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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-Notch3
Campo de la invencion

El campo de la invencién es la biologia molecular, la inmunologia y la oncologia. Mas en particular, el campo son los
anticuerpos que se unen a Notch3 humana.

Antecedentes

La via de senalizacién de Notch esta involucrada en numerosos procesos celulares, incluida la determinacién del
destino de la célula, la diferenciacién, la proliferacion, la apoptosis, la migracién y la angiogénesis. En mamiferos,
hay cuatro proteinas Notch (a veces llamadas "receptores Notch"), designadas Notchl-Notch4. Las cuatro proteinas
Notch tienen una estructura de dominio similar, que incluye un dominio extracelular, una region reguladora negativa
(NRR por sus siglas en inglés), un dominio transmembrana de un solo paso y un dominio intracelular. EI dominio
extracelular contiene una serie de repeticiones similares a EGF que estan involucradas en la unién al ligando.
Durante la maduracién, el polipéptido Notch se escinde por una proteasa similar a la furina. Esta escision divide la
proteina Notch en dos subunidades que se mantienen unidas por interacciones no covalentes de la NRR. En
ausencia de union al ligando, el dominio NRR funciona para mantener la proteina Notch en una conformacion
resistente a la proteasa. El dominio intracelular es un factor de transcripcion denominado dominio intracelular de
Notch (NICD, por sus siglas en inglés), que se libera tras la escision proteolitica por la gamma secretasa, en
respuesta a la union de la proteina Notch por un ligando. En mamiferos, los ligandos de Notch son de tipo Delta (por
ejemplo, DLL1 y DLL4) y Jagged (también conocido como Jag, por ejemplo, Jag1 y Jag2). Cuando se libera el NICD,
viaja al nucleo, donde activa la transcripcion de los genes que responden a Notch, HES1, HES5, NRARP, Deltex! y
c-MYC. Para las revisiones de la biologia relacionada con Notch, véase, por ejemplo, Bray, 2006, NATURE
REVIEWS 7: 678-689; Kopan et al., 2009, CELL 137: 216-233.

Mientras que las proteinas Notch juegan un papel crucial en el desarrollo normal, la desregulacion de las proteinas
Notch esta asociada con varios tipos de cancer, incluyendo leucemia/linfoma linfoblastico agudo de linfocitos T (T-
All), cancer de mama, cancer de colon, cancer de ovario y cancer de pulmén. Véase, por ejemplo, Miele et al., 2006,
CURRENT CANCER DRUG TARGETS 6: 313-323. Por consiguiente, un enfoque terapéutico para el tratamiento del
cancer es la inhibicion de la via de sefalizacion de Notch. La inhibicién de la via de sefalizacion de Notch se ha
logrado utilizando anticuerpos monoclonales (Wu et al., 2010, NATURE 464:1052-1057; Aste-Amézaga et al., 2010,
PLOS ONE 5:1-13 €9094).

El documento WO 2010/005566 se relaciona con los agentes de unién a Notch y los antagonistas de Notch y los
métodos de uso de los agentes y/o antagonistas para tratar enfermedades tales como el cancer.

Los anticuerpos naturales son proteinas multiméricas que contienen cuatro cadenas polipeptidicas (Figura 1). Dos
de las cadenas polipeptidicas se denominan cadenas pesadas de inmunoglobulina (cadenas H), y dos de las
cadenas polipeptidicas se denominan cadenas ligeras de inmunoglobulina (cadenas L). Las cadenas pesada y ligera
de inmunoglobulina estan conectadas por un enlace disulfuro entre cadenas. Las cadenas pesadas de
inmunoglobulina estan conectadas por enlaces disulfuro entre cadenas. Una cadena ligera consiste en una regién
variable (VL en la Figura 1) y una regién constante (CL en la Figura 1). La cadena pesada consiste en una region
variable (Vu en la Figura 1) y al menos tres regiones constantes (CH1 CHz2 y CHs en la Figura 1). Las regiones
variables determinan la especificidad del anticuerpo.

Cada regidn variable contiene tres regiones hipervariables conocidas como regiones determinantes de
complementariedad (CDR) flanqueadas por cuatro regiones relativamente conservadas conocidas como regiones
estructurales (FR). Las tres CDR, denominadas CDR1 CDR2 y CDRs, contribuyen a la especificidad de unién al
anticuerpo. Los anticuerpos de origen natural se han utilizado como material de partida para anticuerpos de
ingenieria, tales como los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos humanizados.

Existe la necesidad de anticuerpos mejorados que neutralicen la actividad biolégica de la Notch3 humana y que
puedan usarse como agentes terapéuticos para tratar pacientes humanos.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién se basa en el descubrimiento de anticuerpos que se unen especificamente a Notch3 humana. Los
anticuerpos descritos en este documento contienen sitios de unién a Notch3 basados en las CDR de los anticuerpos
anti-Notch3 descritos en el presente documento. Los anticuerpos descritos previenen o inhiben la activacién de
Notch3 humana. Lo hacen al impedir que Notch3 se una a los ligandos de Notch, es decir, Jag1, Jag2, DLL1 y DLL4.
Los anticuerpos descritos pueden usarse para inhibir la proliferacion de células tumorales in vitro y/o in vivo. Cuando
se administra a un paciente humano con cancer, los anticuerpos inhiben o reducen el crecimiento del tumor en el
paciente humano.
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La presente invencién se refiere a un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una regién
variable de la cadena pesada de inmunoglobulina y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
seleccionada del grupo que consiste en:
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(@)

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminogcidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminogcidos de
la SEQ ID NO:9, y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:10.

La presente invencién también se refiere a un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una
region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina y una regién variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en:
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(a) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de amino&cidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H);

(b) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H);

(c) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q);

(d) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q);

(e) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de amino&cidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region variable de la cadena ligera de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737649 T3

inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y);

(f) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

La presente invencién se refiere ademas a un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una
cadena pesada de inmunoglobulina y una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa);

(b) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa);

(c) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa);

(d) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa);

(e) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa);

(f) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa).

La invencion proporciona ademas un acido nucleico aislado, un vector de expresién o vectores de expresién, una
célula hospedadora, un método para producir anticuerpos y un método in vitro y uso médico.

Estos y otros aspectos y ventajas de la invencion se ilustran en las siguientes figuras, descripcién detallada y
reivindicaciones. Tal como se utiliza en el presente documento, "incluyendo" significa sin limitacion, y los ejemplos
citados no son limitativos. Tal como se utiliza en el presente documento, "anticuerpo 4F11" significa anticuerpo 4F11,
o variantes humanizadas del mismo.

Descripcion de los dibujos
La invencion se puede entender mas completamente con referencia a los siguientes dibujos.
La Figura 1 (técnica anterior) es una representacion esquematica de un anticuerpo tipico de origen natural.

La Figura 2 proporciona la secuencia de aminoacidos correspondiente al dominio extracelular (ECD;
aminodcidos 40 a 1643) de Notch3 humana (SEQ ID NO: 95).

La Figura 3 proporciona la secuencia de aminoacidos correspondiente a las repeticiones 1-11 de tipo EGF
(aminoécidos 40 a 467 del dominio extracelular mostrado en la Figura 2) de Notch3 humana (SEQ ID NO: 96).

La Figura 4 es un grafico de barras que resume los resultados de un experimento para determinar la
especificidad de la unién del anticuerpo 4F11 a Notch3 humana recombinante unido a Fc (rhNotch3) usando
Octeto. Los resultados demuestran que la especificidad de unién del anticuerpo 4F11 para rhNotch3 es mucho
mayor que para rhNotch1 o rhNotch2.

La Figura 5A es un grafico de barras que ilustra la capacidad del anticuerpo 4F11 para neutralizar la union del
ligando Jag1 a la proteina Notch3 humana. El grafico muestra que el anticuerpo 4F11 y un control especifico de
Notch3, pero no la inmunoglobulina humana (higG), fueron capaces de bloquear la unién de Jag1 unido a Fc
humano recombinante (Jag1-Fc) a rhNotch3, Segun lo detectado por la interferometria de biocapa (BLI).

La Figura 5B es un grafico de barras que ilustra la capacidad del anticuerpo 4F11 para neutralizar la union del
ligando Jag2 a la proteina Notch3 humana. El grafico muestra que el anticuerpo 4F11 y un control especifico de
Notch3, pero no higG, fueron capaces de bloquear la uniéon de Jag2 unido a Fc humano recombinante (Jag2-Fc)
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a rhNotch3, segun lo detectado por BLI.

La Figura 5C es un grafico de barras que ilustra la capacidad del anticuerpo 4F11 para neutralizar la union del
ligando DLL1 a la proteina Notch3 humana. El grafico muestra que el anticuerpo 4F11 y un control especifico de
Notch3, pero no higG, bloquean la unién de DLL1 unida a Fc humana recombinante (DLLI-Fc) a rhNotch3, en
mayor medida que la IgG, segun lo detectado por BLI.

La Figura 5D es un grafico de barras que ilustra la capacidad del anticuerpo 4F11 para neutralizar la union del
ligando DLL4 a la proteina Notch3 humana. El grafico muestra que el anticuerpo 4F11 y un control especifico de
Notch3, pero no higG, fueron capaces de bloquear la union de DLL4 unido a Fc humano recombinante (DLL4-Fc)
a rhNotch3, segun lo detectado por BLI.

La Figura 6A es una curva de dosis-respuesta que resume los resultados de un ensayo de indicador de Notch3
que muestra que el anticuerpo 4F11 inhibe la expresion del gen indicador dependiente de Notch3 en presencia
del ligando Jag2 unido a Fc (Jag2-Fc). El grafico muestra la relacion entre la inhibicion de la actividad del
indicador estimulado por Jag2-Fc (% de inhibicion) por el anticuerpo 4F11 en células transducidas, en relacion
con la cantidad de ligando Jag2-Fc. La actividad del indicador de células transducidas con el indicador de
luciferasa dependiente de RBP-Jk, expuesto a cualquier ligando activador, y tratado con IgG de ratdén (mIgG) se
defini6 como un 100 % de actividad para cada ligando. La actividad del indicador de las células transducidas no
expuestas al ligando pero tratadas con IgG de raton se definié como una actividad del 0 %.

La Figura 6B es un grafico de barras que resume los resultados de los ensayos de indicador de Notch3 que
muestran que el anticuerpo 4F11, pero no la IgG de raton (mlgG), inhibe la expresion del gen indicador
dependiente de Notch3 inducida por los ligandos hJag1, hJag2, hDLL1 y hDLL4. La actividad del indicador de
células transducidas con el indicador de luciferasa dependiente de RBP-Jk, expuesto a cualquier ligando
activador, y tratado con IgG de raton (mlgG) se defini6 como un 100 % de actividad para cada ligando. La
actividad del indicador de las células transducidas no expuestas al ligando pero tratadas con IgG de ratén se
definié como una actividad del 0 %.

