun sea necesario. Por ejemplo, se pueden usar por via parenteral en forma de
inyeccion de una solucion o suspensién estéril con agua u otro liquido farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo,
pueden formularse como dosis unitarias que cumplan con los requisitos para la preparacion de productos
farmacéuticos, mediante la combinaciéon apropiada con transportadores o medios farmacéuticamente aceptables,
especificamente con agua estéril, solucion salina fisiolégica, un aceite vegetal, emulsionante, suspension,
detergente, estabilizante, agente saborizante, excipiente, vehiculo, conservante, aglutinante o similar. En tales
preparaciones, la cantidad de principio activo se ajusta de manera que la dosis se encuentre dentro de un intervalo
predeterminado apropiado.

Las composiciones estériles para inyeccién pueden formularse utilizando vehiculos tales como agua destilada para
inyeccion, de acuerdo con protocolos convencionales de formulacion.

Las soluciones acuosas para inyeccion incluyen, por ejemplo, solucion salina fisiolégica y soluciones isotdnicas que
contienen dextrosa u otros adyuvantes (por ejemplo, D-sorbitol, D-manosa, D-manitol y cloruro sédico). Pueden
usarse en combinacion solubilizantes apropiados, por ejemplo, alcoholes (etanol y similares), polialcoholes
(propilenglicol, polietilenglicol, y similares), detergentes no iénicos (polisorbato 80™, HCO-50 y demas).

Los aceites incluyen aceites de sésamo y soja. Se pueden usar en combinaciéon como solubilizantes el benzoato de
bencilo y/o el alcohol bencilico. Ademas, se pueden combinar tampones (por ejemplo, tampdn fosfato y tampoén
acetato de sodio), agentes calmantes (por ejemplo, clorhidrato de procaina), estabilizantes (por ejemplo, alcohol
bencilico y fenol) y/o antioxidantes. Los inyectables preparados generalmente se cargan en ampollas apropiadas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se administran preferentemente por via parenteral. Por
ejemplo, las composiciones pueden ser inyecciones, composiciones transnasales, composiciones transpulmonares o
composiciones transdérmicas. Por ejemplo, tales composiciones pueden administrarse por via sistémica o
localmente mediante inyeccidn intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccioén intraperitoneal, inyeccion subcutanea
o similares.

Los métodos de administracion pueden seleccionarse de forma apropiada teniendo en cuenta la edad y los sintomas
del paciente. La dosis de una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo o un polinucleétido que codifica
un anticuerpo puede seleccionarse, por ejemplo, de 0,0001 a 1000 mg/kg para cada administracién. Como
alternativa, la dosis puede ser, por ejemplo, de 0,001 a 100.000 mg por paciente. Sin embargo, las dosis no estan
necesariamente limitadas a los intervalos descritos anteriormente. Las dosis y los métodos de administracion varian
dependiendo del peso, la edad, sintomas y demas, del paciente. Los expertos en la materia pueden seleccionar las
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dosis apropiadas y los métodos de administracion teniendo en cuenta los factores descritos anteriormente.

Los aminoacidos contenidos en las secuencias de aminoacidos en el contexto de la presente invencién pueden
modificarse postraduccionalmente (por ejemplo, la modificacién de una glutamina N-terminal para dar lugar a un
acido piroglutamico es bien conocida por los expertos en la materia). Naturalmente, tales aminoacidos modificados
postraduccionalmente estan incluidos en las secuencias de aminoacidos en el contexto de la presente invencion.

Ejemplos

A continuacion en el presente documento, la presente invencion se describirda de manera especifica haciendo
referencia a los ejemplos, aunque la presente invencién no se limita a los mismos.

[Ejemplo 1] Busqueda de sitios que regulen la interfaz de CH1/CL

Se penso6 que al introducir mutaciones en cada uno de los dominios CH1 y CL de un anticuerpo biespecifico, y al
utilizar la carga eléctrica en la interfaz de CH1/CL para regular la interfaz de CH1/CL, solo se asociarian
especificamente la cadena H y la cadena L para un antigeno A, y solo se asociarian especificamente la cadena H y
la cadena L para un antigeno B. En lo sucesivo en el presente documento, se denomina a esto regulacion de la
interfaz de CH1/CL. Se llevé a cabo una busqueda utilizando un modelo de estructura cristalina para determinar las
posiciones las que se puede controlar la interfaz de CH1/CL. Los aminoacidos mantienen las interacciones entre las
cadenas laterales a través de la interaccidon hidréfoba, interaccion eléctrica, enlaces de hidrégeno y similares. Se
sabe que estas interacciones se producen entre las cadenas laterales presentes dentro de un limite de
aproximadamente 4 A. Por lo tanto, los aminoacidos se encontraron en un modelo de PDB 1HZH, en donde la
distancia entre los aminoacidos presentes en CH1 y los aminoacidos presentes en CL en la interfaz entre CH1 y CL
es de aproximadamente 4 A. Los sitios en los que se encuentran los aminoacidos se resumen en la Fig. 1y la Tabla
1 (Resumen de los sitios modificados). Los numeros de aminoacidos que se muestran en la Tabla 1 se indican de
acuerdo con la numeraciéon de EU (Sequences of proteins of immunological interest, publicacion NIH N.° 91-3242).
Ademas, los nimeros de aminoacidos posteriores también se indican en conformidad con la numeracién de EU. En
el presente ejemplo, se usé la IgG1 para la cadena H y se usé la IgK (Kappa) para la cadena L.

[Tabla 1

CH CL
1 K147 T180
2 Q175 | Q160
3 K213 E123
4 K133 N138
5 K147 S131
6 H168 | T164
7 F170 L135

Para regular la interfaz de CH1/CL utilizando la carga eléctrica de los aminoacidos, los aminoacidos encontrados en
CH1 de la cadena H o en CL de la cadena L (Tabla 1) se sustituyeron por Lys o His cargados positivamente y Glu o
Asp cargados negativamente. De manera mas especifica, regiones constantes: se prepararon TH2 y TH11, en las
que aminoacidos de CH1 de G1d humana (SEQ ID NO: 1) se sustituyeron por Lys cargada positivamente; y TH1,
TH3, TH4, TH9, TH10 y TH12, en las que aminoacidos de CH1 para G1d humana (SEQ ID NO: 1) se sustituyeron
por Glu o Asp cargados negativamente. De forma similar, regiones constantes: se prepararon TL2, TL4, TL5, TLS6,
TL8 y TL12, en las que aminoacidos de la CL humana (SEQ ID NO: 13) se sustituyeron por Lys cargada
positivamente; TL11, en la que aminoacidos de la CL humana (SEQ ID NO: 13) se sustituyeron por His, y TL1, TL3,
TL7, TL9, TL10 y TL13, en las que aminoacidos de CL humana (SEQ ID NO: 13) se sustituyeron por Glu o Asp
cargados negativamente. Los nombres (nombre), los sitios de mutacidon (mutacion) y los nimeros de secuencia de
las regiones constantes preparadas se resumen en la Tabla 2 (Resumen de sitios modificados).

[Tabla 2]
CH1 CL
nombre | mutacién SEQ ID NO nombre | mutacion SEQ ID NO
THA1 K147E | SEQ ID NO: 002 TL1 T180E SEQ ID NO: 014

TH2 Q175K | SEQID NO: 003 TL2 T180K SEQ ID NO: 015
TH3 Q175E | SEQ ID NO: 004 TL3 Q160E SEQ ID NO: 016
TH4 K213E | SEQ ID NO: 005 TL4 Q160K | SEQID NO; 017
TH9 K133E | SEQ ID NO: 006 TL5 E123K SEQ ID NO: 018
TH10 | H168D | SEQ ID NO: 007 TL6 N138K SEQ ID NO: 019
TH11 F170K | SEQ ID NO: 008 TL7 N138E SEQ ID NO: 020
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(continuacion)
CHA1 CL
nombre | mutacion |  SEQ ID NO nombre | mutacion SEQ ID NO
TH12 | F170E | SEQ ID NO: 009 TL8 S131K | SEQID NO: 021
TL9 S131E SEQ ID NO: 022
TL10 T164D SEQ ID NO: 023
TL11 T164H SEQ ID NO: 024
TL12 L135K SEQ ID NO: 025
TL13 L135E SEQ ID NO: 026

[Ejemplo 2] Método para seleccionar sitios que regulan la interfaz de CH1/CL, y preparacioén y analisis de cada
anticuerpo

Los efectos sobre la regulacién de la interfaz de CH1/CL de los aminoacidos encontrados se confirmaron utilizando
el método que se describe a continuacién. La seleccion se llevd a cabo utilizando un anticuerpo anti-GPC3. En
primer lugar, se construyeron vectores de expresion de la cadena H y la cadena L. Un vector de expresion de la
cadena H que tiene la region variable de la cadena H GpH7 (SEQ ID NO: 34) y la region constante de la cadena H
preparada en el Ejemplo 1, y un vector de expresion de la cadena L que tiene la region variable de la cadena L GpL
16 (SEQ ID NO: 35) y la region constante de la cadena L preparada en el Ejemplo 1 se construyeron cada uno de
acuerdo con el Ejemplo de Referencia 1. A continuacion, se seleccionaron de la manera descrita a continuacion
combinaciones de los vectores de expresion de la cadena H y de la cadena L preparados. Se selecciond entre las
regiones constantes preparadas en el Ejemplo 1 una sola cadena H en la que el aminoacido en el sitio encontrado
tiene una carga positiva 0 una carga negativa. En este caso, no siempre se introdujo una mutacion. Por ejemplo,
aunque la posicion 147 de TH1 esta sustituida por Glu, no se introduce una mutacién porque el aminoacido en la
posicion 147 de G1d es Lys e inicialmente tiene una carga positiva. A continuacion, las cadenas L, que tienen
mutaciones en las posiciones correspondientes a las posiciones mutadas en CH1 de las cadenas H seleccionadas
de acuerdo con la Tabla 1, se seleccionaron de la Tabla 2. Por ejemplo, cuando se selecciona TH1 para la cadena
H, TL1 y TL2 se seleccionados para la cadena L, dado que se espera que el aminoacido en la posicién 147 de CH1
y el aminoacido en la posicién 180 de CL interactien como la interfaz de CH1/CL. Posteriormente, las dos cadenas L
seleccionadas se mezclaron con la cadena H seleccionada, y los anticuerpos se expresaron en conformidad con el
Ejemplo de Referencia 1. Por ultimo, los anticuerpos expresados se analizaron en conformidad con el Ejemplo de
Referencia 3 o el Ejemplo de Referencia 4, y las modificaciones eficaces para regular la interfaz de CH1/CL se
seleccionaron de acuerdo con la relacion de expresién de cada anticuerpo. Dado que la IgG estd compuesta por un
complejo de dos cadenas H y dos cadenas L, cuando un tipo de cadena H y dos tipos de cadenas L se mezclan y
expresan, se espera que se expresen tres combinaciones. Por ejemplo, cuando se expresan combinaciones de TH1
como la cadena H, y TL1 y TL2 como las cadenas L, se expresan las tres combinaciones siguientes (Fig. 2): cadena
H_1:cadena H_2:cadena L_1:cadena L_2 = TH1:TH1:TL1:TL1 (indicado como TH1/TL1), cadena H_1:cadena
H_2:cadena L_1:cadena L_2 = TH1:TH1:TL1:TL2 (indicado como TH1/TL1_TL2) cadena H_1:cadena H_2:cadena
L_1:cadena L_2 = TH1:TH1:TL2:TL2 (indicado como TH1/TL2). En el caso en que la asociacion de la cadena H y la
cadena L no sea selectiva, se espera que la cadena H y las cadenas L se expresen en la relacién
THA/TL1:THA/TL1_TL2:TH1/TL2 = 1:2:1, dado que las dos cadenas L estan presentes en cantidades iguales. Sin
embargo, en el caso en que la cadena H se una preferentemente a solo una de las cadenas L en la interfaz de
CH1/CL, se piensa que solo se expresa preferentemente esa combinacion. Por ejemplo, en el caso en que el
aminoacido en la posicion 147 de CH1 y el aminoacido en la posicién 180 de CL estan implicados en la interfaz de
CH1/CL, cuando TH1 se expresa como la cadena H, y TL1 y TL2 se expresan como las cadenas L, se espera que
se exprese preferentemente la combinacion de TH1, en la que el aminoacido en la posicion 147 de CH1 es Glu
(cargado negativamente) y TL2, en la que el aminoacido en la posicion 180 del CL de la cadena L es Lys (cargado
positivamente). Sin embargo, en el caso en que el aminoacido en la posicion 147 de CH1 y el aminoacido en la
posicion 180 de CL no interactuan en la interfaz de CH1/CL, dado que la asociacion de la cadena H y la cadena L no
es selectiva, se espera que se expresen en la relacion TH1/TL1:TH1/TL1_TL2:TH1/TL2 = 1:2:1. De esta manera, las
modificaciones eficaces para la regulacion de la interfaz de CH1/CL (modificaciones implicadas en la interfaz de
CH1/CL) se seleccionaron mezclando y expresando un tipo de cadena H y dos tipos de cadenas L, y utilizando el
equilibrio de expresién de la misma como indicador.

Las combinaciones de la cadena H y las cadenas L se resumen en la Tabla 3 (Combinaciones de la cadena H y las
cadenas L utilizadas en la expresion; también se muestran los sitios de mutacién en la cadena H y la cadena L).

[Tabla 3]
cad. H cad. L
nombre | mutacion SEQ ID NO nombre mutacion SEQ ID NO
G1d K213K SEQ ID NO: 001 TL1 TL2 T180E_T180K | SEQ ID NO: 014, SEQ ID NO: 015
THA1 K147E SEQ ID NO: 002 TL1 TL2 T180E_T180K | SEQ ID NO: 014, SEQ ID NO: 015
TH2 Q175K SEQID NO: 003 | TL3 TL4 | Q160E_Q160K | SEQ ID NO: 016, SEQ ID NO: 017
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(continuacién)

cad. H cad. L

TH3 Q175E SEQ ID NO: 004 TL3 TL4 | Q160E_Q160K | SEQ ID NO: 016, SEQ ID NO: 017
nombre | mutacion SEQ ID NO nombre mutacion SEQ ID NO

G1d K213K SEQ ID NO: 001 kO TL5 E123E E123K | SEQ ID NO: 013, SEQ ID NO:018

TH4 K213E SEQ ID NO: 005 kO_TL5 E123E_E123K | SEQ ID NO: 013, SEQ ID NO: 018

G1d K213K SEQ ID NO: 001 TL6.TL7 N138K_N138E | SEQ ID NO: 019, SEQ ID NO: 020

TH9 K133E SEQ ID NO: 006 TL6 _TL7 | N138K N138E | SEQ ID NO: 019, SEQ ID NO:020

G1d K213K SEQ ID NO: 001 TL8 TL9 | S131K S131E | SEQ ID NO: 021, SEQ ID NO: 022

TH1 K147E SEQ ID NO: 002 TL8 TL9 | S131K _S131E | SEQ ID NO: 021, SEQ ID NO:022

G1d K213K SEQ ID NO: 001 | TL10 _TL11 | T164D_T164H | SEQ ID NO: 023, SEQ ID NO: 024
TH10 H168D SEQ ID NO: 007 | TL10_TL11 | T164D T164H | SEQ ID NO: 023, SEQ ID NO: 024
TH11 F170K SEQ ID NO: 008 | TL12.TL13 | L135K L135E | SEQ ID NO: 025, SEQ ID NO: 026
TH12 F170E SEQ ID NO: 009 | TL12.TL13 | L135K L135E | SEQ ID NO: 025, SEQ ID NO: 026

Los anticuerpos se expresaron en conformidad con las combinaciones mostradas en la Tabla 3, y se confirmaron los
efectos sobre la regulacion de la interfaz de CH1/CL seleccionada. En ese momento, los anticuerpos de un tipo de
cadena H y un tipo de cadena L se expresaron simultaneamente y se utilizaron como control en los analisis. Los
anticuerpos se expresaron en conformidad con el método del Ejemplo de Referencia 1.

Los anticuerpos preparados se analizaron por AIEX, en conformidad con el método del Ejemplo de Referencia 3. Los
datos del analisis por AIEX se resumen en la Fig. 3. Dado que en el analisis por AIEX se utiliza una columna de
intercambio anidnico, los anticuerpos cargados negativamente se eluyen mas rapidamente. Los datos analizados se
resumen y muestran en la Tabla 4. Los picos se indican como picos 1, 2 y 3 por orden de tiempo de elucion
creciente. La relacion de cada pico se calculd con el total de las areas de los picos siendo del 100 %.

Como se muestra en la Fig. 2, en el caso en que las posiciones en las que se introdujeron mutaciones forman una
interaccion eléctrica, la relacién de anticuerpo en la posicion del pico de color gris aumenta. En concreto, se cree que
los sitios de mutacion en los que la relacion del anticuerpo de color gris es mayor del 25 % interactuan
eléctricamente.

Tabla 4]
cad. H cad. L pico 1 pico 2 pico 3
nombre mutacion nombre mutacion % % %

G1d K213K TL1 T180E 100
G1d K213K TL2 T180K 100
G1d K213K TL1_TL2 T180E_T180K 35,6 44,2 20,2
THA1 K147E TL1 T180E 100
THA1 K147E TL2 T180K 100
TH1 K147E TL1.TL2 T180E_T180K 24,8 46,7
TH2 Q175K TL3 Q160E 100
TH2 G175K TL4 Q160K 100
TH2 Q175K TL3 TL4 Q160E_Q160K 43 44 13
TH3 Q175E TL3 Q160E 100
TH3 Q175E TL4 G160K 100
TH3 Q175E TL3 TL4 Q160E_Q160K 24,8 49,9
G1d K213K kO E123E 100
G1d K213K TL5 E123K 100
G1d K213K kO_TL5 E123E_E123K 45,6 39,3 15,1
TH4 K213E kO E123E 100
TH4 K213E TL5 E123K 100
TH4 K213E kO _TL5 E123E_E123K 41,2 41,3 17,5
G1d K213K TL6 N138K 100
Gld K213K TL7 N138E 100
G1d K213K TL6 TL7 N138K_N138E 27,3 44 28,7
TH9 K133E TL6 N138K 100
TH9 K133E TL7 N138E 100
TH9 K133E TL6 TL7 N138K_N138E 29,1 44 26,9
Gld K213K TL8 S131K 100
G1d K213K TL9 S131E 100
G1d K213K TL8 TL9 S131K_S131E 17,8 45,7
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(continuacion)

cad. H cad. L pico 1 pico 2 pico 3
nombre mutacion nombre mutacion % % %
TH1 K147E TL8 S131K 100
TH1 K147E TL9 S131E 100
THA1 K147E TL8 TL9 S131K_S131E 36,9 44 1 19
G1d K213K TL10 T164D 100
Gld K213K TL11 T164H 100
G1d K213K TL10_TL11 T164D_T164H 27 43,3 29,7
TH10 H168D TL10 T164D 100
TH10 H168D TL11 T164H 100
TH10 H168D TL10_TL11 T164D_T164H 27 44,4 28,6
TH11 F170K TL12 L135K 100
TH11 F170K TL13 L135E 100
TH11 F170K TL12.TL13 L135K_L135E no expresado
TH12 F170E TL12 L135K 100
TH12 F170E TL13 L135E 100
TH12 F170E TL12.TL13 L135K_L135E 38,1 41,6 20,3

Como resultado de examinar diversos sitios de modificacion de esta manera, las posiciones 147, 175 y 213 de la
cadena H, y las posiciones 123, 131, 160 y 180 de la cadena L se consideraron eficaces para regular la interfaz de
CH1/CL. Ademas, se descubrié que las modificaciones de solo la posicion 147 de la cadena H y la posicién 123 de
la cadena L descritas en los documentos WO 2006/106905 y WO 2007/147901 eran inadecuadas para provocar una
asociacion especifica de la cadena H y la cadena L, y la asociacion especifica es solo es posible combinando las
modificaciones encontradas en el presente ejemplo.

[Ejemplo 3] Preparacion y analisis de anticuerpos con los sitios de modificacion combinados

Se penso que la interfaz de CH1/CL se regula de forma mas eficaz combinando los sitios de K147, Q175 y K213 en
CH1 vy los sitios de E123, S131, Q160 y T180 en CL, como se descubrié en el Ejemplo 2, los que se pensaba que
tenian efectos considerables en la regulacion de la interfaz de CH1/CL. Las combinaciones de modificaciones en los
anticuerpos preparados y los anticuerpos expresados se resumen en la Tabla 5 (Resumen de los sitios de
modificacion).

[Tabla 5]
cad. H cad. L

nombre mutacion SEQ ID NO nombre mutacion SEQ ID NO
. SEQ ID NO: 027,
G1d K147K SEQ ID NO: 001 TL14_TL15 T180K,S131K_T180E,S131E SEQ ID NO: 028
. SEQ ID NO: 027,
THA1 K147E SEQ ID NO: 002 TL14_TL15 T180K,S131K_T180E,S131E SEQ ID NO: 028
. T180K,S131K,Q160K_T180E,S131E,Q16 | SEQ ID NO: 029,
TH2 Q175K SEQ ID NO: 0031 | TL16_TL17 OE SEQ ID NO:030
. T180K,S131K,Q160K_T180E,S131E,Q16 | SEQ ID NO: 029,
TH13 K147E,Q175E SEQID NO: 010 TL16_TL17 OE SEQ ID NO: 030
. T180K,S131K,E123K_T180E,S131E,E12 SEQ ID NO: 031,
G1d K147K SEQ ID NO: 001 TL18_TL15 3E SEQ ID NO: 028
. T180K,S131K,E123K_T180E,S131E,E12 SEQ ID NO: 031,
TH14 K147E,K213E SEQ ID NO: 011 TL18_TL15 3E SEQ ID NO: 028
. T180K,S131K,Q160K,E123K_T180E,S13 | SEQ ID NO: 032,
TH2 Q175K SEQ ID NO: 003 TL19_TL17 1E.Q160E SEQ ID NO: 030
K147E,Q175E,K . T180K,S131K,Q160K,E123K_T180E,S13 | SEQ ID NO: 032,
TH15 213E SEQIDNO: 012 | TL19_TL17 1E,Q160E,E123E SEQ ID NO: 030

La preparacién de los vectores de expresion de la cadena H o la cadena L en las que se introdujeron mutaciones, y
la expresion del anticuerpo, se llevaron a cabo en conformidad con el Ejemplo de Referencia 1, y los analisis de los
anticuerpos preparados se llevaron a cabo en conformidad con el Ejemplo de Referencia 3 o con el Ejemplo de
Referencia 4. Los resultados se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6]
cad. H cad. L pico 1 pico 2 pico 3
nombre mutacion nombre mutacion % % %
G1d K147K TL14 T180K,S131K 100
G1d K147K TL15 T180E,S131E 100,0
G1d K147K TL14_TL15 T180K,S131K_T180E,S131E 11,5 43,6 449
THA1 K147E TL14 T180K,S131K 100,0
TH1 K147E TL15 T180E,S131E 100,0
THA1 K147E TL14_TL15 T180K,S131K_T180E,S131E 46,1 434 10,4
TH2 Q175K TL16 T180K,S131K,Q160K no
expresado
TH2 Q175K TL17 T180E,S131E,Q160E 100,0
TH2 Q175K TL16_TL17 | T180K,S131K,Q160K_T180E,S131E,Q160E 1,4 16,5 82,0
TH13 K147E,Q175E TL16 T180K,S131K,Q160K 100,0
TH13 K147E,Q175E TL17 T180E,S131E,Q160E no
expresado
TH13 K147E,Q175E | TL16_TL17 | T180K,S131K,Q160K_T180E,S131E,Q160E 70,2 26,4 3,4
G1d K147K TL18 T180K,S131K,E123K no
expresado
G1d K147K TL15 T180E,S131E 100,0
G1d K147K TL18_TL15 | T180K,S131K,E123K_T180E,S131E,E123E 5,1 35,3 59,6
TH14 K147E.K213E TL18 T180K,S131K,E123K 100,0
TH14 K147E,K213E TL15 T180E,S131E 100,0
TH14 K147E.K213E | TL18_TL15 | T180K,S131K,E123K_T180E,S131E,E123E 445 44 .4 11,1
TH2 Q175K TL19 T180K,S 131K,Q160K,E123K no
expresado
TH2 Q175K TL17 T180E,S131E,Q160E 100,0
T180K,S131K,Q160K,E123K_T180E,
TH2 Q175K TL19_TL17 S131E,Q160E, 93,1
TH15 K14$'1Q3L75E’ TL19 T180K,S131K,Q160K,E123K 100,0
K147E,Q175E, no
TH15 K213E TL17 T180E,S131E,Q160E expresado
K147E,Q175E, T180K,S131K,Q160K,E123K_T180E,
TH15 K213E TL19_TL17 S131E,Q160E 78,1 19,9 2,0

Cuando se comparan la Tabla 4 y la Tabla 6, se entiende que la relacién de combinaciones que se tenian como
objetivo de la cadena H y la cadena L aumenta por la combinacion de modificaciones, en comparacion con la
introduccién de una sola modificacién. Como consecuencia, se cree que mediante la combinaciéon de modificaciones
puede prepararse de forma eficaz un anticuerpo en el que se han asociado solo la cadena H y la cadena L de
interés.