La Figura 7 es un alineamiento de secuencias que muestra la secuencia de aminodacidos de la region variable de
la cadena pesada de inmunoglobulina completa de la regién variable de 4F11 quimérico indicada como Ch4F11y
las regiones variables de la cadena pesada de 4F11 humanizado designadas como Sh4F11 Hv3-23, Sh4F11
Hv3-23 A28T S31H T62S, Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S, Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S y Sh4F11 Hv3-23
A28T T62S. Las secuencias de aminoacidos para cada region variable de la cadena pesada estan alineadas
unas con otras, y las secuencias CDR1 CDRz y CDRs (definicién de Kabat) se identifican en recuadros. Las
secuencias sin recuadro representan secuencias estructurales (FR).

La Figura 8 es un alineamiento de secuencias que muestra las secuencias aisladas CDR1 CDRz y CDRs para
cada una de las secuencias de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina en la Figura 7.

La Figura 9 es un alineamiento de secuencias que muestra la secuencia de aminodacidos de la region variable de
la cadena ligera de inmunoglobulina completa de 4F11 quimérico designada como Ch4F11 y las regiones
variables de la cadena ligera de 4F11 humanizado designadas como Hu4F1 Kv2D-29, Hu4F11 Kv2D-29 N28H,
Hu4F11 Kv2D-29 N28Q y Hu4F11 Kv2D-29 N28Y. Las secuencias de aminoacidos de la region variable de la
cadena ligera estan alineadas entre si y las secuencias CDR1, CDR2 y CDRs3 (definicién de Kabat) se identifican
en recuadros. Las secuencias sin recuadro representan secuencias estructurales (FR).

La Figura 10 es un alineamiento se secuencias que muestra las secuencias aisladas CDR1, CDR2 y CDR3 para
cada una de las secuencias de la regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina en la Figura 9.

La Figura 11 es un gréfico que ilustra la capacidad de los anticuerpos 4F11 humanizados seleccionados (es
decir, Hu4F11-70, Hu4F11-72, Hu4F11-74 y Hu4F11-78) para inhibir la escision de ICD de Notch3 inducida por
ligando en las células MDA-MB-468 cultivadas en Jag2mFc. Las células MDA-MB-468 expuestas a cualquiera de
los anticuerpos 4F11 o higG se colocaron en pocillos recubiertos con hdag2-mFc, se incubaron durante la noche,
se lavaron y sus lisados se recogieron para la deteccion de NICD por transferencia de Western. El grafico
muestra la intensidad de la banda de NICD escindida en cada muestra segun lo detectado por transferencia de
Western. Las transferencias también se exploraron con tubulina anti-B como control, y las bandas se
cuantificaron utilizando el software ImageLab. Como control negativo, las células expuestas a hlgG se colocaron
en placas recubiertas con mFc (Fc) en lugar de Jag2mFc.

La Figura 12A y la Figura 12B son gréaficos que resumen los resultados de un ensayo de indicador de Notch3
que muestra que las variantes humanizadas de 4F11 inhiben la expresién del gen indicador dependiente de
Notch3 inducida por el ligando Jag2. Las células CHO transfectadas con el vector de expresién de ADNc Jag2 se
incubaron durante 24 horas con una mezcla de células indicadoras HCC1143 y 0,1 mg/ml, 1 mg/ml o 10 mg/ml
de variantes del anticuerpo 4F11 (es decir, Hu4F11-32, Hu4F11-69, Hu4F11-70, Hu4F11-71, Hu4F11-72,
Hu4F11-73, Hu4F11-74, Hu4F11-75, Hu4F11-76, Hu4F11-77, Hu4F11-78, Hu4F11-79, o Hu4F11-80), un
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anticuerpo de control negativo (Control Ab Neg) o inmunoglobulina G humana (IgG), o se dejaron sin tratar. 24
horas después de exponer las células indicadoras a células CHO que expresan Jag2, las células se procesaron
utilizando el protocolo de analisis de indicadores Bright Glo (Promega, Madison, WI) y se detectaron unidades de
luz relativa promedio (RLU) en un lumindémetro GloMax (Promega) (figura 12A y figura 12B).

La Figura 13 es un grafico que ilustra la capacidad de los anticuerpos 4F11 humanizados seleccionados (es
decir, Hu4F11-70, Hu4F11-72 y Hu4F11-78) para inhibir la activacién del receptor Notch3 in vivo después del
tratamiento de ratones portadores de tumores de xenoinjerto HCC2429. Los ratones inoculados con matrigel y
células HCC2429 que expresan Notch3 pudieron desarrollar tumores de 300-400 mm?3, en cuyo punto tres
ratones (m1, m2 y m3 en la figura 13) fue tratado cada uno con 20 mg/kg de hlgG, 4F11 o anticuerpo
humanizado de Notch3. A continuacion, se recogieron los tumores y los lisados, y se realiz6 una transferencia de
Western utilizando un anticuerpo especifico para el extremo C de Notch3 con el fin de detectar la extension de la
escision del dominio intracelular de Notch. Se calcul6 la intensidad de la banda de transferencia de Western del
fragmento de dominio intracelular de Notch escindido, normalizando al control de carga de B-tubulina.

Descripcion detallada

Los anticuerpos descritos en el presente documento se basan en los sitios de unién al antigeno de ciertos
anticuerpos monoclonales que se han seleccionado en funcién de la union y neutralizacion de la actividad de Notch3
humana. Los anticuerpos contienen secuencias de CDR de regién variable de inmunoglobulina que definen un sitio
de unién para Notch3 humana.

Debido a la actividad neutralizante de estos anticuerpos, son Utiles para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion de
ciertas células cancerosas y tumores. Los anticuerpos pueden disefarse por ingenieria (por ejemplo, humanizarse)
para minimizar o eliminar una respuesta inmune cuando se administran como un anticuerpo terapéutico a un
paciente humano. Varias caracteristicas y aspectos de la invencién se describen con mas detalle a continuacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, salvo que se indique lo contrario, el término "anticuerpo” significa un
anticuerpo intacto (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal intacto) o un fragmento de unién al antigeno de un
anticuerpo, incluyendo un anticuerpo intacto o un fragmento de union al antigeno que ha sido modificado, disefiado
por ingenieria o quimicamente conjugado. Los ejemplos de anticuerpos que han sido modificados o disefiados por
ingenieria son anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos). Los ejemplos de fragmentos de unién al antigeno incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab')z,
Fv, anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, scFv), minicuerpos y diacuerpos. Un anticuerpo conjugado con un
resto de toxina es un ejemplo de un anticuerpo conjugado quimicamente.

l. Anticuerpos que se unen a Notch3 humana

Como se desvela en el presente documento, los anticuerpos pueden comprender: (a) una region variable de la
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la estructura CDRn1-CDRH2-CDRH3 y (b) una region variable de
la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la estructura CDRL1-CDRL2-CDRLs, en la que la regién variable
de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera definen juntas un Unico sitio de unién para unir Notch3
humana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina
que comprende la estructura CDRH1-CDRH2-CDRH3 y (b) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina,
en la que la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera definen juntas un Unico sitio
de unién para unir Notch3 humana. Una CDRH1 comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60 y SEQ ID NO:61; una
CDR#2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO:53; y una CDRHs comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO:7 y la SEQ ID NO:16. (Las regiones variables de la cadena pesada de
inmunoglobulina que incluyen las secuencias de CDR referenciadas se pueden encontrar en la Tabla 10 y las
figuras 7-8.)

Como se describe en el presente documento; el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 11, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 6 y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRHh1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 51, una CDRn2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 53 y una CDRn3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737649 T3

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRHi1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 51, una CDRHz que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 53 y una CDRn3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 7.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 52 y la SEQ ID NO: 56, una CDRHz que comprende la secuencia de aminodacidos de
la SEQ ID NO: 53 y una CDRus que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRx1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 57, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminodacidos de la
SEQ ID NO: 53 y una CDRH3z que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 7.

Preferentemente, las secuencias CDRwn1, CDRn2y CDRH3 se interponen entre las secuencias FR de inmunoglobulina
humana o humanizada.

En otras realizaciones, el anticuerpo comprende (a) una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende la estructura CDRL1-CDRL2-CDRL3 y (b) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina, en
donde la region variable de la cadena ligera de IgG y la regién variable de la cadena pesada de IgG definen juntas
un Unico sitio de unién para unir Notch3 humana. Como se describe en el presente documento, CDRL1 comprende
una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66 y SEQ ID NO:67; una CDRL2 comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:9 o la secuencia de aminoacidos
de KVS; y una CDRLs comprende una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:10. (Las regiones variables de la
cadena ligera de inmunoglobulina que incluyen las secuencias de CDR referenciadas se pueden encontrar en la
Tabla 11 y en las figuras 9-10.)

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende una CDRLi que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 8, una CDRL2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 9 y una CDRws que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 62, una CDRL2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 63, una CDRL2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 9 y una CDRws que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64, una CDRL2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 10.

Preferentemente, las secuencias CDRLi, CDRey CDRws se interponen entre las secuencias FR de la
inmunoglobulina humana o humanizada.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina
que comprende la estructura CDRH1-CDRK2-CDRH3 y (b) una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la estructura CDRL1-CDRL2-CDRL3, en la que la region variable de la cadena pesada y la region
variable de la cadena ligera definen juntas un Unico sitio de unién para unir Notch3 humana. Como se describe en el
presente documento, CDRH1 comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ
ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60 y SEQ ID NO:61; la CDRH2 comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO: 15y SEQ ID NO:53; y la CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en la SEQ ID NO:7 y la SEQ ID NO:16. La CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65,
SEQ ID NO:66 y SEQ ID NO:67; la CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO:9 o la secuencia de aminoacidos de KVS; y la CDRLs comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:10.
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Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5 y la SEQ ID NO:11, una CDRH12 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:6 y una CDRus que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO:11; una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 6; y una CDRwu3s que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 62; una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; y una CDRL3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO:11; una CDRHz que comprende la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 6; y una CDRwu3s que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 63; una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; y una CDRL3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO:11; una CDRHz2 que comprende la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 6; y una CDRwu3s que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 64; una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; y una CDRL3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRw1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRwus que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRw1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRwus que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRHi que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRHh2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRwus que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRwLs que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRHi que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRHh2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRwLs que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRHi que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRHh2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRws que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRw1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRH3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRw1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRwns que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una CDRw1 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:53 y una CDRwns que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una
CDRu1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:52 y la SEQ ID NO: 56, una CDRHz2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:53 y una CDRus que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y una
CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRx1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:52 y la SEQ ID NO: 56, una CDRHz2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:53 y una CDRus que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y
una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH11 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:52 y la SEQ ID NO: 56, una CDRHz2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:53 y una CDRus que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y
una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH11 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:52 y la SEQ ID NO: 56, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:53 y una CDRHs que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:9 y
una CDRws que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRx1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5 y la SEQ ID NO: 57, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:53 y una CDRHs que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regioén variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRws que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRHx1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5 y la SEQ ID NO: 57, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:53 y una CDRHs que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
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la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRuws que
comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5 y la SEQ ID NO: 57, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:53 y una CDRHs que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRuws que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:10.

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una CDRH11 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:5 y la SEQ ID NO: 57, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:53 y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y una regién variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminogcidos de la SEQ ID NO:9 y una CDRus que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:10.