[Ejemplo 4] Expresion y analisis de anticuerpos biespecificos

En el ejemplo 3, se considero la preparacion de anticuerpos biespecificos (Ac biespecificos) para TH2, TH13 y TH15
de las cadenas H, y TL16, TL17, TL19 y TL20 de las cadenas L, que mostraron efectos considerables para regular la
interfaz de CH1/CL. En este ejemplo, los anticuerpos biespecificos se prepararon utilizando un anticuerpo anti-IL6R
y un anticuerpo anti-GPC3.

Las regiones constantes de la cadena H (SEQ ID NO: 59) y la cadena L (SEQ ID NO: 60) que reconocen anti-IL6R, y
las regiones constantes de la cadena H (SEC ID NO: 61) y la cadena L (SEC ID NO: 62) que reconocen anti-GPC3
se sustituyeron por TH2, TH13 y TH15, para las regiones constantes de la cadena H, y por TL16, TL17, TL19y TL20
para el CL de la cadena L. Ademas, se prepar6 una cadena H en la que se introdujo una modificacion de "botén en
ojal" (KiH, forma sigla del inglés knob into hole, botén en ojal) (documento WO 96/27011) para evitar la asociacion
entre cadenas H homogéneas. Los sitios de mutacién en estos anticuerpos preparados y los anticuerpos expresados
se resumen en la Tabla 7 (Combinaciones de cadena H y cadena L de cada anticuerpo biespecifico).
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[Tabla 7]
NOMBRE cad. A cad. B comentario
VH CH VL CL VH CH VL CL

4ch_001 MHO G1d MLO KO GpH7 G1d GpL16 kO

4ch_002 MHO | G1dk MLO KO GpH7 | G1dh | GpL16 KO KiH

4ch_003 MHO | TH2 MLO TL17 GpH7 | TH13 | GpL16 | TL16 CH1/CL_1
4ch_004 MHO | TH2k MLO TL17 GpH7 | TH13h | GpL16 | TL16 KiH+CH1/CL_1
4ch_011 MHO | TH2k MLO TL17 GpH7 | TH13h MLO TL17

4ch_012 MHO | TH2k | GpL16 | TL16 GpH7 | TH13h | GpL16 | TL16

4ch_005 MHO | TH2 MLO TL17 GpH7 | TH15 | GpL16 | TL19 CH1/CL_2
4ch_006 MHO | TH2k MLO TL17 GpH7 | TH15h | GpL16 | TL19 KiH+CH1/CL_2
4ch_015 MHO | TH2k MLO TL17 GpH7 | TH15h MLO TL17

4ch_016 MHO | TH2k | GpL16 | TL19 GpH7 | TH15h | GpL16 | TL19

4ch_001 MHO G1d MLO KO GpH7 G1d GpL16 KO

4ch_002 MHO | G1dk MLO KO GpH7 | G1dh | GpL16 KO KiH

4ch_007 MHO | TH13 MLO TL16 GpH7 | TH2 GpL16 | TL17 CH1/CL_1
4ch_008 MHO | TH13k MLO TL16 GpH7 | TH2h | GpL16 | TL17 KiH+CH1/CL_1
4ch_013 MHO | TH13k MLO TL16 GpH7 | TH2h MLO TL16

4ch 014 MHO | TH13k | GpL16 | TL17 GpH7 | TH2h | GpL16 | TL17

4ch_009 MHO | TH15 MLO TL19 GpH7 | TH2 GpL16 | TL17 CH1/CL_2
4ch_010 MHO | TH15k MLO TL19 GpH7 | TH2h | GpL16 | TL17 KiH+CH1/CL_2
4ch 017 MHO | TH15k MLO TL19 GpH7 | TH2h MLO TL19

4ch_018 MHO | TH15k | GpL16 | TL17 GdH7 | TH2h | GpL16 | TL17

En la tabla 7 anterior, "k" se afiade después del nombre de la variante para las regiones constantes en las que se
introdujo una modificacion de "botén" en la cadena H, y se afiade "h" después del nombre de la variante para las
regiones constantes en las que se introdujo una modificaciéon de "ojal". Por ejemplo, "TH1k" indica que se introdujo
una modificacion de "boton" ademas de la mutacion TH1, y "TH1h" indica que se introdujo una modificacion de "ojal"
ademas de la mutacion TH1. La preparacion de los vectores de expresion de la cadena H o la cadena L en las que
se ha introducido una mutacién, asi como la expresion de los anticuerpos, se llevaron a cabo en conformidad con el
Ejemplo de referencia 1, y los analisis de los anticuerpos preparados se llevaron a cabo en conformidad con el

método de andlisis por CIEX mostrado en el Ejemplo de Referencia 4.

Las combinaciones de las cadenas H y las cadenas L del anticuerpo anti-IL6R y el anticuerpo anti-GPC3 utilizadas

en los anticuerpos biespecificos se resumen en la Tabla 8.
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Cada combinacién se explica en el presente documento utilizando 4ch_001, 4ch_002, 4ch_003, 4ch_004, 4ch_011y
4ch_012 como ejemplos. Las modificaciones que regulan la interfaz de CH1/CL se resumen en la Tabla 8.

4ch_001 se expres6 utilizando las cadenas H y L que no tienen la introduccién de modificaciones para regular la
interfaz de CH1/CL y la modificacion KiH. 4ch_002 se expresoé utilizando las cadenas H y la cadena L en las que se
introdujo la modificacion KiH. 4ch_003 se expres6 utilizando las cadenas H y las cadenas L en las que se introdujo la
modificacién para regular la interfaz de CH1/CL. 4ch_004 se expres6 utilizando las cadenas H y unas cadenas L en
las que se introdujeron la modificacion KiH y las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL. Ademas,
4ch_011 se expreso utilizando las cadenas H de un anticuerpo anti-IL6R y las cadenas H de un anticuerpo anti-
GPC3 en las que se introdujeron la modificacion de KiH y las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL, y
las cadenas L de un anticuerpo anti-IL6R en las que se introdujeron las modificaciones para regular la interfaz de
CH1/CL. 4ch_012 se expreso utilizando las cadenas H de un anticuerpo anti-IL6R y las cadenas H de un anticuerpo
anti-GPC3 en las que se introdujeron la modificacion de KiH y las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL,
y las cadenas L de un anticuerpo anti-GPC3 en las que se introdujeron las modificaciones para regular la interfaz de
CH1/CL. Cada anticuerpo se expresoé en conformidad con el Ejemplo de Referencia 1 y se analizé por CIEX en
conformidad con el Ejemplo de Referencia 4; y los resultados se resumen en las Fig. 9-1 y 9-2. El caso de uso de la
region variable de la cadena H de un anticuerpo anti-IL6R se indica con MHO, y el caso del uso de la regién variable
de la cadena H de un anticuerpo anti-GPC3 se indica con GpH7. El caso de uso de la regién variable de la cadena L
de un anticuerpo anti-IL6R se indica con MLO, y el caso del uso de la regién variable de la cadena L de un anticuerpo
anti-GPC3 se indica con GpL16. Se detectaron por cromatografia multiples componentes heterogéneos para
4ch_001, al que no se introdujeron las mutaciones para el control de la interfaz de CH1/CL y KiH, los cuales se cree
que son diversas combinaciones de cadena H y cadena L. Por el contrario, dado que la asociacion de cadenas H
homogéneas se suprimié en 4ch_002 con la mutacion KiH, el nimero de picos cromatograficos que se cree que son
impurezas se reduce. Ademas, dado que la asociaciéon de las cadenas H y las cadenas L se suprimio en 4ch_003,
que utiliza TH2 y TH13 en las cadenas Hy TL16 y TL17 en las cadenas L, en donde se introdujeron modificaciones
para regular la interfaz de CH1/CL, el nimero de picos de cromatografia que se cree que representan impurezas se
reduce. Ademas, se reveld que 4ch_004, que combina las mutaciones de KiH y las modificaciones para regular la
interfaz de CH1/CL, es principalmente el pico principal. Se piensa que la razén por la que los picos de cromatografia
de 4ch_004 casi coinciden con los picos de cromatografia de 4ch_011 es que sus picos no pueden separarse por
cromatografia debido a sus puntos isoeléctricos (pl) similares. Los estudios también se realizaron en 4ch_005,
4ch_006, 4ch_015 y 4ch_016, en que se aplicod una regulacion de la interfaz de CH1/CL distinta de la de 4ch_004;
4ch_007, 4ch_008, 4ch_013 y 4ch_014, en los que las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL
introducidas en 4ch_004 se intercambiaron entre el anticuerpo anti-GPC3 y el anticuerpo anti-IL6R; y 4ch_009,
4ch_010, 4ch_017 y 4ch_018, en los que las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL introducidas en
4ch_006 se intercambiaron entre el anticuerpo anti-GPC3 y el anticuerpo anti-IL6R, utilizando los mismos métodos
que para 4ch_003, 4ch_004, 4ch_011 para 4ch_012. Como resultado, los componentes heterogéneos presentados
en el cromatograma se redujeron significativamente en comparacion con 4ch_001.

A partir de lo anterior, se hizo evidente que los anticuerpos biespecificos se pueden preparar de forma eficaz
combinando las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL y la modificacion KiH.

[Ejemplo 5] Efectos de la modificacion de la regulacion de la interfaz de CH1/CL utilizando distintos anticuerpos

Se hizo evidente a partir del Ejemplo 4 que la regulacién de la interfaz que utiliza CH1/CL es util para preparar
anticuerpos biespecificos. Por lo tanto, el efecto de la regulacion de la interfaz de CH1/CL se confirmé utilizando un
anticuerpo anti-CD3, M12 (cadena H: SEQ ID NO: 54, cadena L: SEQ ID NO: 57) y un anticuerpo anti-GPC3,
GC33(2) (cadena H: SEQ ID NO: 55, cadena L: SEQ ID NO: 58). Como en el ejemplo 4, los anticuerpos
biespecificos se prepararon utilizando TH2, TH13 y TH15 en las cadenas H, y TL16, TL17 y TL19 en las cadenas L
que demostraron efectos considerables para regular la interfaz de CH1/CL.

Las regiones constantes de la cadena H (SEQ ID NO: 54) y la cadena L (SEQ ID NO: 57) del anticuerpo que
reconoce CD3 M12, y las regiones constantes de la cadena H (SEQ ID NO: 55) y la cadena L (SEQ ID NO: 58) del
anticuerpo que reconoce GPC3 GC33(2) se sustituyeron por TH2, TH13 y TH15, para CH1 de la cadena H, y por
TL16, TL17 y TL19 para el CL de la cadena L. Ademas, se preparé una cadena H con modificaciones de "boton en
ojal" (KiH) (documento de patente 1) para evitar la asociacion entre cadenas H homogéneas. Los sitios de mutacién
de estos anticuerpos preparados y los anticuerpos expresados se resumen en la Tabla 9 (Resumen de los sitios de
modificacion).
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La preparacion de los vectores de expresion de las cadenas H y las cadenas L con mutaciones y la expresion de los
anticuerpos se llevaron a cabo en conformidad con el Ejemplo de Referencia 1, y los analisis de los anticuerpos
preparados se llevaron a cabo en conformidad con el método de analisis por CIEX mostrado en el Ejemplo de
Referencia 4.

Es evidente que la regulacién de la interfaz de CH1/CL también es util para preparar anticuerpos biespecificos con
un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-GPC3.

[Ejemplo 6] Combinacién de la regulacion de la interfaz de CH1/CL y regulacion de la interfaz de las regiones
variables

Cuando se preparan anticuerpos biespecificos, la introduccién de la repulsion eléctrica en las regiones variables VH
y VL se conoce como una técnica para permitir la asociacion especifica de las cadenas H y las cadenas L que se
tienes como objetivo (documento de patente WO 2006/106905). Por lo tanto, para expresar de forma eficaz solo los
componentes que se tienen como objetivo, se debe provocar una repulsion entre las regiones variables de la cadena
H y la cadena L, ademas de la regulacion de la interfaz de CH1/CL. Esto se denomina regulacion de interfaz de
VH/VL. Se prepararon MHO1 (SEQ ID NO: 46), en que la GIn en la posicion 39 como se indica mediante la
numeracion de Kabat de la cadena H del anti-IL6R se sustituyé por Lys; MHO2 (SEC ID NO: 47), en que la GIn se
sustituyo por Glu; MLO1 (SEQ ID NO: 50), en que la GIn en la posicion 38 como se indica mediante la numeracion de
Kabat de la cadena L se sustituyd por Glu y ML02 (SEC ID NO: 51), en que la Glu se sustituyd por Lys. Ademas, se
prepararon, respectivamente, GpH71 (SEQ ID NO: 48), en que la GIn en la posicion 39 como se indica mediante la
numeracion de Kabat de la cadena H del anti-GPC3 se sustituyd por Lys; GpH72 (SEC ID NO: 49), en que la GIn se
sustituyd por Glu; GpL161 (SEQ ID NO: 52), en que la GIn en la posicidon 38 como se indica mediante la numeracién
de Kabat de la cadena L se sustituy6é por Glu y GpL162 (SEC ID NO: 53), en que la Glu se sustituyd por Lys. La
preparacion de los vectores de expresion de los anticuerpos se llevé a cabo en conformidad con el método del
Ejemplo de referencia 1. Los anticuerpos biespecificos se expresaron usando los anticuerpos preparados. Las
combinaciones de modificaciones en los anticuerpos preparados y los anticuerpos expresados se resumen en la
Tabla 10.
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[Tabla 10]
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La expresion de los anticuerpos se llevé a cabo en conformidad con el Ejemplo de Referencia |, y los analisis de los
anticuerpos preparados se llevaron a cabo en conformidad con el Ejemplo de Referencia 4.

Dado que los picos observados en los cromatogramas de 4ch_006 y 4ch_008, en los que se habian introducido
mutaciones para regular la interfaz de CH1/CL, los cuales se cree que representan componentes heterogéneos,
habia desaparecido en 4ch_1,2 006 y 4ch_2,1 008 en los que se habian introducido mutaciones para regular la
interfaz de VH/VL, se hizo evidente que solo los componentes que se tenian como objetivo pueden prepararse de
forma eficaz aplicando la regulacién de la interfaz de VH/VL ademas de la regulacion de la interfaz de CH1/CL (Fig.
10 y 11). Ademas, los picos, que se cree que representan nuevos componentes heterogéneos, no se detectaban
incluso si se realizaban mutaciones adicionales para regular la interfaz de VH/VL en 4ch_004 y 4ch_010, que tenia
mutaciones introducidas solo en CH1/CL, y en los que se consideraron como purificados solo los componentes que
se consideraron componentes objetivo (Fig. 10 y 11).

A partir de lo anterior, se hizo evidente que la adicion de la regulacién de la interfaz de VH/VL a la regulacién de la
interfaz de CH1/CL, facilita adicionalmente la purificacion de los componentes que se tenian como objetivo, mientras
que no tiene un efecto perjudicial sobre la purificacion cuando solo se piensa que los componentes objetivo ya estan
purificados.

[Ejemplo 7] Medicién de la Tm de los anticuerpos con sitios de modificacién combinados

Las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL pueden tener un efecto sobre la estabilidad del Fab. Por lo
tanto, se midi6 la estabilidad del Fab o la Tm en conformidad con el método del Ejemplo de Referencia 2, para las
combinaciones de TH2/TL17, TH13/TL16 y TH1 5/TL19. Usando un anticuerpo anti-IL6R se prepararon anticuerpos
en los que la cadena H/cadena | consistia en TH2/TL17, TH13/TL16 y TH15/TL19. Las combinaciones de
modificaciones de anticuerpos y los anticuerpos expresados se resumen en la Tabla 11.

[Tabla 11]
cad. H cad. L Tm
nombre mutacion SEQ ID NO | nombre mutacién SEQ ID NO
G1d - 1 kO - 13 95,0
TH2 Q175K 3 TL17 T180E,S131E,Q160E 30 93,1
TH13 K147E,Q175E 10 I TL16 T180K,S131K,Q160K 29 95,1
TH15 | K147E,Q 175E,K213E 12 TL19 | T180K,S131K,Q160K,E123K 32 94,8

La expresion de los anticuerpos se midié en conformidad con el Ejemplo de Referencia 1, y la Tm (°C) de cada uno
de los anticuerpos preparados se midié en conformidad con el Ejemplo de Referencia 2. El resultado muestra que
los valores de Tm para el Fab de G1d/k0, que no tenia introduccion de mutaciones, y para el Fab de TH2/TL17,
TH13/TL16 y TH15/TL19, en los que se introdujeron mutaciones en CH1/CL, fueron de 95,0 °C, 93,1 °C, 95,1°C y
94,8 °C, respectivamente. Esto reveldé que las mutaciones para regular la interfaz de CH1/CL no tienen un efecto
sobre la estabilidad del Fab.

[Ejemplo 8] Efecto de la introduccién de mutaciones para regular la interfaz de CH1/CL sobre la actividad de union

La posibilidad de que las modificaciones para regular la interfaz de CH1/CL tengan un efecto sobre la unién al
antigeno no se puede descartar por completo. Por lo tanto, para medir la afinidad para IL-6R y GPC3, se midieron
las actividades de union de TH2/TL17, TH13/TL16 y TH15/TL19 en conformidad con el método del Ejemplo de
Referencia 5 (Tabla 12).

Dado que la actividad de unién a IL-6R y la actividad de uniéon a GPC3 de TH2/TL17, TH13/TL16 y TH15/TL19, en
los que se han introducido mutaciones para regular la interfaz de CH1/CL, no fueron distintas de las actividades de
union de G1d/k0 nativo para IL-6R y GPC3, se hizo evidente que las modificaciones para regular la interfaz de
CH1/CL no afectan a las afinidades. Ademas, cuando las afinidades por los dos antigenos, IL-6R y GPC3, se
midieron en conformidad con el Ejemplo de Referencia 5 utilizando los 4ch_004, 4ch_006, 4ch_008 y 4ch_010
preparados en el Ejemplo 4, se descubrié que sus afinidades son iguales a las del G1d/k0 nativo mostradas en la
Tabla 12 (Tablas 13 y 14).

De acuerdo con los estudios realizados en los Ejemplos 1 a 8, se hizo evidente que solo los componentes que se

tenian como objetivo podian purificarse de forma eficaz al introducir una mutacién en CH1/CL, sin disminuir la
estabilidad del Fab y sin disminuir la actividad de union.
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[Tabla 12]
« Afinidad para GPC3

cad. H <o cad. L o kd KD

nombre mutacion NO nombre mutacion SEQ ID NO (nM)
SEQID SEQ ID NO: 3,6E- | 1,3E-

Gld - NO:001 | KO - 013 |>7E*05| "o | Do
SEQID SEQ ID NO: 3,9E- | 1,4E-

TH2 Q175K NO: 003 TL17 T180E,S131E,Q160E 030 2,8E+05 04 09
SEQID SEQ ID NO: 4,0E- | 1,5E-

TH13 K147E,Q175E NO: 010 TL16 T180K,S131K,Q160K 029 2,7E+05 04 09
SEQID SEQ ID NO: 3,8E- | 9,9E-

TH15 K147E,Q175E,K213E NO: 012 TL19 | T180K,S131K,Q160K,E123K 032 3,9E+05 04 10

« Afinidad para IL6R
cad. H cad. L KD
Kon Koff

nombre mutacion SENQOID nombre mutacién SEQ ID NO (nM)
SEQID SEQ ID NO: 4,1E- | 2,8E-

Gld - NO:001 | KO - 013 |1OE*05| 04 | 09
SEQID SEQ ID NO: 5,0E- | 3,8E-

TH2 Q175K NO: 003 T117 T180E,S131E,Q160E 030 1,3E+05 04 09
SEQID SEQ ID NO: 4,4E- | 2,9E-

TH13 K147E,Q175E NO: 010 TL16 T160K,5131K,0160K 029 1,6E+05 04 09
SEQID SEQ ID NO: 4,8E- | 2,3E-

TH15 K147E,Q175E,K213E NO: 012 TL19 | T180K,S131K,Q160K,E123K 032 2,1E+05 04 09
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[Ejemplo 9]

Las secuencias de aminoacidos de IgAl humana (SEQ ID NO: 63), IgA2 (SEQ ID NO: 64), IgD (SEQ ID NO: 65), IgE
(SEQ ID NO: 66), IgG1 (SEQ ID NO: 67), IgG2 (SEQ ID NO: 68), IgG3 (SEQ ID NO: 69), IgG4 (SEC ID NO: 70) e
IgM (SEC ID NO: 71) se alinearon con respecto a CH1 de la cadena H; y las secuencias de aminoacidos de IgK
(Kappa) humana (SEQ ID NO: 72), IgL1 (SEQ ID NO: 73), IgL2 (SEQ ID NO: 74), IgL3 (SEQ ID NO: 75), IgL6 (SEQ
ID NO: 76) e IgL7 (SEQ ID NO: 77) (Lambda) se alinearon con respecto al CL de la cadena L, seguido de sus
respectivas comparaciones. Los resultados se muestran en la Fig. 12. Las modificaciones descubiertas en el
presente ejemplo se indican con flechas. Como resultado de la introducciéon de aminoacidos que tienen distintas
cargas en la cadena H y la cadena L, de manera que los aminoacidos indicados con las flechas se repelen entre el
CH1 de la cadena H y el CL de la cadena L, como se indica en el presente ejemplo, se piensa que la cadena H y la
cadena L que se tienen como objetivo pueden asociarse de forma especifica.

[Ejemplo de Referencia 1] Preparacion de vectores de expresién de anticuerpos, y expresion y purificacion de
anticuerpos

Las sustituciones de aminoacidos se introdujeron de acuerdo con un método conocido por los expertos en la
materia, utilizando el kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene), PCR o el kit In-fusion Advantage PCR
Cloning (Takara), etc., seguido de la construccion de los vectores de expresion. Las secuencias de bases de los
vectores de expresion obtenidos se determinaron de acuerdo con un método conocido por los expertos en la
materia. Los anticuerpos se expresaron transfectando de forma transitoria los plasmidos preparados en lineas de
células HEK293H (Invitrogen) obtenidas de células de cancer de rifidn embrionario humano o células FreeStyle 293
(Invitrogen). Los anticuerpos se purificaron a partir del sobrenadante de cultivo obtenido de acuerdo con un método
conocido por los expertos en la materia, utilizando rProtein A Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare). La
concentraciéon de los anticuerpos purificados se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando un
espectrofotometro, y la concentracion de los anticuerpos se calculd a partir del valor obtenido utilizando un
coeficiente de absorciéon calculado de acuerdo con el método PACE (Protein Science 1995; 4: 2411-2423).

[Ejemplo de Referencia 2] Evaluacion de la temperatura de fusion (Tm) de los anticuerpos modificados por
calorimetria de barrido diferencial

En este estudio, la estabilidad térmica se evalué midiendo la temperatura de fusion (Tm) de los anticuerpos,
utilizando un calorimetro de barrido diferencial; MicroCal Capillary DSC (DKSH).

Se colocaron alicuotas de 500 yl de cada solucidon de anticuerpo en una placa de medicién y se aumento la
temperatura de 20 °C a 115 °C. Se controlaron la tasa de aumento de temperatura de 120 °C/hora y el cambio en el
calor especifico.

Los datos se analizaron utilizando Origin7 (Light Stone), y la temperatura a la que se observé un cambio en el calor
especifico se calculd y definié como el valor de Tm.

[Ejemplo de Referencia 3] Analisis por cromatografia de intercambio aniénico (AIEX)

Los anticuerpos preparados se analizaron mediante el método AIEX, utilizando el Sistema Alliance (Waters). Los
andlisis se llevaron a cabo de acuerdo con el método de gradiente de dos liquidos usando TSK-gel DEAE-NPR
(Tosoh) para la columna analitica, Tris-HCI 10 mmol/l (pH 7,5) para la fase movil A, y Tris-HCI 10 mmol/l y NaCl
500 mmol/l (pH 7,5) para la fase mévil B. Las mediciones se llevaron a cabo a una longitud de onda de 280 nm.

Los datos se analizaron utilizando Empower2 (Waters), seguido por el calculo de la relacion de cada pico detectado.
[Ejemplo de Referencia 4] Analisis por cromatografia de intercambio catidnico (CIEX)

Los anticuerpos preparados se analizaron mediante el método CIEX, utilizando el Sistema Alliance (Waters). Los
analisis se llevaron a cabo de acuerdo con el método de gradiente de dos liquidos usando WCX-10 (Dionex) para la
columna analitica, MES 25 mmol/l (pH 6,1) para la fase moévil A, y MES 25 mmol/l y NaCl 500 mmol/l (pH 6,1) para la
fase movil B. Las mediciones se llevaron a cabo a una longitud de onda de 280 nm.