Los anticuerpos descritos en el presente documento comprenden una regiéon variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S); y la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S);
y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina. Como una conveniencia para el lector, ciertas SEQ ID
NO van seguidas por un paréntesis que incluye la designacion del anticuerpo que fue el origen de la secuencia. Por
ejemplo, "SEQ ID NO:2 (4F11, Ch4F11 quimérica)"significa que la SEQ ID NO:2 proviene del anticuerpo murino
4F11. La SEQ ID NO:2 también se encuentra en la secuencia de 4F11 quimérica.

En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H); la SEQ ID NO:48 (Hu4F11
Kv2D-29 N28Q); y la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y); y una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S); y la SEQ ID NO:38
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S); y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H); SEQ ID NO:48 (Hud4F11 Kv2D-29 N28Q); y SEQ ID
NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 (4F11, Ch4F11 quimérica) y una
regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:4 (4F11, Ch4F11 quimérica).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 (4F11, Ch4F11 quimérica) y una
region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:44 (Hu4F11 Kv2D-29).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:34 (Sh4F11 Hv3-23), y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4
(4F11, Ch4F11 quimérica).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:34 (Sh4F11 Hv3-23) y una region
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:44
(Hu4dF11 Kv2D-29).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S) y una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46
(Hu4F11 Kv2D-29 N28H).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una region variable de
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la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46 (Hu4F11
Kv2D-29 N28H).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:40 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N
T62S), y una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:42 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S), y
una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:48
(Hu4F11 Kv2D-29 N28Q).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una regién variable de
la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:48 (Hu4F11
Kv2D-29 N28Q).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:40 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N
T62S) y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminodacidos de
la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:42 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S), y
una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 50
(Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una region variable de
la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:50 (Hu4F11
Kv2D-29 N28Y).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:40 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N
T62S) y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:42 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S) y
una region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ
ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento comprenden una cadena pesada
de inmunoglobulina y una cadena ligera de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una
cadena pesada de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:78 (Sh4F11 Hv3-23 A28T
S31H T62S); y la SEQ ID NO:80 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S); y una cadena ligera de inmunoglobulina.

En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO:90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa); SEQ ID NO:92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa); y
SEQ ID NO:94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa); y una cadena pesada de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO:78 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S) y; la SEQ ID NO:80 (Sh4F11 Hv3-23 S31H
T62S); y una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:90 (Hu4F11
Kv2D-29 N28H Kappa); SEQ ID NO:92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa); y la SEQ ID NO:94 (HudF11 Kv2D-29
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N28Y Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 (4F11) y una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 29 (4F11).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 74 (Ch4F11) y una cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 86 (Ch4F11).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 74 (Ch4F11) y una cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 (Hu4F11 Kv2D-29).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 76 (Sh4F11 Hv3-23) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 86 (Ch4F11).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 76 (Sh4F11 Hv3-23) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 (Hu4F11 Kv2D-29).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H
Kappa).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H
Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 82 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S) y una cadena
ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29
N28H Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 84 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4FIl Kv2D-29 N28H Kappa).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 78 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
Kappa).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S) y una cadena
ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4FIll Kv2D-29
N28Q Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 84 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
Kappa).

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
Kappa).
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En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 82 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S) y una cadena
ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29
N28Y Kappa).

Como se describe en el presente documento, el anticuerpo comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 84 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S) y una cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
Kappa).

Como se describe en el presente documento; un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana comprende una
region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de aminodcidos que es al
menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 % 0 un 99 % idéntica a la regién variable
completa o la secuencia FR de la SEQ ID NO:2 (4F11, Ch4F11 quimérica); la SEQ ID NO:34 (Sh4F11 Hv3-23); la
SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S); la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S); la SEQ ID
NO:40 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S); o la SEQ ID NO:42 (Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S).

Como se describe en el presente documento, un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana comprende una
region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 % 0 un 99 % idéntica a la regién variable
completa o la secuencia FR de la SEQ ID NO:4 (4F11, Ch4F11 quimérica); la SEQ ID NO:44 (Hu4F11 Kv2D-29); la
SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H); la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q); o la SEQ ID NO:50 (Hu4F11
Kv2D-29 N28Y).

La identidad de secuencias se puede determinar de varias maneras que estan en la experiencia de un experto en la
materia, por ejemplo, usando programas informaticos disponibles de manera publica, tales como los programas
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). El analisis de BLAST (Herramienta de busqueda basica de
alineamiento local) utilizando el algoritmo empleado por los programas blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx (Karlin
et al., (1990) PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 87: 2264-2268; Altschul, (1993) J. MOL. EVOL. 36: 290-300; Altschul
et al., (1997) NUCLEIC ACIDS RES. 25: 3389-3402 estan disefiados para busquedas de similitud de secuencias.
Para un debate de los problemas basicos en la blisqueda de bases de datos de secuencias, véase Altschul et al.,
(1994) NATURE GENETICS 6: 119-129. Los expertos en la materia pueden determinar los parametros adecuados
para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir un alineamiento maximo a lo
largo de la longitud completa de las secuencias que se comparan. Los parametros de blsqueda para histogramas,
descripciones, alineamientos, suposicion (es decir, el umbral de significacion estadistica para informar coincidencias
contra las secuencias de la bases de datos), corte, matriz y filtracibn se encuentran en la configuracién
predeterminada. La matriz de puntuacion predeterminada utilizada por blastp, blastx, tblastn y tblastx es la matriz
BLOSUM62 (Henikoff et al., (1992) PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 89: 10915-10919. Los siguientes parametros de
Blastn pueden ajustarse de la siguiente manera: Q=10 (penalizacion de creacion de hueco); R=10 (penalizacion de
extensién de hueco); wink=1 (genera aciertos de palabra en cada posicion de wink a lo largo de la consulta); y
gapw=16 (establece el ancho de la ventana dentro del cual se generan los alineamientos con huecos). Los ajustes
de los parametros de Blastp equivalentes pueden ser Q=9; R=2; wink= | y gapw=32. También se pueden realizar
busquedas utilizando el parametro de Opcion Avanzada BLAST del NCBI (Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica) (por ejemplo: -G, Coste para abrir el hueco [Integer]: predeterminado = 5 para nucleétidos / 11 para
proteinas; -E, Coste para extender la brecha [Integer]: predeterminado = 2 para nucleétidos/ 1 para proteinas; -q,
Penalizaciéon por desajuste de nucleoétidos [Integer]: predeterminado = -3; -r, recompensa para la concordancia de
nucleétidos [Integer]: predeterminado = 1; -e, valor esperado [Real]: predeterminado = 10; -W, tamarfo de letra
[Integer]: predeterminado = 11 para nucleétidos/ 28 para megablasto/ 3 para proteinas; -y, Dropoff (X) para
extensiones de blastos en bits: predeterminado = 20 para blastn/ 7 para otros; -X, valor de caida X para el
alineamiento con huecos (en bits): predeterminado = 15 para todos los programas, no aplicable a blastn; y -Z, el
valor final de caida X para el alineamiento con huecos (en bits): 50 para blastn, 25 para otros). También se puede
usar ClustalW para alineamientos de proteinas por pares (los parametros predeterminados pueden incluir, por
ejemplo, matriz Blosum62 y penalizacién de apertura de hueco = 10 y penalizaciéon de extension de hueco = 0,1).
Una comparacion de Bestfit entre secuencias, disponible en el paquete GCG version 10.0, utiliza los parametros de
ADN GAP = 50 (penalizacién de creacion de hueco) y LEN = 3 (penalizacion de extension de hueco) y los ajustes
equivalentes en las comparaciones de proteinas son GAP=8 y LEN=2.

Las secuencias de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina y/o las secuencias de la regién
variable de la cadena ligera que se unen a Notch3 humana pueden contener alteraciones de aminoacidos (por
ejemplo, al menos 1, 2, 3, 4, 5 o 10 sustituciones, deleciones o adiciones de aminodcidos) en las regiones
estructurales de las regiones variables de la cadena pesada y/o ligera.
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En determinadas realizaciones, un anticuerpo aislado se une a Notch3 humana con una Kp de unos 35 nM, 25 nM,
15 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 900 pM, 850 pM, 800 pM, 750 pM, 700 pM, 650 pM, 600 pM, 500 pM, 400 pM, 300 pM,
250 pM, 200 pM o menos. A menos que se especifique de otro modo, los valores Kp se determinan mediante
métodos de resonancia de plasmon superficial en las condiciones descritas en los Ejemplos 3 y 9.

Los anticuerpos monoclonales pueden unirse al mismo epitopo en Notch3 humana que el anticuerpo 4F11. Los
anticuerpos monoclonales pueden competir por la uniéon a Notch3 humana con el anticuerpo 4F11. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales pueden competir por la unién al dominio extracelular (ECD) de Notch3 con el anticuerpo
4F11 (la secuencia de aminoacidos correspondiente al ECD de Notch3 humana se muestra en la Figura 2). En otro
ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden competir por la union a las repeticiones 1-11 de tipo EGF de Notch3
humana con el anticuerpo 4F11 (la secuencia de aminoacidos correspondiente a las repeticiones 1-11 de tipo EGF
de Notch3 humana se muestra en la Figura 3).

Los ensayos de competencia para determinar si un anticuerpo se une al mismo epitopo que, o compite por la unién
con, el anticuerpo 4F11 son conocidos en la técnica. Los ensayos de competencia ejemplares incluyen
inmunoensayos (por ejemplo, ensayos ELISA, ensayos RIA), andlisis BlAcore, interferometria de biocapa y
citometria de flujo.

Tipicamente, un ensayo de competencia implica el uso de un antigeno (por ejemplo, una proteina Notch3 humana o
un fragmento de la misma) unido a una superficie sélida o expresado en una superficie celular, un anticuerpo anti-
Notch3 de ensayo y un anticuerpo de referencia (es decir, el anticuerpo 4F11). El anticuerpo de referencia esta
marcado y el anticuerpo de prueba no esta marcado. La inhibicién competitiva se mide determinando la cantidad de
anticuerpo de referencia marcado unido a la superficie sélida o a las células en presencia del anticuerpo de prueba.
Por lo general, el anticuerpo de prueba estd presente en exceso (por ejemplo, 1x, 5x, 10x, 20x o 100x). Los
anticuerpos identificados por ensayo de competencia (es decir, anticuerpos competidores) incluyen anticuerpos que
se unen al mismo epitopo, o epitopos similares (por ejemplo, superpuestos), como el anticuerpo de referencia, y los
anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente suficientemente proximal al epitopo unido por el anticuerpo de
referencia para que ocurra una impedancia estérica.