Los datos se analizaron utilizando Empower2 (Waters), seguido por el calculo de la relaciéon de cada pico detectado.
[Ejemplo de Referencia 5] Medicion de la afinidad para IL6R y GPC3

Las interacciones entre un anticuerpo que se tenia como objetivo y hIL6R o GPC3 se analizaron utilizando Biacore
T100 (GE Healthcare). Se us6 HBS-EP+ (GE Healthcare) para el tampdon de corrida y la temperatura de medicion
fue de 25 °C. La Proteina A/G (Thermo Scientific) se inmovilizé en el Series S Sensor Chip CM5 (GE Healthcare)

mediante acoplamiento de aminas, y se usé como chip. Se capturé un anticuerpo que se tenia como objetivo en el
chip y se hizo interactuar con cada antigeno diluido con un tampén de corrida. Los anticuerpos capturados en el chip
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se lavaron por reaccion con glicina-HCI 10 mM (pH 1,5) para regenerar el chip, para usarlo repetidamente.

La constante de disociacion (KD) de cada anticuerpo para antigeno se calculé llevando a cabo un analisis cinético de
los resultados de la medicion por Biacore. De manera mas especifica, la constante de asociacién ka (L/mol/s) y la
constante de disociaciéon kd (1/s) se calcularon mediante sensogramas de ajuste global obtenidos midiendo con el
programa informatico Biacore Evaluation en un modelo de union 1:1 de Langmuir, seguido del calculo de la
constante de disociacion KD (mol/l) a partir de esos valores.

Aplicabilidad industrial

El método proporcionado por la presente invencidon permite regular la asociacion sin alterar la estructura, funcion,
actividad y similares del polipéptido original (anticuerpo), y es extremadamente util dado que precisa solo un
pequefio numero de sustituciones de aminoacidos. Ademas, el método tiene poca influencia sobre la antigenicidad.

El uso de la presente invencion permite la adquisicion eficaz de anticuerpos biespecificos que, concretamente,
retienen la actividad.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

<120> MOLECULAS DE UNION A ANTIGENOS PARA REGULAR LA INTERACCION ENTRE LA CADENA
PESADA'Y LA CADENA LIGERA

<130> C1-A1105P

<150> JP 2011-238873
<151> 31-10-2011

<160> 79

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 328

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val
145

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val
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Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
150

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

49

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu
155

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
160
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Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210>2

<211> 328
<212> PRT

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>2

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325
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Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

50

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
275

Thr

vVal

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr
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Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Ala

55

vVal

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
280

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

52

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe
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Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210>3

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>3
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

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

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
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Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210>4

<211> 328

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325
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Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

170

Arg Val Val Ser
185

Lys Glu Tyr Lys
200

Glu Lys Thr Ile

Tyr Thr Leu Pro
235

Leu Thr Cys Leu
250

Trp Glu Ser Asn
265

Val Leu Asp Ser
280

Asp Lys Ser Arg

His Glu Ala Leu
315

Pro

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 4

54

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45
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Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

50

Ser

Ile

Vval

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

ES 2 732 712

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

56

Glu

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

T3

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn



ES 2 732 712 T3

290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210>5

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>5

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

57



10

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210>6

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<211> 328
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 732 712

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>6

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

1

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
20

5

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Phe

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

T3

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Glu
15

10

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
30

25

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

35

40

58

45



Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

ES 2 732 712 T3

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val
295

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

59

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp
300

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn



ES 2 732 712 T3

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210>7

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>7

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val Asp Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

60



ES 2 732 712 T3

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210>8

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>8

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

61



Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Thr

Vval

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Lys

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

ES

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val
295

732 712

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

62

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

T3

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Vval

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp
300

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn



ES 2 732 712 T3

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210>9

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>9

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Glu Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

63



10

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210> 10
<211> 328

<212> PRT

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 10

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 732 712 T3

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

64

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

Thr

Ser

Glu

35

His

ES 2 732 712 T3

Lys Gly Pro Ser Val
5

Gly Gly Thr Ala Ala
20

Pro Val Thr Val Ser
40

Thr Phe Pro Ala Val

Phe Pro
10

Leu Gly
25

Trp Asn

Leu Glu

65

Leu

Cys

Ser

Ser

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

45

Ser Gly

Ser

Glu

30

Leu

Leu

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

vVal

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Val

vVal

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

ES 2

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val
295

732 712

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

66

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

T3

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp
300

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Thr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn



10

ES 2 732 712 T3

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
315

305

310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210> 11
<211> 328
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 11

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

67

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Glu

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Glu

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

320
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His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210> 12
<211> 328

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 732 712 T3

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 12

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

68

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val
50

Thr

Ser

Glu

35

His

ES 2 732 712 T3

Lys Gly Pro Ser Val
5

Gly Gly Thr Ala Ala
20

Pro Val Thr Val Ser
40

Thr Phe Pro Ala Val
55

Phe Pro Leu Ala Pro

10

Leu Gly Cys Leu Val

25

Trp Asn Ser Gly Ala

Leu Glu Ser Ser Gly

69

60

45

Ser Ser
15

Glu Asp
30

Leu Thr

Leu Tyr

Lys

Tyr

Ser

Ser
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Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

70
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305 310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210> 13
<211>107

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
1 5 10

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
20 25

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
35 40

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
85 90

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
100 105

<210> 14

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 14

71

T3

315

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

320

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210> 15
<211>107
<212> PRT

Thr Val

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

2 732

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 15

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

712 T3

Phe

Val

25

Trp

Thr

Glu

Val

Gly
105

72

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
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ES 2 732 712
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
1 5 10
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
20 25
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
35 40
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
50 55
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Lys Leu
65 70
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
85 90
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
100 105
<210> 16
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente
<400> 16
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
1 5 10
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
20 25
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
35 40
Ser Gly Asn Ser Glu Glu Ser Val Thr Glu
50 55
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
65 70
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
85 90
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu

100

105

73

T3

Phe

Cys

val

Gln

Ser

75

His

Cys

Phe

Cys

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asp

Gln Asp

Ser Lys

75

His

Cys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



10

15
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<210> 17
<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 17
Arg
1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

<210> 18
<211>107

<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Ala

Gly

Ala

Lys

Ser

Tyr
85

ES 2 732

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

712 T3

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
105

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 18

100

74

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210>19
<211>107
<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 19

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

75

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro Ser

Leu Asn
30

Asn Ala

45

Ser Lys

Ala Asp

Gly Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Lys

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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Arg Thr

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

Thr Tyr
65

Lys His

Pro Val

<210> 20
<211> 107
<212> PRT

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

732 712 T3

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 20

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

76

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Lys

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



10

15

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

<213> Secuencia artificial

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

2 732 712 T3

Ser

Ala

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

Arg
1
Gln
Tyr
Ser
Thr
65
Lys
Pro
<210>21
<211> 107
<212> PRT
<220>
<400>21
Arg
1
Gln
Tyr
Ser
Thr
65
Lys
Pro
<210> 22
<211> 107

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

vVal

val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

vVal

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Gln
40

Val

Leu

Glu

Arg

val

Lys

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

Phe

val
25

Trp

Thr

Thr

val

Gly
105

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

val

Gly
105

77

Ile Phe Pro Pro

10

Val Cys Leu Leu Gl

30
Lys Val Asp Asn Al
45
Glu Gln Asp Ser
60
Leu Ser Lys Ala As
75

Thr His Gln Gly

90

Glu Cys

Ile Phe Pro Pro Ser
10
Val Cys Leu Leu Asn

30
Lys Val Asp Asn Ala
45
Glu Gln Asp Ser Lys
60
Leu Ser Lys Ala Asp
75

Thr His Gln Gly Leu
90

Glu Cys

Ser Asp Glu

15

u Asn Phe

a Leu Gln

Lys Asp Ser

p Tyr Glu
80

Leu Ser Ser

95

Asp Glu
15

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

80

Ser Ser
95
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ES 2 732 712 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 22

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val
1 5

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Glu
20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu
85

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
105

100

<210> 23

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 23

78

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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Arg Thr Val Ala

Gln Leu Lys Ser
20

Tyr Pro Arg Glu
35

Ser Gly Asn Ser

Thr Tyr Ser Leu
65

Lys His Lys Val

Pro Val Thr Lys
100

<210> 24

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

2 732

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 24

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

712 T3

Phe

Val

25

Trp

Asp

Thr

Val

Gly
105

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

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

20

25

30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

79
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15

35

Ser Gly Asn

50

Thr Tyr Ser

65

Lys

Pro

<210> 25
<211>107
<212> PRT

His Lys

Val

Thr

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 25

Arg
1

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210> 26
<211>107
<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

732 712 T3

40 45

Val His Glu Gln Asp Ser Lys Asp
60

Ser

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

75

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
90 95

Arg Gly Glu Cys
105

Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
10 15

Ser Val Val Cys Lys Leu Asn Asn
25 30

Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
40 45

Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
60

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
75

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
90 95

Arg Gly Glu Cys
105

80

80

Ser

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser



10

15

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 26

Arg
1

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

<210> 27
<211>107

<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 27

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

81

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Glu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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ES 2 732 712 T3

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala
20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
35

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser
50 55

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys

85

Val

Lys

Gln

40

Val

Leu

Glu

Phe

Val

25

Trp

Thr

Lys

Val

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

90

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
105

100

<210> 28

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 28

82

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp Glu
15

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

80

Ser Ser

95
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Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210> 29
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2 732

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 29

Val

Glu

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

712 T3

Phe

Val

25

Trp

Thr

Glu

Val

Gly
105

Ile

10

vVal

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
15

1

5

10

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Lys Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
25

20

83

30
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15

Tyr Pro Arg

35

Ser Gly Asn

50

Thr Tyr Ser

65

Lys His Lys

Pro Val Thr

<210> 30

<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Lys

Ser

Tyr

85

Ser

ES

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

2 732

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 30

Arg Thr

1

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

50

Thr Tyr
65

Lys His

Pro Val

<210>31

<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val Ala

Lys Ser

20

Arg Glu

35

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

Thr Lys

Ala

Gly

Ala

Glu

Ser

Tyr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ser Val

Ala Glu

Val Gln

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

712 T3

Trp

Thr

Val

Gly
105

Ile

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

10

25

40

Ser Val

55

70

85

100

Ser

Ala

Phe

Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg

Trp

Thr

Glu

Val

Gly

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

Val Asp Asn

Gln Asp Ser

60

Ser Lys Ala

75

His Gln Gly

Cys

Phe Pro

Cys Leu

Val Asp

Gln Asp

60

Ser Lys

75

90

105

84

Glu

His Gln

Cys

45

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ala

Lys

Asp

Leu

95

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

80

Ser Ser

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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15

ES 2 732 712 T3

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 31

Arg
1

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210> 32
<211>107

<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 32

Val

Lys

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Phe

Val

25

Trp

Thr

Lys

Val

Gly
105

85

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Lys

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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ES 2 732 712 T3

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala
20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val
35

Ser Gly Asn Ser Lys Glu Ser
50 55

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys
85

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn
100

<210> 33

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 33

Val

Lys

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

86

Phe

Val

25

Trp

Thr

Lys

Val

Gly
105

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser
75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Lys

Phe

Gln

Ser

Glu
80

Ser
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Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Lys

Pro

<210> 34
<211> 115
<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Glu

Ser

Tyr

85

Ser

ES 2 732

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val

Glu

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

712 T3

Phe

Val

25

Trp

Thr

Glu

Val

Gly
105

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

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

1

5

10

15

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

20

25

30

Glu Met His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp TIle

35

40

87

45



ES 2 732 712 T3

Gly Ala Ile Asp Pro Lys Thr Gly Asp Thr Ala Tyr Ser Glu Ser Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Arg Phe Tyr Ser Tyr Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 35

<211> 112

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Gln Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu
100 105 110

<210> 36

<211> 119

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

88



Gln Val Gln

Thr Leu Ser

His Ala Trp

Ile Gly Tyr
50

Lys Ser Arg
65

Leu Arg Leu

Ala Arg Ser

Ser Leu Val
115

<210> 37

<211> 107

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Val

Ser

Leu

100

Thr

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

Val

ES

Glu

Cys

Val

Tyr

Met

70

Val

Arg

Ser

2 732 712 T3

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Leu

Thr

Thr

Ser

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Ala

Ala
105

89

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Met

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Arg

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Ser
15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gln

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly
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Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

<210> 38
<211> 328
<212> PRT

Ile

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr
85

ES

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

2 732

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

712 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

<213> Secuencia artificial

<220>

100

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 38

90

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Gly

Gly

val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

vVal

val

165

Ser

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Ser

Ala

vVal

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

vVal

Tyr

vVal

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
185

91

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
190

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu
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ES 2 732 712