En un ensayo de competencia ejemplar, un anticuerpo anti-Notch3 de referencia (es decir, el anticuerpo 4F11) se
biotinila utilizando reactivos disponibles en el mercado. El anticuerpo de referencia biotinilado se mezcla con
diluciones en serie del anticuerpo de prueba o el anticuerpo de referencia no marcado (control de autocompetencia),
lo que da como resultado una mezcla de varias relaciones molares (por ejemplo, 1x, 5x, 10x, 20x o 100x) del
anticuerpo de prueba (o anticuerpo de referencia sin marcar) al anticuerpo de referencia marcado. La mezcla de
anticuerpos se agrega a una placa ELISA recubierta con el polipéptido Notch3 humano (por ejemplo, dominio
extracelular de Notch3 humano). A continuacién, se lava la placa y se agrega a la placa peroxidasa de rabano
picante (HRP)-estrepavidina como reactivo de deteccion. La cantidad de anticuerpo de referencia marcado unido al
antigeno diana se detecta después de la adicién de un sustrato cromogénico (por ejemplo, TMB (3,3', 5,5-
tetrametilbencidina) o ABTS (2,2"-azino-di-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), que se conocen en la técnica. Las
lecturas de densidad optica (unidades de DO) se miden utilizando un espectrémetro M2 SpectraMax® (Molecular
Devices). Las unidades de DO correspondientes al cero por ciento de inhibicién se determinan desde los pocillos sin
ningun anticuerpo de competencia. Las unidades de DO correspondientes al 100 % de inhibicién, es decir, los
antecedentes del ensayo se determinan a partir de pocillos sin ningun anticuerpo de referencia o anticuerpo de
prueba marcado. El porcentaje de inhibicion del anticuerpo de referencia marcado para Notch3 por el anticuerpo de
prueba (o el anticuerpo de referencia no marcado) en cada concentracién se calcula de la siguiente manera: % de
inhibicién = [1 - (DOmuestra - DO100% inhib.) / (DOo% Inhib. - DO100% inhib )]*100. Los expertos en la materia apreciaran que
el ensayo de competencia se puede realizar utilizando diversos sistemas de deteccién conocidos en la técnica.

Se puede realizar un ensayo de competencia en ambas direcciones para asegurar que la presencia de la etiqueta no
interfiera o inhiba de otra manera la unién. Por ejemplo, en la primera direccion, el anticuerpo de referencia esta
marcado y el anticuerpo de prueba no estd marcado, y en la segunda direccion, el anticuerpo de prueba esta
marcado y el anticuerpo de referencia no esta marcado.

Un anticuerpo de prueba compite con el anticuerpo de referencia para la unién especifica al antigeno si un exceso
de un anticuerpo (por ejemplo, 1x, 5x, 10x, 20x o 100x) inhibe la unién del otro anticuerpo, por ejemplo, en al menos
un 50 %, un 75 %, un 90 %, un 95 % o un 99 % segun se mide en un ensayo de unién competitiva.

Se considera que dos anticuerpos se unen al mismo epitopo si esencialmente todas las mutaciones de aminoéacido
en el antigeno que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro. Se puede
determinar que dos anticuerpos se unen a epitopos solapantes si Unicamente un subconjunto de las mutaciones de
aminodcidos que reducen o eliminan la unién de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro.

Il. Produccion de anticuerpos

Los métodos para producir anticuerpos de la invencion son conocidos en la técnica. Por ejemplo, las moléculas de
ADN que codifican las regiones variables de la cadena ligera y/o las regiones variables de la cadena pesada pueden
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sintetizarse quimicamente utilizando la informacién de secuencias que se proporciona en este documento. Las
moléculas de ADN sintético pueden ligarse a otras secuencias de nucleétidos apropiadas, incluyendo, por ejemplo,
las secuencias de codificacion de regién constante, y las secuencias de control de expresion, para producir
construcciones de expresion génica convencionales que codifican el anticuerpo deseado. La produccion de
constructos génicos definidos esta dentro de la experiencia habitual en la materia. Como alternativa, las secuencias
proporcionadas en el presente documento pueden clonarse a partir de hibridomas mediante técnicas de hibridacién
convencionales o técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando sondas sintéticas de acidos
nucleicos cuyas secuencias se basan en la informacién de secuencias proporcionada en el presente documento, o
informacién de secuencias de la técnica anterior con respecto a los genes que codifican las cadenas pesadas y
ligeras de los anticuerpos murinos en las células de hibridoma.

Los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos deseados pueden incorporarse (ligarse) en vectores de
expresion, que pueden introducirse en células hospedadoras mediante técnicas de transfecciéon o transformacién
convencionales. Las células hospedadoras ejemplares son células de E. coli, células de ovario de hamster chino
(CHO), células Hela, células de rifidn de cria de hamster (BHK), células de rifidn de mono (COS), células de
carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2) y células de mieloma que de lo contrario no producen
proteina IgG. Las células hospedadoras transformadas se pueden cultivar en condiciones que permitan a las células
hospedadoras expresar los genes que codifican las regiones variables de la cadena ligera y/o pesada de la
inmunoglobulina.

Las condiciones especificas de expresion y purificacion variaran dependiendo del sistema de expresion empleado.
Por ejemplo, si un gen ha de expresarse en E. coli, primero se clona en un vector de expresion posicionando el gen
disefiado por ingenieria a partir de un promotor bacteriano adecuado, por ejemplo, Trp o Tac, y una secuencia sefial
procariota. La proteina secretada expresada se acumula en cuerpos refractiles o de inclusién, y puede ser recogida
después de la ruptura de las células por medio de una prensa francesa o sonicacién. Los cuerpos refractiles se
solubilizan, y las proteinas se repliegan y escinden por métodos conocidos en la técnica.

Si el gen creado por ingenieria se expresa en células hospedadoras eucariotas, por ejemplo, células CHO, primero
se inserta en un vector de expresién que contiene un promotor eucariético adecuado, una sefial de secrecion, una
secuencia poli A y un codoén de parada, y, opcionalmente, puede contener potenciadores y varios intrones. Este
vector de expresion contiene opcionalmente secuencias que codifican toda o parte de una region constante,
permitiendo que toda, o una parte de, una cadena pesada o ligera se exprese. La construccion génica puede
introducirse en células hospedadoras eucariotas usando técnicas convencionales. Las células hospedadoras
expresan fragmentos VL o Vu, heterodimeros Vi-VH, polipéptidos monocatenarios Vu-ViL o Vi-VH, cadenas de
inmunoglobulina pesadas o ligeras completas, o partes de las mismas, cada uno de los cuales puede estar unido a
un resto que tiene otra funcién (por ejemplo, citotoxicidad). En algunas realizaciones, una célula hospedadora se
transfecta con un solo vector que expresa un polipéptido que expresa toda, o parte de, una cadena pesada (por
ejemplo, una region variable de la cadena pesada) o una cadena ligera (por ejemplo, una regién variable de la
cadena ligera). En otras realizaciones, una célula hospedadora se transfecta con un Unico vector que codifica (a) un
polipéptido que comprende una regién variable de la cadena pesada y un polipéptido que comprende una regién
variable de la cadena ligera, o (b) una cadena pesada de inmunoglobulina completa y una cadena ligera de
inmunoglobulina completa. En otras realizaciones mas, una célula hospedadora se cotransfecta con mas de un
vector de expresion (por ejemplo, un vector de expresién que codifica un polipéptido que comprende toda, o parte
de, una cadena pesada o region variable de la cadena pesada, y otro vector de expresién que codifica un polipéptido
que comprende toda, o parte de, una cadena ligera o una regién variable de la cadena ligera.

Un polipéptido que comprende una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina o regién variable de la
cadena ligera puede producirse cultivando una célula hospedadora transfectada con un vector de expresion que
codifica dicha regién variable, en condiciones que permitan la expresion del polipéptido. Después de la expresion, el
polipéptido se puede recoger y purificar o aislar usando técnicas conocidas en la materia, por ejemplo, etiquetas de
afinidad como las etiquetas de glutatién-S-transferasa (GST) y de histidina.

Un anticuerpo monoclonal que se une a Notch3 humana, o un fragmento de union al antigeno del anticuerpo, se
puede producir cultivando una célula hospedadora transfectada con: (a) un vector de expresién que codifica una
cadena pesada de inmunoglobulina completa o parcial, y un vector de expresion separado que codifica una cadena
ligera de inmunoglobulina completa o parcial; o (b) un solo vector de expresién que codifica ambas cadenas (por
ejemplo, cadenas pesadas y ligeras completas o parciales), en condiciones que permitan la expresion de ambas
cadenas. El anticuerpo intacto (o el fragmento de unién al antigeno del anticuerpo) puede recogerse y purificarse o
aislarse usando técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo, Proteina A, Proteina G, etiquetas de afinidad como
las etiquetas de glutation-S-transferasa (GST) y de histidina. Un experto en la materia expresara la cadena pesada y
la cadena ligera de un solo vector de expresion o de dos vectores de expresion separados.

lll. Modificaciones de anticuerpos

Los métodos para reducir o eliminar la antigenicidad de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos son conocidos
en la técnica. Cuando se administran a un ser humano, los anticuerpos descritos preferiblemente estan
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"humanizados" para reducir o eliminar la antigenicidad en seres humanos. Preferentemente, los anticuerpos
humanizados tienen la misma, o sustancialmente la misma, afinidad por el antigeno que el anticuerpo de ratén no
humanizado del que se derivo.

En un enfoque de humanizaciéon, se crean proteinas quiméricas en las que las regiones constantes de
inmunoglobulina de ratén se reemplazan con regiones constantes de inmunoglobulina humana. Véase, por ejemplo,
Morrison et al., 1984, PROC. NAT. ACAD. SCI. 81:6851-6855, Neuberger et al., 1984, NATURE 312:604-608; las
patentes de los EE.UU. n.® 6.893.625 (Robinson); 5.500.362 (Robinson); y 4.816.567 (Cabilly).

En un enfoque conocido como injerto de CDR, las CDR de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas
se injertan en las regiones estructurales de otras especies. Por ejemplo, Las CDR murinas se pueden injertar en las
FR humanas. En algunas realizaciones de la invencion, las CDR de las regiones variables de la cadena ligera y
pesada de un anticuerpo anti-Notch3 se injertan en las FR humanas o las FR humanas de consenso. Para crear FR
humanas de consenso, las FR de varias secuencias de aminoacidos de cadena pesada o ligera humana se alinean
para identificar una secuencia de aminoacidos de consenso. El injerto de CDR se describe en las patentes de los
EE.UU. n.% 7.022.500 (Queen); 6.982.321 (Winter); 6.180.370 (Queen); 6.054.297 (Carter); 5.693.762 (Queen);
5.859.205 (Adair); 5.693.761 (Queen); 5.565.332 (Hoogenboom); 5.585.089 (Queen); 5.530.101 (Queen); Jones et
al. (1986) NATURE 321: 522-525; Riechmann et al. (1988) NATURE 332: 323-327; Verhoeyen et al. (1988)
SCIENCE 239: 1534-1536; y Winter (1998) FEBS LETT 430: 92-94.

En un enfoque llamado "SUPERHUMANIZATION™" |as secuencias de CDR humanas se eligen de genes de la linea
germinal humana, basandose en la similitud estructural de las CDR humanas con las del anticuerpo de ratén que se
debe humanizar. Véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. n.26.881.557 (Foote); y Tan et al., 2002, J.
IMMUNOL 169: 1119-1125.

Otros métodos para reducir la inmunogenicidad incluyen la "reconformacion" "hiperquimerizacion" y
"rechapado/rebarnizado". Véase, por ejemplo, Vaswami et al., 1998, ANNALS OF ALLERGY, ASTHMA, &
IMMUNOL. 81:105; Roguska et al., 1996, PROT. ENGINEER 9:895-904; y la patente de los EE. UU. n.? 6.072.035
(Hardman). En el enfoque de rechapado/rebarnizado, los restos de aminoacidos accesibles en la superficie en el
anticuerpo murino se reemplazan por los restos de aminoacidos que se encuentran con mayor frecuencia en las
mismas posiciones en un anticuerpo humano. Este tipo de rebarnizado de anticuerpos se describe, por ejemplo, en
la patente de los EE. UU. n.? 5.639.641 (Pedersen).

Otro enfoque para convertir un anticuerpo de ratén en una forma adecuada para uso médico en seres humanos se
conoce como tecnologia ACTIVMAB™ (Vaccinex, Inc., Rochester, Nueva York), que involucra un vector basado en
el virus vaccinia para expresar anticuerpos en células de mamiferos. Se dice que se producen altos niveles de
diversidad combinatoria de cadenas pesadas y ligeras de IgG. Véase, por ejemplo, las patentes de los EE.UU. n.?
6.706.477 (Zauderer); 6.800.442 (Zauderer); y 6.872.518 (Zauderer).

Otro enfoque para convertir un anticuerpo de ratéon en una forma adecuada para uso en serfes humanos es la
tecnologia practicada comercialmente por KaloBios Pharmaceuticals, Inc. (Palo Alto, CA). Esta tecnologia implica el
uso de una biblioteca "aceptora" humana patentada para producir una biblioteca "enfocada en epitopo" para la
seleccién de anticuerpos.

Otro enfoque para modificar un anticuerpo de ratén en una forma adecuada para uso médico en seres humanos es
la tecnologia HUMAN ENGINEERING™, que se practica comercialmente por XOMA (US) LLC. Véase, por ejemplo,
la publicacién de PCT n.2 WO 93/11794 y las patentes de los EE.UU. n.2 5.766.886 (Studnicka); 5.770.196
(Studnicka); 5.821.123 (Studnicka); y 5.869.619 (Studnicka).

Cualquier enfoque adecuado, incluyendo cualquiera de los enfoques anteriores, se puede usar para reducir o
eliminar la inmunogenicidad humana de un anticuerpo de la invencién.

El anticuerpo puede conjugarse con un resto efector tal como una toxina de molécula pequefia o un radionuclido
usando las quimicas de conjugacioén in vitro estandar. Si el resto efector es un polipéptido, El anticuerpo puede
conjugarse quimicamente al efector o unirse al efector como una proteina de fusién. La construccion de proteinas de
fusién esta dentro de la experiencia habitual en la materia.

IV. Uso de anticuerpos

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden disefiarse (por ejemplo, humanizarse) para su
administracion a seres humanos. Los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden usar para tratar
diversas formas de cancer, por ejemplo, canceres de mama, de ovario, de préstata, cervical, colorrectal, de pulmon,
pancreatico, gastrico, de cabeza y de cuello. Las células cancerosas se exponen a una cantidad terapéuticamente
eficaz del anticuerpo para inhibir o reducir la proliferacién de las células cancerosas. En algunas realizaciones, los
anticuerpos inhiben la proliferacion de células cancerosas en al menos un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un
80 %, un 90 %, un 95 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %.
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En algunas realizaciones, los anticuerpos divulgados pueden inhibir o reducir la proliferacion de una célula tumoral
mediante la inhibiciéon de la unién de Notch3 humana a un ligando, por ejemplo, Jag1, Jag2, DLL1 y DLL4. Los
anticuerpos descritos se pueden usar para inhibir el crecimiento tumoral en un paciente humano. El uso comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo.

Los canceres asociados con la sobreexpresion y/o activacion de Notch3 incluyen, pero sin limitacion, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer cervical, cancer de pulmon, cancer cerebral (por ejemplo,
glioblastoma, astrocitoma, neuroblastoma), melanomas, canceres gastrointestinales (por ejemplo, colorrectal,
pancreatico y gastrico), cancer de cabeza y cuello, sarcomas (por ejemplo, rabdomiosarcoma, osteosarcoma) y
canceres de células hematopoyéticas, (por ejemplo, mieloma multiple, leucemia, por ejemplo, leucemia linfoblastica
aguda de precursores T (T-ALL), leucemia linfoblastica aguda de precursores B (B-ALL) y la leucemia linfoblastica
crénica de linfocitos B (B-CLL).

Tal como se utiliza en el presente documento, "tratar", "tratando" y "tratamiento" significan el tratamiento de una
enfermedad en un mamifero, por ejemplo, en un ser humano. Esto incluye: (a) inhibir la enfermedad, es decir,
detener su desarrollo; y (b) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresiéon de la patologia.

Generalmente, una cantidad terapéuticamente eficaz de componente activo esta en el intervalo de 0,1 mg/kg a 100
mg/kg, por ejemplo, 1 mg/kg a 100 mg/kg, 1 mg/kg a 10 mg/kg. La cantidad administrada dependera de variables
como el tipo y la extensién de la enfermedad o la indicacion a tratar, la salud general del paciente, la potencia in vivo
del anticuerpo, La formulacion farmacéutica y la via de administracién. La dosis inicial se puede aumentar mas alla
del nivel superior para alcanzar rapidamente el nivel de sangre o tejido deseado. Como alternativa, la dosis inicial
puede ser mas pequefia que la éptima, y la dosis diaria puede incrementarse progresivamente durante el curso del
tratamiento. La dosificacion humana puede ser optimizada, por ejemplo, en un estudio de aumento escalonado de la
dosis de Fase | disefiado para una prueba de 0,5 mg/kg a 20 mg/kg. La frecuencia de dosificacién puede variar,
dependiendo de factores como la via de administracion, la cantidad de dosis, la vida media sérica del anticuerpo y la
enfermedad a tratar. Las frecuencias de dosificacion de ejemplo son una vez por dia, una vez por semana y una vez
cada dos semanas. Una via de administracion preferida es parenteral, por ejemplo, infusion intravenosa. La
formulacion de farmacos basados en anticuerpos monoclonales esta dentro de la experiencia habitual en la materia.
En algunas realizaciones, un anticuerpo monoclonal se liofiliza, y luego se reconstituye en solucién salina
tamponada, en el momento de la administracién.

Para uso terapéutico, un anticuerpo preferiblemente se combina con un portador farmacéuticamente aceptable. Tal
como se utiliza en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable” significa tampones, portadores y
excipientes adecuados para usar en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, acorde con una relacién beneficio/riesgo razonable. El
vehiculo o vehiculos debe(n) ser "aceptable(s)" en el sentido de ser compatible(s) con los ingredientes de la
formulacion y no ser perjudicial(es) para el receptor de los mismos. Los portadores farmacéuticamente aceptables
incluyen tampones, disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes retardantes de la absorcion e
isotonicos, y similares, que son compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas que contienen anticuerpos descritos en el presente documento pueden
presentarse en una forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquier método adecuado. Una
composicion farmacéutica se formula tipicamente para que sea compatible con su via de administracién prevista.
Ejemplos de vias de administracién son la administracién por via intravenosa (IV), intradérmica, por inhalacion,
transdérmica, tdpica, transmucosa y rectal. Una via de administracion preferida para anticuerpos monoclonales es la
infusion IV. Las formulaciones Utiles se pueden preparar por métodos conocidos en la técnica farmacéutica. Por
ejemplo, véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (Mack Publishing Company, 1990). Los componentes
de formulacién adecuados para la administracion parenteral incluyen un diluyente estéril, como agua para inyeccion,
solucion salina, aceites no volatiles, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes
antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metil parabenos; antioxidantes, tales como acido ascoérbico o bisulfito
sodico; agentes quelantes tales como EDTA; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes para el
ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de sodio o0 dextrosa.

Para la administracién intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen suero salino fisiolégico, agua bacteriostatica,
Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, NJ) o suero salino tamponado con fosfato (PBS). El vehiculo debe ser estable
en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y debe conservarse contra los microorganismos. El vehiculo
puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos.

Las formulaciones farmacéuticas son preferiblemente estériles. La esterilizacion se puede realizar por cualquier
método adecuado, por ejemplo, filtracion a través de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicién esta
liofilizada, la esterilizacion por filtracion puede realizarse antes o después de la liofilizacién y la reconstitucion.

Ejemplos
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Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance o el contenido de la invencion
de ninguna manera.

Ejemplo 1: Produccidn de anticuerpos monoclonales anti-hNotch3

Las inmunizaciones, las fusiones y las pantallas primarias se realizaron utilizando métodos convencionales siguiendo
el protocolo de sitios multiples de inmunizacién repetitiva (RIMMS). Cinco ratones AJ y cinco ratones Balb/c se
inmunizaron con una proteina que contenia los aminodcidos 1-428 de Notch3 humana fusionados a la porcién Fc de
la IgG humana. Ademads, se inmunizaron cinco ratones AJ y cinco Balb/c con una proteina concatemérica que
contiene dos repeticiones de la region de Notch3 que comprende los dominios 9-12 de tipo EGF. De cada estrategia
de inmunizacién, se seleccionaron dos ratones AJ y 2 ratones Balb/c que tenian sueros que mostraban una alta
unién al inmunégeno mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la fusién posterior. Se
recogieron los bazos y los ganglios linfaticos de los ratones seleccionados. Las células B se recogieron y fusionaron
con una linea de mieloma. Los productos de fusién de los ratones AJ y ratones Balb/c se diluyeron en serie en
cuarenta placas de 96 pocillos hasta casi la clonalidad. Se seleccionaron un total de 5.280 sobrenadantes de las
fusiones celulares para determinar su unién a Notch3 humana en la superficie de las células CHO, utilizando un
ensayo de electroquimioluminiscencia de mesoescala (MSD). En total, se identificaron cuatrocientos veinte
sobrenadantes que se unieron a Notch3 humana en este ensayo a partir de las fusiones AJ y Balb/c. Estos
productos de fusion se caracterizaron ademdas por ensayos bioquimicos y celulares in vitro, como se analiza a
continuacion. Se seleccioné un panel de hibridomas, los hibridomas se subclonaron y los hibridomas monoclonales
se expandieron. Los anticuerpos se expresaron a partir de las lineas celulares del hibridoma y se purificaron
mediante cromatografia de afinidad en resina de Proteina G en condiciones estandar.

Ejemplo 2: Anadlisis de secuencias de anticuerpos monoclonales anti-Notch3

El isotipo de cadena ligera y el isotipo de cadena pesada del anticuerpo monoclonal, 4F11, en el Ejemplo 1 se
determiné usando el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratén IsoStrip ™ de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Se determiné que el anticuerpo era una
cadena ligera kappa y una cadena pesada de IgG 1.