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
195 200

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
210 215

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys
225 230

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
245

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
260

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
275 280

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
290 295

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
305 310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

<210> 39

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 39

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

265

Leu

Lys

Glu

92

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

T3

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Gly

Gly

Val

Phe

Val

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

93

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

10

Gly

Asn

Lys

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr



65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val
305

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

135

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

ES 2 732 712

70

Val Asn His Lys
85

Lys Ser Cys Asp

Leu Leu Gly Gly
120

Thr Leu Met Ile
135

Val Ser His Glu
150

Val Glu Val His
165

Ser Thr Tyr Arg

Leu Asn Gly Lys
200

Ala Pro Ile Glu
215

Pro Gln Val Cys
230

Gln Val Ser Leu
245

Ala Val Glu Trp

Thr Pro Pro Val
280

Leu Thr Val Asp
295

Ser Val Met His
310

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

T3

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325

94

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Vval

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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<210> 40

<211> 328

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 40

Ala Ser Thr Lys Gly Pro

Ser Thr Ser Gly Gly Thr
20

Phe Pro Glu Pro Val Thr
35

Gly Val His Thr Phe Pro
50

Leu Ser Ser Val Val Thr
65 70

Tyr Ile Cys Asn Val Asn
85

Lys Val Glu Pro Lys Ser
100

Pro Ala Pro Glu Leu Leu
115

Lys Pro Lys Asp Thr Leu
130

Val Val vVal Asp Val Ser
145 150

Tyr Val Asp Gly Val Glu
165

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
180

His Gln Asp Trp Leu Asn

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

95

Pro

10

Gly

Asn

Glu

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn
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Lys

Gln
225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val
305

Gln

<210>41
<211> 328
<212> PRT

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

2 732

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 41

200

Glu

Cys

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

712 T3

Lys

Thr

Trp

Glu

265

Leu

Lys

Glu

96

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Gly

Gly

Val

Phe

Val

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

97

Pro

10

Gly

Asn

Glu

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Ser

Glu

30

Leu

Leu

Thr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
80



Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210> 42

Ile

Val

Ala

Pro

130

vVal

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

ES 2 732 712 T3

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

Val

310

Leu

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Cys

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

265

Leu

Lys

Glu

325

98

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

Vval

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<211> 328
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 732 712 T3

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 42

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Ser

Thr

Pro

Vval

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
195

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Gly

5

Gly

Val

Phe

vVal

val

85

Lys

Leu

Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Ser

Ala

Val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Val Phe

Ala Leu
25

Ser Trp
40

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro

Asp Lys

105

Gly Pro
120

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val

185

Lys Glu
200

99

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Leu Ala Pro

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

vVal

Cys

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
205

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn



10

Lys

Gln
225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val
305

Gln

<210> 43
<211> 328
<212> PRT

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Val

290

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

ES 2 732 712

Ala Pro

Pro Gln
230

Gln Val
245

Ala Vval

Thr Pro

Leu Thr

Ser Val

310

Ser Leu
325

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 43

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser Val

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Gly Pro Ser

Gly Thr Ala

Val Thr Vval

Phe Pro Ala

val

Ala

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Phe

Leu

Lys

Thr

Ser

Glu

265

Leu

Lys

Glu

25

40

55

Val Thr Val

70

val

Pro

100

Trp

Leu

Ser

T3

Thr Ile

Leu Pro
235

Cys Ala

250

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu
315

Pro Leu Ala
10

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

Lys Ser Ser

60

Ser Ser Leu

75

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Lys Gly

Cys Glu
240

Phe Tyr

255

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
320

Ser Lys

15

Asp Tyr

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr

80



Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

<210> 44
<211> 328
<212> PRT

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

val

290

Phe

Lys

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 732 712 T3

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

val

310

Leu

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Lys Pro

Asp Lys
105

Gly Pro
120

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val

185

Lys Glu

200

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Ser

Trp Glu

265

Val Leu

280

Asp Lys

His Glu

Pro

101

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Asp

Trp
300

His

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Cys

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<220>

ES 2 732 712 T3

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 44

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

vVal

145

Tyr

Glu

His

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
195

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Ser

Ala

val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

vVal

Tyr

Gly

Val Phe

Ala Leu
25

Ser Trp
40

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro

Asp Lys

105

Gly Pro
120

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg Val

185

Lys Glu
200

102

Pro

10

Gly

Asn

Glu

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
205

Ser

Glu

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn



10

Lys Ala

210

Gln Pro
225

Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Val

290

Val Phe
305

Gln Lys

<210> 45
<211> 328
<212> PRT

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

vVal

310

Leu

2 732

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 45

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys Gly

Gly Gly

20

Pro Val

Thr Phe

Val Vval

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

712 T3

Lys

Thr

Ser

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

103

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Pro

10

Gly

Asn

Glu

Ser

Ile

Pro

235

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Ser Lys Ala

220

Pro Ser Arg

Val Lys Gly

Gly Gln Pro

Lys

Cys

Phe

Gly

Glu

240

255

270

Asp Gly Ser

285

Trp Gln Gln

300

His Asn His

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala
45

Ser Gly
60

Leu Gly

Ser

Glu

Leu

Leu

Thr

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

320

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
80



Tyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210> 46
<211> 119

Ile

val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Val

290

Phe

Lys

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

vVal

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

Val

310

Leu

2 732 712 T3

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Ser

Glu

265

Leu

Lys

Glu

104

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Cys

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



10

15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 46

Gln
1

Thr

His

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Ser

<210> 47
<211>119
<212> PRT

Val

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Arg

Arg

Leu

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Val
115

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Val

Ser

Leu

100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 47

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

Val

ES 2 732 712 T3

Glu

Cys

Val

Tyr

Met

70

Val

Arg

Ser

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Leu

Thr

Thr

Ser

Gly

Val

Lys

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Ala

Ala
105

105

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

Met

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Arg

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Ser
15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gln

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly



10

Gln

Thr

His

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Ser

<210> 48

<211>115
<212> PRT

Val

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Arg

Arg

Leu

Gln

Ser

Trp
35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Val
115

Leu

Leu
20

Ser

Ile

Val

Ser

Leu

100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 48

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

Val

ES 2 732 712 T3

Glu

Cys

Val

Tyr

Met

70

Val

Arg

Ser

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Leu

Thr

Thr

Ser

Gly

Val

Glu
40

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Ala

Ala
105

106

Gly
10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90

Met

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser
75

Thr

Asp

Val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Arg

Ile

Gly
45

Asn

Asn

Val

Trp

Pro

Thr
30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Ser
15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gln

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly



10

Gln

Ser

Glu

Gly

Gln

65

Met

Thr

Val

<210> 49
<211>115
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Val

Met

Ala

50

Asp

Glu

Arg

Ser

Gln

Thr

His

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser
115

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr
100

Val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Ser

ES 2 732 712 T3

Gln

Cys

Arg

Lys

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Lys

Thr

55

Thr

Thr

Thr

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 49

Gly

Ala

Pro

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

107

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Val

Tyr

Glu

Ala

Ser

75

Thr

Gln

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



10

Gln

Ser

Glu

Gly

Gln

65

Met

Thr

Val

<210> 50

<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Val

Met

Ala

50

Asp

Glu

Arg

Ser

Gln

Thr

His

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser
115

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr
100

Val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Ser

ES 2 732

Gln

Cys

Arg

Lys

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Glu

Thr

55

Thr

Thr

Thr

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 50

Gly

Ala

Pro

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

712 T3

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

Val

Tyr

Glu

Ala

Ser

75

Thr

Gln

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

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

1

5

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
25

20

30

Leu Asn Trp Tyr Gln Glu Lys Pro Gly Lys Ala Prc Lys Leu Leu Ile
35

40

108

45
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15

20

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

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

Tyr Thr Ser

50

Gly Ser Gly

Asp Ile Ala

Phe Gly Gln

100

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg Leu His

Thr Asp Phe

Thr Tyr Tyr

85

Gly Thr Lys

ES 2 732 712 T3

70

55

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400>51

Asp
1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 52
<211> 112
<212> PRT

Ile

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Lys

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 52

Ser Gly Val

Thr Phe Thr

Cys Gln Gln

90

Val Glu Ile

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

105

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Phe Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

109

Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
95

Lys

Leu Ser Ala Ser Val Gly
15

Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
30

Ala Pro Lys Leu Leu Tle
45

Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
95

Lys
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Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

<210> 53
<211> 112
<212> PRT

Ile Val

Pro Ala

Arg Asn
35

Gln Leu

50

Arg Phe

Arg Val

His Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

ES

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

2 732

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 53

Asp Ile

Glu Pro

Asn Arg

Pro Gln

50

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Vval

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Pro

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro Leu

Gln Ala
25

Trp Tyr

40

Val Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gln

105

Pro Leu

Gln Ala
25

Trp Tyr
40

vVal Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Gln
105

110

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gly

712 T3

Leu

Glu

Glu

Arg

Asp

Pro Val

Ser Leu

Lys Pro

45

Phe Ser

60

75

Leu

Glu

Lys

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

val Thr

Leu Val
30

Pro Gly
45

Ser Gly

Thr Leu

Cys Ser

Vval Glu
110

Thr

Val
30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Pro
15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Glu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Glu
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15
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<210> 54
<211>125

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125

<210> 55

<211> 115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 55

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

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

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

111
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Gly

Lys

ES

Ala Ile Asp Pro Lys

50

65

Met

Thr

Val

<210> 56

<211> 328
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Arg Val Thr Leu

70

Glu Leu Ser Ser Leu

85

Arg Phe Tyr Ser Tyr

100

Ser Ser

115

2 732 712 T3

Thr

55

Thr

Thr

Thr

<223> una secuencia sintetizada artificialmente

<400> 56

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Thr Lys Gly Pro Ser

Ser Gly Gly Thr Ala
20

Glu Pro Val Thr Vval
35

His Thr Phe Pro Ala
55

Ser Val Val Thr Vval
70

Cys Asn Val Asn His
85

Glu Pro Lys Ser Cys
100

Pro Glu Ala Ala Gly
115

val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
120

Gly

Ala

Ser

Tyr

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

112

Thr Ala Tyr Ser Gln Lys

60

Phe

Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

75

80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

Gly Gln Gly Thr Leu Val

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
125

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

110

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

95

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Thr



Lys Pro
130

Val Vval
145

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

Lys Ala
210

Gln Pro
225

Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr
290

Val Phe
305

Gln Lys

<210> 57
<211>109
<212> PRT

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Ala

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 57

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 732 712

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

113

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

T3

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Glu

1

Thr

Asn

Leu

Ser
65

Gln

Leu

<210> 58
<211> 112
<212> PRT

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Thr

Trp

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

Val

<213> Homo sapiens

<400> 58

Asp Ile

1

Glu Pro

Asn Arg

Pro Arg

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

5

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe
100

100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

Thr

Trp

Thr

Ile

Glu

85

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

Val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Arg

Gln

Lys

55

Asp

Ile

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

10

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Phe

Lys
105

10

90

105

114

Ser

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Gly

Asp

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

His

Val

60

Thr

Leu

Val

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

45

Pro

Ile

Trp

Leu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

15

Thr

30

Phe

Ala

Thr

Tyr

15

95

110

Pro

His

Gln

Val

Lys

Gln

Ile

Thr

Thr

Arg

Gly

Ser
95

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Asn

Lys



<210> 59

<211> 447

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

ES 2 732 712 T3
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Gln

Thr

His

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
225

Val

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Arg

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Gln

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Ser

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Leu

Leu

20

Ser

Ile

val

Ser

Leu

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

ES

Glu

Cys

val

Tyr

Met

70

Val

Arg

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Leu

Thr

Thr

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

732 712 T3

Gly

vVal

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Ala

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

116

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu
235

Val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Arg

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro
240



Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

<210> 60

<211> 214
<212> PRT

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

<213> Homo sapiens

<400> 60

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

5

ES

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

2 732

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Pro

712 T3

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
15

117

10
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210>61
<211> 443
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 61

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

118



Ser

Glu

Gly

Gln

65

Met

Thr

val

Ser

Lys

145

Leu

Leu

Thr

val

Pro

225

Phe

Vval

Val

Met

Ala

50

Asp

Glu

Arg

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

Thr

His

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

Vval
260
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Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Ser

Thr

Pro

val

165

Ser

Ile

val

Ala

Pro

245

Val

Cys

Arg

Lys

Leu

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro

230

Lys

vVal

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Thr

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Ala

Pro

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

120

Gly

val

Phe

Val

Val

200

Lys

Leu

Thr

vVal

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
265

119

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Ser

Ala

val

Ala

170

Val

His

Cys

Gly

Met

250

His

Tyr

Glu

Ala

Ser

75

Thr

Gln

val

Ala

Ser

155

val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

vVal

Thr

Glu
270

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

255

Val

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys
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Phe