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo monoclonal de ratén se secuenciaron utilizando
RACE (Amplificacion rapida de extremos de ADNc) en 5'. El ARN total se extrajo de la linea celular de hibridoma
usando el kit RNeasy Miniprep segun las instrucciones del vendedor (Qiagen, Valencia, CA). EI ADNc de primera
hebra de longitud completa que contiene extremos 5' se generé usando el kit de amplificacion de ADNc SMARTer™
RACE (Clontech, Mountain View, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando cebadores aleatorios
para RACE en 5'.

Las regiones variables de las cadenas ligera (kappa) y pesada (IgGl) se amplificaron por PCR, utilizando KOD Hot
Start Polymerase (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
amplificacion de los extremos del ADNc en 5' junto con el kit de amplificacion de ADNc SMARTer™ RACE, el
cebador Universal Primer Mix A (Clontech), una mezcla de
5'CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3 (SEQ ID NO: 13) y &
CTAATACGACTCACTATAGGGC 3’ (SEQ ID NO: 17), se us6 como cebador 5'. La region variable de la cadena
pesada se amplifico utilizando los cebadores 5' anteriores y un cebador especifico de la regiéon constante de IgG1 3/,
5" TATGCAAGGCTTACAACCACA 3’ (SEQ ID NO: 18). La region variable de la cadena kappa se amplificé con los
cebadores 5 anteriores y un cebador especifico de la regiébn constante kappa 3, 5
CGACTGAGGCACCTCCAGATGTT 3’ (SEQ ID NO: 19).

Los productos de la PCR individuales se aislaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificaron
utilizando el kit Qiaquick Gel Purification de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen). Los productos de
la PCR se clonaron posteriormente en el pCR®4BIlunt utilizando el kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Invitrogen) y se transformaron en bacterias DH5-a (Invitrogen) mediante
técnicas estandar de biologia molecular. EI ADN plasmidico aislado de clones bacterianos transformados se
secuencid utilizando los cebadores M13 Directo (5° GTAAAACGACGGCCAGT 3’) (SEQ ID NO: 21) y M13 Inverso (5’
CAGGAAACAGCTATGACC 3’) (SEQ ID NO: 30) de Beckman Genomics (Danvers, MA), utilizando métodos de
secuenciacion de ADN didesoxi estandar para identificar la secuencia de las secuencias de la regién variable. Las
secuencias se analizaron utilizando el software Vector NTI (Invitrogen) y el servidor web IMGT/V-Quest
(http://imgt.cines.fr) para identificar y confirmar las secuencias de las regiones variables.

A continuacién, se resumen las secuencias de &cidos nucleicos que codifican y las secuencias de proteinas que
definen las regiones variables de los anticuerpos monoclonales murinos (no se muestran las secuencias de péptidos
sefial amino terminales). Las secuencias de CDR (definicién de Kabat) se muestran en negrita y estan subrayadas
en las secuencias de aminoacidos.

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena pesada del anticuerpo 4F11 (SEQ ID
NO: 1)

18



1
61
121
181
241
301

gaagtgcagc
tcctgtgcag
ccggagaaga
ccagacactg
ctgcaaatga
actacggcct

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
gcagtctgaa
actggtactt

ES 27376

tgggggaggc
cgctttcagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
cgatgtctgg

49 T3

ttagtgaagc
agctatgaca
attagtcgtg
tccagagaca
acagccatgt
ggcgcaggga

ctggagggte
tgtcttgggt
gtggtggtag
atgccaagaa
attactgtgg
ccacggtcac

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caccctgtac
aagacatgct
cgtctcctcea

Secuencia de proteinas que define la region variable de la cadena pesada del anticuerpo 4F11 (SEQ ID NO: 2)

1 evglvesggg 1lvkpggslkl scaasgfafs sydmswvrgt pekrlewvay isrgggstyy
61 pdtvkgrfti srdnakntly lgmsslksed tamyycgrha ttaywyfdvw gagttvtvss

Secuencia de &cidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena Kappa del anticuerpo 4F11 (SEQ ID
NO: 3)

10

1
61
121
181
241
301

tccactctcc
gagccttgta
gtctccaaaa
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggaa

gtcttggaga
gcaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccg

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
tggacgttcg

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac

ctgcctgtca
cacactaatg
ctcctgatcet
ggatcaggga
tatttctgct
atcaaa

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena Kappa del anticuerpo 4F11 (SEQ ID NO: 4)

1 dvvmtgtpls lpvslgdgas iscrssgslv htngntylhw ylgkpggspk lliykvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedlgv yfcsgsthvp wtfgggtkle ik

1 dvvmtqtpls Ipvslgdgas iscrssqslv htngntylhw ylgkpggspk lliykvsnrf 61 Egvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedlgv yfcsqsth-

15 vp wtfgggtkle ik

La Tabla 1 es un grafico de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia descrita en este Ejemplo.

Tabla 1

Acido nucleico o proteina
Regién Variable de Cadena Pesada de 4F11-acido
nucleico
Region variable de la cadena pesada de 4F11-
proteina
Region variable de cadena (kappa) ligera de 4F11-
acido nucleico
Regién variable de cadena (kappa) ligera de 4F11-
proteina
CDR1 de cadena pesada de 4F11
CDR:2 de cadena pesada de 4F11
CDRs de cadena pesada de 4F11
CDR1 de cadena (kappa) ligera de 4F11
CDR:2 de cadena (kappa) ligera de 4F11
CDRs3 de cadena (kappa) ligera de 4F11

SEQ. ID NO.
1

2

OO |N|O|O >

—_

0

20
Las secuencias de CDR de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal de ratén (Kabat, Chothia y definiciones de
IMGT) para 4F11 se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

CDR3
HATTAYWYFDV (SEQ ID NO: 7)

CDRT1
SYDMS (SEQ ID NO: 5)

CDR2

YISRGGGSTYYPDTVKG (SEQ ID
NO: 6)

SRGGGS (SEQ ID NO: 12)

Kabat

Chothia | GFAFSSY (SEQ ID NO:

11)

HATTAYWYFDV (SEQ ID NO: 7)

25

19
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(continuacién)

CDR1
GFAFSSYD (SEQ ID NO:
14)

CDR2
ISRGGGST (SEQ ID NO: 15)

CDR3
GRHATTAYWYFDV (SEQ ID NO:
16)

IMGT

Las secuencias de CDR de cadena ligera kappa de anticuerpos monoclonales de ratén (Kabat, Chothia y
definiciones de IMGT) para 4F11 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

CDR1 CDR2 CDR3

Kabat/Chothia | RSSQSLVHTNGNTYLH (SEQ ID NO:

8)

KVSNRFS (SEQ ID NO:
9)

SQSTHVPWT (SEQ ID NO:
10)

IMGT QSLVHTNGNTY (SEQ ID NO: 20) KVS SQSTHVPWT (SEQ ID NO:

10)

Para crear las secuencias completas de anticuerpos de cadena pesada o kappa, cada secuencia variable anterior se
combina con su respectiva region constante. Por ejemplo, una cadena pesada completa comprende una secuencia
variable pesada seguida de la secuencia constante de la cadena pesada de IgG1 murina, y una cadena kappa
completa comprende una secuencia variable kappa seguida de la secuencia constante de la cadena ligera kappa
murina.

10

Secuencia de &cidos nucleicos que codifica la region constante de la cadena pesada de IgG1 murina (SEQ ID

15

20

25

NO: 22)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Secuencia de proteinas que define la regién constante de la cadena pesada de IgG1 murina (SEQ ID NO: 23)

gccaaaacga
tccatggtga
tggaactctg
ctctacactc
acctgcaacg
gattgtggtt
cccccaaagc
gtagacatca
gtgcacacag
agtgaacttc
aacagtgcag
aaggctccac
agtctgacct
aatgggcagc
tacttcgtct
acctgctctg
tctcctggta

cacccccatce
ccctgggatg
gatccctgtc
tgagcagctc
ttgcccaccc
gtaagccttg
ccaaggatgt
gcaaggatga
ctcagacgca
ccatcatgca
ctttccctgce
aggtgtacac
gcatgataac
cagcggagaa
acagcaagct
tgttacatga
aa

tgtctatcca
cctggtcaag
cagcggtgtyg
agtgactgtc
ggccagcagce
catatgtaca
gctcaccatt
tcccgaggte
accccgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cattccacct
agacttcttc
ctacaagaac
caatgtgcag
gggcctgcac

ctggcccctg
ggctatttcc
cacaccttcc
ccctccagcea
accaaggtgg
gtcccagaag
actctgactc
cagttcagct
gagcagttca
ctcaatggca
aaaaccatct
cccaaggagc
cctgaagaca
actcagccca
aagagcaact
aaccaccata

gatctgctgc
ctgagccagt
cagctgtcct
cctggcccag
acaagaaaat
tatcatctgt
ctaaggtcac
ggtttgtaga
acagcacttt
aggagttcaa
ccaaaaccaa
agatggccaa
ttactgtgga
tcatggacac

gggaggcagg
ctgagaagag

ccaaactaac
gacagtgacc
gcagtctgac
cgagaccgtc
tgtgcccagg
cttcatcttc
gtgtgttgtg
tgatgtggag
ccgctcagtc
atgcagggtc
aggcagaccg
ggataaagtc
gtggcagtgg
agatggctct
aaatactttc
cctctcccac

1 akttppsvyp
61 lytlsssvtv
121 ppkpkdvlti
181 selpimhgdw

241 sltcmitdff
301 tcsvlheglh nhhtekslsh

Secuencia de 4cidos nucleicos que codifica la regién constante de la cadena ligera Kappa murina (SEQ ID NO:

lapgsaagtn
psstwpsetv
tltpkvtcvv
lngkefkcrv

peditvewgw

smvtlgclvk
tcnvahpass
vdiskddpev
nsaafpapie

nggpaenykn
spgk

gyfpepvtvt
tkvdkkivpr
gfswfvddve
ktisktkgrp

tgpimdtdgs

wnsgslssgv
dcgckpcict
vhtagtgpre
kapgvytipp

yivysklnvg

htfpavlgsd
vpevssviif
egfnstfrsv
pkegmakdkv

ksnweagntf

24)

20



1
61
121
181
241

cgggctgatg
ggaggtgcct
tggaagattg
agcaaagaca
cgacataaca

ctgcaccaac
cagtcgtgtyg
atggcagtga
gcacctacag
gctatacctg

ES 2737649 T3

tgtatccatc
cttcttgaac
acgacaaaat
catgagcagc
tgaggccact

ttcccaccat
aacttctacc
ggcgtcctga
accctcacgt
cacaagacat

ccagtgagca
ccaaagacat
acagttggac
tgaccaagga
caacttcacc

gttaacatct
caatgtcaag
tgatcaggac
cgagtatgaa
cattgtcaag

301 agcttcaaca ggaatgagtg t

Secuencia de proteinas que define la regién constante de la cadena ligera kappa murina (SEQ ID NO: 25)

1 radaaptvsi fppsseglts ggasvvcfln nfypkdinvk wkidgsergn gvlnswtdgd
61 skdstysmss tltltkdeye rhnsytceat hktstspivk sfnrnec

Las siguientes secuencias representan las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa reales o
contempladas (es decir, que contienen las secuencias de las regiones variable y constante) para el anticuerpo 4F11
descrito en este Ejemplo. Las secuencias sefial para la secrecion adecuada de los anticuerpos (por ejemplo,
secuencias sefial en el extremo 5' de las secuencias de ADN o el extremo amino terminal de las secuencias de
proteinas) no se muestran en las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa descritas en el
presente documento y no estan incluidas en la proteina secretada final. Tampoco se muestran los codones de
parada para la terminacion de la traducciéon requerida en el extremo 3' de las secuencias de ADN. Un experto
habitual en la materia seleccionara una secuencia sefal y/o un coddén de parada para la expresion de las secuencias
de cadena pesada y ligera de IgG de longitud completa descritas. También se contempla que las secuencias de la
region variable pueden ligarse a otras secuencias de la region constante para producir cadenas pesadas y ligeras de
IgG de longitud completa activas.

10

15

Secuencia de 4acidos nucleicos que codifica la secuencia de cadena pesada de longitud completa (regién variable

20

de la cadena pesada y region constante de IgG1)) de 4F11 (SEQ ID NO

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

gaagtgcagc
tcctgtgcag
ccggagaaga
ccagacactg
ctgcaaatga
actacggcct
gccaaaacga
tccatggtga
tggaactctg
ctctacactc
acctgcaacg

gattgtggtt
cccccaaagc
gtagacatca
gtgcacacag
agtgaacttc
aacagtgcag
aaggctccac
agtctgacct
aatgggcagc
tacttcgtct
acctgctctg
tctcecctggta

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
gcagtctgaa
actggtactt
cacccccatc
ccctgggatg
gatccctgtc
tgagcagctc
ttgcccaccc

gtaagccttg
ccaaggatgt
gcaaggatga
ctcagacgca
ccatcatgca
ctttccctgce
aggtgtacac
gcatgataac
cagcggagaa
acagcaagct
tgttacatga
aa

tgggggaggce
cgctttcagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
cgatgtctgg
tgtctatcca
cctggtcaag
cagcggtgtyg
agtgactgtc
ggccagcagce

catatgtaca
gctcaccatt
tcccgaggtce
accccgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cattccacct
agacttcttc
ctacaagaac
caatgtgcag
gggcctgcac

ttagtgaagc
agctatgaca
attagtcgtg
tccagagaca
acagccatgt
ggcgcaggga
ctggcccectg
ggctatttcc
cacaccttcc
ccctccagca
accaaggtgg

gtcccagaag
actctgactc
cagttcagct
gagcagttca
ctcaatggca
aaaaccatct
cccaaggagc
cctgaagaca
actcagccca
aagagcaact
aaccaccata

: 26)

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtggtag
atgccaagaa
attactgtgg
ccacggtcac
gatctgctgc
ctgagccagt
cagctgtcct
cctggcccag
acaagaaaat

tatcatctgt
ctaaggtcac
ggtttgtaga
acagcacttt
aggagttcaa
ccaaaaccaa
agatggccaa
ttactgtgga
tcatggacac
gggaggcagg
ctgagaagag

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caccctgtac
aagacatgct
cgtctcctca
ccaaactaac
gacagtgacc
gcagtctgac
cgagaccgtc
tgtgcccagg

cttcatcttc
gtgtgttgtg
tgatgtggag
ccgctcagtc
atgcagggtc
aggcagaccg
ggataaagtc
gtggcagtygg
agatggctct
aaatactttc
cctctceccac

Secuencia de proteinas que define la secuencia de cadena pesada de
cadena pesada y region constante de IgG 1) de 4F11 (SEQ ID NO: 27)

longitud completa (regién variable de la

25
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1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de la cadena ligera de longitud completa (regién

evglvesggyg
pdtvkgrfti
akttppsvyp
lytlsssvtv
ppkpkdvlti
selpimhgdw
sltcmitdff
tcsvlheglh

lvkpggslkl
srdnakntly
lapgsaadtn
psstwpsetv
tltpkvtcvv
lngkefkcrv
peditvewgw
nhhtekslsh

ES 2737649 T3

scaasgfafs
lgmsslksed
smvtlgclvk
tcnvahpass
vdiskddpev
nsaafpapie
nggpaenykn
spgk

sydmswvrgt
tamyycgrha
gyfpepvtvt
tkvdkkivpr
gfswfvddve
ktisktkgrp
tgpimdtdgs

pekrlewvay
ttaywyfdvw
wnsgslssgv
dcgckpcict
vhtagtgpre
kapgvytipp
yivysklnvg

isrgggstyy
gagttvtvss
htfpavlgsd
vpevssviif
egfnstfrsv
pkegmakdkv
ksnweagntf

variable y regidn constante de la cadena Kappa) de 4F11 (SEQ ID NO: 28)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Secuencia de proteinas que define la secuencia de la cadena ligera de longitud completa (regién variable y

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
tggacgttcg
tccatcttecc
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagcaccc
gccactcaca

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac
agacatcaac

tccactctcce
gagccttgta
gtctccaaaa
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggaa
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag
ttcacccatt

ctgcctgtca
cacactaatg
ctcctgatcect
ggatcaggga
tatttctgct
atcaaacggg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca
tatgaacgac
gtcaagagct

gtcttggaga
gcaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac
ctgatgctgc
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta
tcaacaggaa

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccg
accaactgta
cgtgtgcttc
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag
tgagtgt

region constante de la cadena Kappa) de 4F11 (SEQ ID NO: 29)

1
61
121
181

La Tabla 4 es un grafico de concordancia que muestra la correspondencia entre las secuencias de longitud completa

dvvmtgtpls

lpvslgdgas

sgvpdrfsgs gsgtdftlki
sifppsseqgl tsggasvvct
sstltltkde yerhnsytce

iscrssgslv
srveaedlgv
Innfypkdin
athktstspi

htngntylhw
vicsgsthvp
vkwkidgser
vksfnrnec

vlgkpgaspk
wtfgggtkle

1lliykvsnrf
ikradaaptv

gngvlnswtd gdskdstysm

de los anticuerpos analizados en este Ejemplo con los presentados en el Listado de secuencias.

Tabla 4
SEQID NO. Acido nucleico o proteina
26 pesada de 4F11 variable + IgG1 constante-acido
nucleico
27 pesada de 4F11 variable + IgG1 constante-proteina
28 kappa de 4F11 variable + constante-acido nucleico
29 Kappa de 4F11 variable + Constante-proteina

Ejemplo 3: Afinidades de union

La afinidad de union y la cinética de la unién del anticuerpo 4F11 a la proteina de fusion Fc (rhNotch3-Fc (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN)) del dominio extracelular de Notch3 humano recombinante (que contiene los
dominios 1-11 de tipo EGF) se midieron por resonancia de plasmén superficial utilizando un instrumento Biacore®
T100 (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Se inmovilizaron anti-IgG de ratén de conejo (GE Healthcare) en chips sensores CM4 de dextrano carboximetilado
(GE Healthcare) mediante acoplamiento de amina, seguin un protocolo estandar. Los analisis se realizaron a 25 C y
37 °C utilizando PBS que contiene 0,05 % de tensioactivo P20 como tampdn de ejecucion. El anticuerpo se capturd
en células de flujo individuales a una velocidad de flujo de 10 pl/minuto. El tiempo de inyeccién se varié para cada
anticuerpo para producir una Rmax entre 30 y 60 unidades de resonancia (RU). El tampdn o rhNotch3-Fc diluido en
tampon de ejecucion se inyectd secuencialmente sobre una superficie de referencia (sin anticuerpo capturado) y la
superficie activa (anticuerpo a probar) durante 240 segundos a 60 pl/minuto. La fase de disociacion fue controlada
durante hasta 1500 segundos. A continuacion, la superficie se regeneré con dos inyecciones de 60 segundos de
glicina-HCI 10 mM, pH 2,25, a un caudal de 30 pl/minuto. El rango de concentracién de rhNotch3-Fc analizado fue
de 100 nM a 3,125 nM (dilucién 2 veces).

Los parametros cinéticos se determinaron utilizando la funcion cinética del software BlAevaluation (GE Healthcare)
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con doble resta de referencia. Se determinaron los parametros cinéticos para el anticuerpo, ka (constante de
velocidad de asociacion), kd (constante de velocidad de disociacion) y Ko (constante de disociacion de equilibrio).
Los valores cinéticos del anticuerpo monoclonal 4F11 en rhNotch3-Fc a 25 °C y 37 °C se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5
Unidn de anticuerpos a rhNotch3-Fc
Temperatura | ka (1/Ms) | ka (1/s) Ko (M) n
25 °C 7,0E+04 | 4,8E-05 | 8,23E-10 3
37 °C 7,5E+04 | 5,7E-05 7,8E-10 3

Los datos en la Tabla 5 demuestran que el anticuerpo 4F11 se une a rhNotch3-Fc con una Kp de aproximadamente
1 nM, 900 pM, 850 pM, 800 pM, 750 pM, 700 pM, 650 pM, 600 pM, 500 pM, 400 pM, 300 pM, 250 pM o 200 pM o
menos.

La unién a Notch3 humana de la superficie celular por el anticuerpo 4F11 se midié a 4 °C, utilizando la clasificacion
de células activadas por fluorescencia (FACS). CHO N3 (células Flp-In-CHO (Invitrogen) transfectadas de forma
estable con Notch3 humana), Las células HCC2429 y las células RL-952 que expresan Notch3 humana se lavaron
una vez con PBS que contenia cloruro de calcio y cloruro de magnesio (Invitrogen) y se recogieron usando un
tampon de disociacion celular (Invitrogen). Las células se lavaron por segunda vez con PBS y se volvieron a
suspender en tampo6n FACS (PBS con BSA (Sigma-Aldrich) al 0,5 % para una concentracién celular final de 250.000
células por pocillo en una placa con fondo en V de 96 pocillos. Los anticuerpos purificados se diluyeron en tampdn
FACS en un intervalo de concentracion de 100 nM a 0,1 nM. Las células se incubaron a 4 °C con 100 pl de
anticuerpo durante una hora, se lavaron con tamp6n FACS dos veces y se volvieron a suspender en 100 pl de
anticuerpo conjugado con PE de cabra antirraton (Jackson Immuno Research). Las células se incubaron a 4 °C
durante 30 minutos en la oscuridad, se lavaron una vez con tampén FACS y luego se analizaron con un instrumento
Beckman Coulter Cytomics FC 500. La media geométrica de la intensidad fluorescente se calculé luego para cada
concentracién de anticuerpo. Estos valores se introdujeron en el software Prism (GraphPad, La Jolla, Ca) y se
utilizaron para generar una curva de unién mediante el trazado de la media geométrica frente a la concentracion de
anticuerpos. De la curva de unién, se uso la siguiente ecuacién para calcular el intervalo Ko y Kp de union del 4F11 a
Notch3 humana en la superficie celular de las tres lineas celulares.

Ecuacién: Un sitio de unién (hipérbola)
Y=Bmax*X/(KD +X)

*describe la unién de un ligando a un receptor que sigue la ley de la accién de masas. Dmax €s la unién maxima, y Ko
es la concentracion de ligando requerida para alcanzar la mitad de la unién maxima.