Pro

Thr

305

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

<210> 62
<211> 219
<212> PRT

Asn

Arg

290

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

<213> Homo sapiens

<400> 62

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

420

Gln

Val

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

ES 2 732

Asp

Tyr

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

712 T3

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Pro

Thr

Val

425

Leu

Val

Tyr

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

Ser

His Asn Ala
285

Arg Val Val
300

Lys Glu Tyr
315

Glu Lys Thr

Tyr Thr Leu

Leu Thr Cys
365

Trp Glu Ser
380

Val Leu Asp

395

Asp Lys Ser

His Glu Ala

Pro

Lys Thr Lys

Ser Val Leu

Lys Cys Lys

320

Ile Ser Lys

335

Pro Pro Ser

350

Leu Val Lys

Asn Gly Gln

Ser Asp Gly

400

Arg Trp Gln

415

Leu His Asn
430

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Gln Ala Ser Glu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Arg Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

120



ES 2 732 712 T3

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Asn
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 63
<211>102

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 63

Ala Ser Pro Thr Ser Pro Lys Val Phe Pro Leu Ser Leu Cys Ser Thr
1 5 10 15

Gln Pro Asp Gly Asn Val Val Ile Ala Cys Leu Val Gln Gly Phe Phe
20 25 30

Pro Gln Glu Pro Leu Ser Val Thr Trp Ser Glu Ser Gly Gln Gly Val
35 40 45

121
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Thr Ala Arg Asn Phe Pro Pro Ser Gln Asp Ala Ser Gly Asp Leu Tyr
50 55 60

Thr Thr Ser Ser Gln Leu Thr Leu Pro Ala Thr Gln Cys Leu Ala Gly
65 70 75 80

Lys Ser Val Thr Cys His Val Lys His Tyr Thr Asn Pro Ser Gln Asp
85 90 95

Val Thr Val Pro Cys Pro
100

<210> 64

<211> 102

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 64

Ala Ser Pro Thr Ser Pro Lys Val Phe Pro Leu Ser Leu Asp Ser Thr
1 5 10 15

Pro Gln Asp Gly Asn Val Val Val Ala Cys Leu Val Gln Gly Phe Phe
20 25 30

Pro Gln Glu Pro Leu Ser Val Thr Trp Ser Glu Ser Gly Gln Asn Val
35 40 45

Thr Ala Arg Asn Phe Pro Pro Ser Gln Asp Ala Ser Gly Asp Leu Tyr
50 55 60

Thr Thr Ser Ser Gln Leu Thr Leu Pro Ala Thr Gln Cys Pro Asp Gly
65 70 75 80

Lys Ser Val Thr Cys His Val Lys His Tyr Thr Asn Pro Ser Gln Asp
85 90 95

Val Thr Val Pro Cys Pro
100

<210> 65

<211> 101

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 65

Ala Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro Ile Ile Ser Gly Cys Arg
1 5 10 15

122
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15

His Pro

Tyr His

Gln Pro
50

Met Thr
65

Glu Tyr

Ile Phe

<210> 66
<211>103
<212> PRT

Lys

Pro

35

Gln

Ser

Lys

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 66

Ala Ser
1

Asn Ile

Gly Tyr

Gln Met

Val Asp

<210> 67
<211>98
<212> PRT

Thr

Pro

Phe

35

Thr

Ala

Phe

Asn

<213> Homo sapiens

Asp

20

Thr

Arg

Ser

Cys

Trp
100

Gln

Ser

20

Pro

Thr

Thr

Thr

Lys
100

Asn

Ser

Thr

Gln

Val

85

Pro

Ser

Asn

Glu

Met

Ile

Cys

85

Thr

ES 2 732 712 T3

Ser

Val

Phe

Leu

70

Val

Pro

Ala

Pro

Thr

Ser

70

Arg

Phe

Pro

Thr

Pro

55

Ser

Gln

Ser

Thr

Val

Leu

55

Leu

Val

Ser

Val Vval
25

Val Thr

40

Glu Ile

Thr Pro

His Thr

Val Phe

Ser Val

25

Met Val

40

Pro Ala

Leu Thr

Ala His

123

Leu

Trp

Gln

Leu

Ala
90

Pro

10

Thr

Thr

Thr

Val

Thr
90

Ala

Tyr

Arg

Gln

75

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

Ser

75

Pro

Cys

Met

Arg

60

Gln

Lys

Thr

Gly

Asp

Leu

60

Gly

Ser

Leu

Gly

45

Asp

Trp

Ser

Arg

Cys

Thr

45

Thr

Ala

Ser

Ile

30

Thr

Ser

Arg

Lys

Cys

Leu

30

Gly

Leu

Trp

Thr

Thr

Gln

Tyr

Gln

Lys
95

Cys

15

Ala

Ser

Ser

Ala

Asp
95

Gly

Ser

Tyr

Gly

Glu

Lys

Thr

Leu

Gly

Lys

80

Trp
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<400> 67

Ala
1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Tyr

Lys

<210> 68
<211>98
<212> PRT

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

<213> Homo sapiens

<400> 68

Ala
1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val
85

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val
85

ES

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

2 732

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

712 T3

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

124

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys
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15

ES 2 732 712 T3

<210> 69
<211> 98
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 69
Ala Ser Thr Lys Gly
1 5
Ser Thr Ser Gly Gly
20
Phe Pro Glu Pro Val
35
Gly Val His Thr Phe
50
Leu Ser Ser Val Val
65
Tyr Thr Cys Asn Val
85
Arg Val
<210>70
<211> 98
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 70
Ala Ser Thr Lys Gly
1
Ser Thr Ser Glu Ser
20
Phe Pro Glu Pro Val
35
Gly Val His Thr Phe
50
Leu Ser Ser Val Val
65
Tyr Thr Cys Asn Val
85
Arg Val

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Asp

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Vval

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

125

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
95

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
80

Lys
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15

<210>71
<211>104
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Gly
1

Ser

Phe

Asp

Tyr
65

Gly

Lys

<210>72
<211>107
<212> PRT

Ser

Pro

Leu

Ile

50

Ala

Thr

Glu

Ala

Ser

Pro

35

Ser

Ala

Asp

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 72

Ser

Asp

20

Asp

Ser

Thr

Glu

Asn
100

Ala

Thr

Ser

Thr

Ser

His

85

Val

ES 2 732 712 T3

Pro

Ser

Ile

Arg

Gln

70

Val

Pro

Thr

Ser

Thr

Gly

Val

Val

Leu

Leu

Val

Leu

40

Phe

Leu

Cys

Pro

Phe

Ala

25

Ser

Pro

Leu

Lys

126

Pro

10

Val

Trp

Ser

Pro

Val
90

Leu

Gly

Lys

Val

Ser

75

Gln

Val

Cys

Tyr

Leu

Lys

His

Ser

Leu

Lys

45

Arg

Asp

Pro

Cys

Ala

30

Asn

Gly

Val

Asn

Glu

15

Gln

Asn

Gly

Met

Gly

Asn

Asp

Ser

Lys

Gln

80

Asn
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Arg

Gln

Tyr

Ser

Pro

<210> 73
<211> 106

<212> PRT

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 73

Gly

1

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

Gln

Glu

Tyr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Pro

35

Ala

Ala

Arg

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

ES 2 732 712 T3

Pro

Thr

Lys

Glu

Ala

Phe

Asn

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Thr

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Thr

Ala

Val

40

Thr

Leu

Gln

Glu

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Val

Thr

25

Ala

Lys

Ser

Val

Cys
105

127

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Thr

10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Phe

Cys

Val

Gln

His

Cys

Leu

Val

Lys

Ser

Thr

75

His

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Phe

Cys

Ala

Lys

60

Pro

Glu

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Gln

Ser

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

80

Val
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15

<210>74

<211> 106

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 74

ES 2 732 712 T3

Gly Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser

1

Glu Glu Leu

Phe Tyr Pro
35

Val Lys Ala
50

Lys Tyr Ala
65

Ser His Arg

Glu Lys Thr

<210> 75

<211> 106

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 75

5

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
100

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Thr

Ala

Val

40

Thr

Leu

Gln

Glu

128

10

Thr

25

Ala

Thr

Ser

val

Cys
105

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Val

Lys

Ser

Thr

75

His

Cys

Ala

Lys

60

Pro

Glu

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

15

Ile

30

Ser

Ser

Gln

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Asp

Pro

Asn

Lys

80

val
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Gly

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

<210> 76

<211> 106
<212> PRT

Gln

Glu

Tyr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Pro

35

Ala

Ala

Lys

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 76

Gly

1

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

Gln

Glu

Tyr

Asn

50

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Pro

35

Thr

Ala

Arg

Thr

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
100

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
100

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

ES

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

2 732

Pro Ser

Lys Ala

Thr Val

40

Thr Thr
55
Tyr Leu

Cys Gln

Thr Glu

Pro Ser

Lys Ala

Lys Val

40

Thr Thr
55
Tyr Leu

Cys Gln

Ala Glu

712 T3

Val

Thr

25

Ala

Thr

Ser

Val

Cys
105

Val

Thr

25

Ala

Thr

Ser

Val

Cys
105

129

Thr

10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Thr

10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Leu Phe

Val Cys

Lys Ala

Ser Lys
60

Thr Pro
75

His Glu

Leu Phe

Val Cys

Lys Ala

Ser Lys
60

Thr Pro
75

His Glu

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

Pro

Ile

30

Ser

Ser

Gln

Ser

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Gln

Ser

Ser

15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Ser

15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

80

Val

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

80

Val
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<210> 77
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Gly
1

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

<210> 78
<211> 1731
<212> ADN

Gln

Glu

Tyr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Pro

35

Val

Ala

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 78

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

ES 2 732 712 T3

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

100

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Ala

Ser Val

Ala Thr

25

Val Ala

40

Thr Lys

Leu Ser

Arg Val

Glu Cys

130

Thr

10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Leu

Val

Lys

Ser

Thr

75

His

105

Phe

Cys

Ala

Lys

60

Pro

Glu

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

Pro

Val

30

Gly

Ser

Gln

Ser

Ser

15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

80

Val
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aactgcagcg ccggggetgg gggaggggag cctactcact cccccaacte cecgggeggtg 60
actcatcaac gagcaccagc ggccagaggt gagcagtccc gggaaggggc cgagaggcgg 120
ggccgcecagg tcgggcaggt gtgegetceg cccegecgeg cgcacagage gctagtecett 180
cggcgagcga gcaccttcga cgeggtcegg ggaccccecte gtegetgtee tceccgacgeg 240
gacccgegtg cceccaggect cgegetgece ggeceggetee tegtgtecca cteceggege 300
acgecccteee gegagteeceg ggeccectece gegeccectet tetecggegeg cgegcagceat 360
ggcgccceceg caggtccteg cgtteggget tectgettgee geggecgacgg cgacttttge 420
cgcagctcag gaagaatgtg tctgtgaaaa ctacaagctg gccgtaaact getttgtgaa 480
taataatcgt caatgccagt gtacttcagt tggtgcacaa aatactgtca tttgctcaaa 540
gctggctgee aaatgtttgg tgatgaaggce agaaatgaat ggctcaaaac ttgggagaag 600
agcaaaacct gaaggggccc tccagaacaa tgatgggcett tatgatcctg actgecgatga 660
gagcgggctce tttaaggcca agcagtgcaa cggcacctcce atgtgetggt gtgtgaacac 720
tgctggggtc agaagaacag acaaggacac tgaaataacc tgctctgagce gagtgagaac 780
ctactggatc atcattgaac taaaacacaa agcaagagaa aaaccttatg atagtaaaag 840
tttgcggact gcacttcaga aggagatcac aacgcgttat caactggatc caaaatttat 900
cacgagtatt ttgtatgaga ataatgttat cactattgat ctggttcaaa attcttctca 960
aaaaactcag aatgatgtgg acatagctga tgtggcttat tattttgaaa aagatgttaa 1020
aggtgaatcc ttgtttcatt ctaagaaaat ggacctgaca gtaaatgggg aacaactgga 1080
tctggatcct ggtcaaactt taatttatta tgttgatgaa aaagcacctg aattctcaat 1140
gcagggtcta aaagctggtg ttattgectgt tattgtggtt gtggtgatag cagttgttge 1200
tggaattgtt gtgctggtta tttccagaaa gaagagaatg gcaaagtatg agaaggctga 1260
gataaaggag atgggtgaga tgcataggga actcaatgca taactatata atttgaagat 1320
tatagaagaa gggaaatagc aaatggacac aaattacaaa tgtgtgtgcg tgggacgaag 1380
acatctttga aggtcatgag tttgttagtt taacatcata tatttgtaat agtgaaacct 1440
gtactcaaaa tataagcagc ttgaaactgg ctttaccaat cttgaaattt gaccacaagt 1500
gtcttatata tgcagatcta atgtaaaatc cagaacttgg actccatcgt taaaattatt 1560
tatgtgtaac attcaaatgt gtgcattaaa tatgcttcca cagtaaaatc tgaaaaactg 1620
atttgtgatt gaaagctgcc tttctattta cttgagtctt gtacatacat acttttttat 1680
gagctatgaa ataaaacatt ttaaactgaa tttcttaaaa aaaaaaaaaa a 1731

<210>79

<211> 314

<212> PRT

<213> Homo sapiens

131



<400> 79

Met

1

Thr

Lys

Thr

Lys

65

Arg

Pro

Thr

Lys

Ile

145

Ser

Asp

Ile

Ala

Ala

Leu

Ser

50

Cys

Ala

Asp

Ser

Asp

130

Ile

Leu

Pro

Asp

Pro

Thr

Ala

35

Val

Leu

Lys

Cys

Met

115

Thr

Glu

Arg

Lys

Leu
195

Pro

Phe

20

Val

Gly

Val

Pro

Asp

100

Cys

Glu

Leu

Thr

Phe

180

Val

Gln

Ala

Asn

Ala

Met

Glu

85

Glu

Trp

Ile

Lys

Ala

165

Ile

Gln

ES 2 732 712 T3

Val

Ala

Cys

Gln

Lys

70

Gly

Ser

Cys

Thr

His

150

Leu

Thr

Asn

Leu

Ala

Phe

Asn

55

Ala

Ala

Gly

Val

Cys

135

Lys

Gln

Ser

Ser

Ala

Gln

Val

40

Thr

Glu

Leu

Leu

Asn

120

Ser

Ala

Lys

Ile

Ser
200

Phe

Glu

25

Asn

Val

Met

Gln

Phe

105

Thr

Glu

Arg

Glu

Leu

185

Gln

132

Gly

10

Glu

Asn

Ile

Asn

Asn

90

Lys

Ala

Arg

Glu

Ile

170

Tyr

Lys

Leu

Cys

Asn

Cys

Gly

75

Asn

Ala

Gly

Val

Lys

155

Thr

Glu

Thr

Leu

Val

Arg

Ser

60

Ser

Asp

Lys

Val

Arg

140

Pro

Thr

Asn

Gln

Leu

Cys

Gln

45

Lys

Lys

Gly

Gln

Arg

125

Thr

Tyr

Arg

Asn

Asn
205

Ala

Glu

30

Cys

Leu

Leu

Leu

Cys

110

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Val

190

Asp

Ala

15

Asn

Gln

Ala

Gly

Tyr

95

Asn

Thr

Trp

Ser

Gln

175

Ile

Val

Ala

Tyr

Cys

Ala

Arg

80

Asp

Gly

Asp

Ile

Lys

160

Leu

Thr

Asp



Ile

Leu

225

Asp

Pro

Val

Ser

Met
305

Ala

210

Phe

Leu

Glu

Val

Arg

290

Gly

Asp

His

Asp

Phe

Glu

Val

Ser

Pro

Ser

260

Val

Lys

Met

Ala

Lys

Gly

245

Met

Ile

Arg

His

ES

Tyr

Lys

230

Gln

Gln

Ala

Met

Arg
310

2 732

Tyr

215

Met

Thr

Gly

Val

Ala

295

Glu

Phe

Asp

Leu

Leu

Leu

712 T3

Glu

Leu

Ile

Lys

265

Ala

Tyr

Asn

133

Lys

Thr

Tyr

250

Ala

Gly

Glu

Ala

Asp

Val

235

Tyr

Gly

Ile

Lys

Val

220

Asn

Val

Val

Val

Ala
300

Lys

Gly

Asp

Ile

Glu

Gly

Glu

Glu

Ala

270

Leu

Ile

Glu

Gln

Lys

255

Val

Val

Lys

Ser

Leu

240

Ala

Ile

Ile

Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 732 712 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo IgG biespecifico que comprende dos tipos de regiones constantes de la cadena pesada CH1, CH1-
Ay CH1-B, y dos tipos de regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A y CL-B, en el que la asociacion de la
cadena pesada y la cadena ligera esta regulada de modo que se inhibe la asociacion de CH1-A y CL-B y/o la
asociacion de CH1-B y CL-A,

en donde

un conjunto o dos 0 mas conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos
de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a continuacion en la cadena pesada y la cadena ligera en el
anticuerpo biespecifico son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en la region constante de la cadena pesada (CH1) en la posicién 147
como se indica mediante la numeracion de EU, y el resto de aminoacido comprendido en la region constante de
la cadena ligera (CL) en la posicion 180 como se indica mediante la numeracion de EU;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la numeracion de
EUy,

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicién 160 como se indica mediante la numeracion de
EU,

en donde
los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de los restos de
aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacién:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

2. El anticuerpo biespecifico de la reivindicacién 1,

A) en donde, adicionalmente, los restos de aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados en
(d) a continuacion son restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 213 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 123 como se indica mediante la numeracién de
EU; y/o

B) en donde, adicionalmente, dos o mas restos de aminoacidos que forman una interfaz entre la region variable
de la cadena pesada y la regién variable de la cadena ligera son restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente de forma reciproca,

en particular

B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son un conjunto o dos
conjuntos de restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de
aminoacidos mostrados en (a) o (b):

(a) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 39 como se
indica mediante la numeracion de Kabat y el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la
cadena ligera en la posicion 38 como se indica mediante la numeracién de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la cadena pesada en la posicién 45 como se
indica mediante la numeracién de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicidon 44 como se indica mediante la numeracién de Kabat,

ylo
B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de los
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

3. Un método de produccion de un anticuerpo IgG biespecifico que comprende dos tipos de regiones constantes de
la cadena pesada CH1, CH1-A y CH1-B, y dos tipos de regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A y CL-B, en
el que la asociacién de la cadena pesada y la cadena ligera esta regulada de modo que se inhibe la asociaciéon de
CH1-A y CL-B y/o la asociacion de CH1-B y CL-A,

en donde el método comprende las etapas de (1) a (3) a continuacion:

(1) modificacién de los acidos nucleicos que codifican la region constante de la cadena pesada (CH1) y la region
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constante de la cadena ligera (CL), de modo que un conjunto o dos 0 mas conjuntos de restos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a
continuacion se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posiciéon 147 como se indica mediante la numeracién
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la
numeracion de EU;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 131 como se indica mediante la
numeracion de EU; y,

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracion
de EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la
numeracion de EU, en donde

los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de entre los restos
de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H);

(2) introduccién de los acidos nucleicos modificados en una célula hospedadora y el cultivo de la célula
hospedadora de modo que exprese los acidos nucleicos, y
(3) recogida del anticuerpo biespecifico de un cultivo de la célula hospedadora.

4. El método de produccion de un anticuerpo biespecifico de la reivindicacion 3,

A) que comprende adicionalmente en la etapa (1), la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos
de aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados en (d) a continuaciéon se repelen
eléctricamente entre si:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 123 como se indica mediante la numeracion de
EU; y/o

B) que comprende adicionalmente en la etapa (1) la modificacién de los acidos nucleicos de modo que dos o
mas restos de aminoacidos que forman la interfaz entre la regién variable de la cadena pesada y la region
variable de la cadena ligera sean restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca,

en particular

B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son restos de
aminoacidos de uno cualquiera de los conjuntos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos
de aminoacidos mostrados en (a) o (b) a continuacion:

(a) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 39 como se
indica mediante la numeracioén de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 45 como se
indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicidon 44 como se indica mediante la numeracion de Kabat.

ylo
B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

5. Un método para regular la asociacion de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo IgG biespecifico
que comprende dos tipos de regiones constantes de la cadena pesada CH1, CH1-A y CH1-B, y dos tipos de
regiones constantes de la cadena ligera CL, CL-A y CL-B, de modo que se inhibe la asociacion de CH1-A y CL-B y/o
la asociacion de CH1-B y CL-A, en donde el método comprende:

la modificacion de los acidos nucleicos de modo que un conjunto o dos o mas conjuntos de restos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos de aminoacidos mostrados en (a) a (c) a
continuacién sean restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(a) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 147 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 180 como se indica mediante la numeracién de
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EU;

(b) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicidon 147 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicién 131 como se indica mediante la numeracion de
EU;y

(c) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicién 175 como se indica mediante la numeracién de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 160 como se indica mediante la numeracion de
EU,

en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de restos de
aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacién:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

6. El método de la reivindicacion 5,

A) que comprende adicionalmente la modificacion de los acidos nucleicos de modo que los restos de
aminoacidos en el conjunto de restos de aminoacidos mostrados en (d) a continuaciéon sean restos de
aminodacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca:

(d) el resto de aminoacido comprendido en CH1 en la posicion 213 como se indica mediante la numeracion de
EU, y el resto de aminoacido comprendido en CL en la posicion 123 como se indica mediante la numeracién de
EU; y/o

B) en donde, adicionalmente, dos o mas restos de aminoacidos que forman la interfaz entre la regién variable de
la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera son restos de aminoacidos que se repelen
eléctricamente de forma reciproca,

en particular

B1) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca son restos de
aminoacidos de uno cualquiera de los conjuntos seleccionados del grupo que consiste en los conjuntos de restos
de aminoacidos mostrados en (a) o (b) a continuacion:

(a) el resto de aminoacido comprendido en la regién variable de la cadena pesada en la posicién 39 como se
indica mediante la numeracién de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posicién 38 como se indica mediante la numeracion de Kabat; o

(b) el resto de aminoacido comprendido en la regidn variable de la cadena pesada en la posicién 45 como se
indica mediante la numeracion de Kabat, y el resto de aminoacido comprendido en la region variable de la
cadena ligera en la posiciéon 44 como se indica mediante la numeracion de Kabat,

y/o
B2) en donde los restos de aminoacidos que se repelen eléctricamente de forma reciproca se seleccionan de
restos de aminoacidos comprendidos en cualquiera de los conjuntos (X) e (Y) a continuacion:

(X) acido glutamico (E) o acido aspartico (D); e
(Y) lisina (K), arginina (R) o histidina (H).

7. Una composicion que contiene el anticuerpo biespecifico de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, y un
transportador farmacéuticamente aceptable.

8. Un acido nucleico que codifica el anticuerpo biespecifico de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2.

9. Una célula hospedadora que tiene el acido nucleico de la reivindicacion 8.
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T-rlr'"m_.l GERTT Ll_.ﬁ- B —WEKQMF]
-VisSGLYST qsn;mr*s s-nGToT

=VILES SGLYSIIS 5

VS SGLYB LIS SVWIVESS 5~ LGIQT]
~VERIS SGLYBLE SVVIVP5E5—LGTET]

- SRR ATSIVE L SKDVMQGTDEEV Y CKVQHEGHE

b4
NPSQDWIVECE- (SEQ ID NO: 63)
psgnvh*.?pcpa (SEQ ID NO 64)

- (SEQ ID NO: 69)
-— (SEQ ID NO: 70)
PLE (SEQ ID NO: 71)

RAPSVEIFPES Dii ] LNNIE ALOSEN SVIEQ 3
QPFANEVTLF PPS SR LOANEAL VCLISDFYPGAVTVARKADESEVRAGVETTSKD ARS
QEKAAPSVILFPPS SEELQRNKATLVCLI SDFY PGAVIVAWKADSIS EVKRGVRT TP SKQ s
QPKAAPSVTLFPPSSEE VCLISDFYPGAVTVAWKADSS PVERGVEITTITPSKQ ARS
QPRAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLT SDFY PGAVETANKA qpx% TT(IPSKQS-NNKYAAS
QPKAAPSVTLEFPPS SEELQANKATLVCLFjSDE Y PGAVTVANKAD(S PYREVET TRPSKQS|-FNKYARS

& HADY

5V 1SLT PEQWESHERSY SCOVTHE
5 Y LSLT PEQWKSHRS Y SCQVTHE
5] #LI PEQWKS@-YSCQWHE
SYHSLTPEQWKSHRSY SCQVTHE
5 Y SLT PEQWKSHRS Y SCRVTHE

7]
| =0
(3
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(SEQ ID NO: 73)
(SEQ ID NO: 74)
(SEQ ID NO: 75)
(SEQ ID NO: 76)
(SEQ ID NO: 77)
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