Los resultados se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6
Intervalo Kp
Ka (nM) (nM)
CHO N3 0,36 0,21 a 0,51
HCC2429 2,58 1,21 a 3,95
RL-952 0,9633 0,7168 a 1,210

Los resultados en la Tabla 6 demuestran que el anticuerpo 4F11 se une a la superficie celular Notch3 con una Ko de
aproximadamente 1 nM, 750 pM, 650 pM, 600 pM, 500 pM, 400 pM, 300 pM, 250 pM o 200 pM o0 menos.

Ejemplo 4: Especificidad de union

El anticuerpo 4F11 se ensay6 para determinar su unién a las proteinas Notch 1 humana, Notch2 humana, o Notch3
humana. Las mediciones de union se realizaron mediante interferometria de biocapa (BLI), utilizando un instrumento
ForteBio Octet® QK (ForteBio, Menlo Park, CA). Los sensores anti-Fc humanos se empaparon en PBS que contenia
1 mg/ml de BSA durante cinco minutos antes de la unién de los anticuerpos. A continuacién, se permitié que las
siguientes proteinas (400 nM, en PBS que contenia 1 mg/ml de BSA) se unieran a los sensores: rhNotch1-Fc (R&D
Systems, Minedpolis, MN; n.® de cat. 3647-TK-050), rhNotch2-Fc (R&D n.? de cat. 3735-NT-050), rhNotch3-Fc (R&D
n.? de cat. 1559-NT-050), o rmNotch3-Fc (R&D n.? de cat. 1308-NT-050). Los sensores unidos a la proteina Notch se
sumergieron en una solucién de anticuerpo (50 pg/ml) para permitir la unién del anticuerpo a la proteina Notch. La
unién se detect6 por cambios en el patrén de interferencia. Estos resultados demostraron que los anticuerpos se
unen especificamente a la proteina Notch3 humana, pero no se unen a la proteina Notch2 humana o Notch1
humana (Figura 4).

Se produjeron lineas celulares estables que expresan receptores Notch transfectando células CHO FlpIn™ o 293
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FlpIn™ (Life Technologies, Grand Island, NY) con ADNc de longitud completa de Notch1 humana, Notch2, Notch3 o
Notch4 se clonaron en el vector pcDNA5SFRT utilizando Lipofectamine 2000 (Life Technologies) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células CHO se dividieron en medio F12
que contenia FBS al 10 %, 2 mM de L-glutamina y 700 ug/ml de higromicina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para
seleccionar las células transfectadas. 293 células se dividieron en medios DMEM que contenian FBS al 10 %, 2 mM
de L-glutamina y 200 pg/ml de higromicina B. La expresion de los receptores Notch se confirmé mediante analisis
FACS utilizando PE anti-Notch1 humana (BioLegend, San Diego, CA), PE anti-Notch2 (eBioscience, San Diego,
CA), o PE anti-Notch3 humana (BioLegend, San Diego, CA).

Para determinar la especificidad de la unién a las proteinas Notch de la superficie celular, el anticuerpo 4F11 se
ensay6 para determinar su union a Notchl humana, Notch2 humana, Notch3 humana y Notch4 humana expresadas
en la superficie de las células CHO mediante electroquimioluminiscencia (Meso Scale Discovery). También se
produjo una linea CHO que carece de cualquier proteina Notch humana para su uso como control negativo. Las
células se cultivaron en condiciones estandar (37 °C, F12 + FBS al 10 %). Para estudios de unién, las células se
lavaron en PBS que contenia calcio y magnesio, y se retiraron de la placa mediante tratamiento con tampén de
disociacion celular (Life Technologies) durante diez minutos a 37 °C.

Las células se sembraron a una densidad de 30.000 células por pocillo, en medios de hibridoma, en placas de union
estandar de 96 pocillos (Meso Scale Discovery, n°® de cat. L15XA-6). Las células se incubaron durante una hora a 37
°C. Se agregaron anticuerpos o IgG de control a 5 pg/ml, en medios de hibridoma de 50 pl, y se incubaron durante
una hora a 37 °C. Las placas se lavaron dos veces con PBS que contenia BSA al 3 %. La unién de los anticuerpos a
la superficie celular se detecté utilizando 2 pg/ml de anticuerpo secundario de ratén anti-lgG de MSD (Meso Scale
Discovery, n.? de cat. R32AC-1) durante una hora a 4 °C. Las placas se lavaron dos veces con PBS que contenia
BSA al 3 % y se ariadieron 150 pl de tampdn de lectura (Meso Scale Discovery, n.? de Cat. R92TC-1). Las placas se
analizaron en un instrumento Sector Imager 2400 (Meso Scale Discovery). Este analisis demostrd que el anticuerpo
4F11 se une a Notch3 humana mostrada en las superficies de las células, pero no se une a Notch1, Notch2, o
Notch4 humanas mostradas en las superficies de las células. El anticuerpo 4F11 tampoco se une a las células CHO-
EV (vector vacio) que expresan las proteinas Notch de hamster endogenas. Estos resultados indican que el
anticuerpo 4F11 se une especificamente a la proteina Notch3 humana mostrada en una superficie celular in vitro.

Ejemplo 5: Inhibiciéon de la unién de Notch3-ligando

El anticuerpo 4F11 fue ensayado por su capacidad para inhibir la unién de rhNotch3 a Jag1 humano, Jag2, DLL1 y
DLL4. Las mediciones de union se realizaron mediante interferometria de biocapa (BLI), utilizando un instrumento
ForteBio Octet® QK (ForteBio, Menlo Park, CA). Los ligandos ensayados fueron rhJagl-Fc (R&D n.% de Cat. 1277-
JG-050), rhdag2-Fc (R&D N.® de Cat. 1726-JG-050), rhDLLI-Fc (R&D n.® de Cat. 5026-DL-050), y su etiqueta rhDLL4
(R&D n.? de Cat. 1506-D4-050).

Para determinar el grado de inhibicién de la union del ligando Notch3 por el anticuerpo 4F11, los sensores Octet se
cargaron con Notch3 humana recombinante y se permiti6 que el anticuerpo se uniera, como se describe en el
Ejemplo 4. En muestras de control positivas, se us6 un anticuerpo policlonal Notch3 disponible comercialmente,
capaz de bloquear la union del ligando a Notch3 humana recombinante (control especifico de Notch3) en lugar del
anticuerpo 4F11. Luego, los sensores se sumergieron en 500 pg/ml de IgG humana, para bloquear la unién no
especifica. Los ligandos se prepararon a una concentracién de 400 nM en PBS que contenia BSA al 3 %, y se
dejaron unir. La velocidad de activacion y la velocidad de desactivacion para la union del ligando se detectaron
utilizando el instrumento y el software Octet QK. El anticuerpo 4F11 bloqueé la unién de los cuatro ligandos a
rhNotch3-Fc (Figura 5A - 5D).

Ejemplo 6: Inhibicion de la escision de ICD de Notch3 inducida por ligando

La activacién de los receptores Notch da como resultado la escision del dominio intracelular de Notch (NICD), el cual
puede ser detectado por transferencia de Western. Se ensayd el efecto del anticuerpo 4F11 en la activacion de la
escision de ICD de Notch3.

Para crear ligandos solubles de Notch, se us6 la PCR para amplificar las secuencias correspondientes a los
dominios extracelulares del ADNc de Jag1l humano o Jag2 humano y fusionarlas en marco con la secuencia
codificante de Fc de IgG humana. Esta construccion se subclon6 a continuacion en el vector de expresion pEE14.4
(Lonza), se transfectdé en células CHOK1SV y se seleccion6 para producir lineas celulares estables que secretan la
proteina de fusién hdagl-hFc o hdag2-hFc. Se recubrieron las placas Immunosorp ELISA de 96 pocillos (Nalgene
Nunc, Rochester, NY) con 5 pg/ml de anti-Fc humano (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) durante la
noche a 4 °C. Después de lavar los pocillos con PBS/BSA al 0,5 %, se afadieron 5 pg/ml de proteina de fusion
hJagl-hFc soluble y se dej6 unir a temperatura ambiente durante dos horas. La proteina no unida se eliminé lavando
con PBS/BSA al 0,5 %. Las células 293 FlpIn™ disefiadas para expresar hNotch3 (como se describe en el Ejemplo
4) se colocaron en placas en el ligando Jagl-hFc o hFc en presencia de 10 ug/ml de anticuerpo de control 4F11 o
migG. Las células se lisaron 24 horas después en tampdn RIPA (Boston BioProducts, Ashland, MA) que contenia
inhibidores de proteasa. La induccion de NICD escindida se detect6 explorando la transferencia con un anticuerpo
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Notch3 contra el extremo C (Cell Signaling, Danvers, MA) que detecta tanto la proteina de longitud completa como el
ICD escindido. La activacion inducida por ligando y la escision de ICD de Notch3 fueron inhibidas por el anticuerpo
4F11.

Ejemplo 7: Inhibicion de la transcripcion dependiente de Notch3

Las lineas celulares indicadoras dependientes de Notch3 se produjeron mediante la introduccion lentivirica de un
gen indicador de luciferasa dependiente de RBP-Jk (SABiosciences, Frederick, MD) en las células 293-FIpIin de
Notch3, células de cancer de endometrio RL95-2, células de cancer de mama HCC1143 y células de cancer de
mama MDA-MB-468. Para activar la sefializacion y transcripcion dependiente de Notch3, las células se colocaron en
placas recubiertas con ligando preparadas como se describe en el Ejemplo 6. Las células se preincubaron con una
serie de dilucion de 3 veces de concentraciones de anticuerpo Notch3 que oscilan entre 0 y 300 pg/ml, durante una
hora a 37 °C, antes de sembrar 100 pl de la suspensién en placas de 96 pocillos recubiertas con ligando o hFc. Las
células se incubaron en pocillos recubiertos con ligando o con Fc humano durante cuatro o veinticuatro horas a 37
°C, en COzal 5 %. A continuacion, 100 pul de Promega Bright Glo™ (Promega, Madison, WI) se afadieron a cada
pocillo. Se dej6 que la reaccién transcurriera durante cinco minutos en la oscuridad, y a continuacién todo el volumen
de 200 pl se transfirié a placas de paredes blancas y se leyé con un luminémetro. Los anticuerpos policlonales
contra Notch1 (AF1057, R&D Systems), Notch2 (AF1190, R&D Systems) o Notch3 (AF1559, R&D Systems) se
usaron como controles para confirmar que la actividad indicadora estimulada por ligando en cada linea celular
dependia especificamente del receptor Notch introducido. Como se muestra en la Figura 6A, el anticuerpo 4F11 de
Notch3 inhibié la transcripcion dependiente de Notch3 estimulada por el ligando Jag2. La activacion de la
transcripcion dependiente de Notch3 por cada uno de los ligandos Jag1, Jag2, DLL1, y DLL4 también fue inhibida
por el anticuerpo 4F11 de Notch3 (Figura 6B y Tabla 7).

Tabla 7
Ligando Jag1 Jag2 DLL1 DLL4
ECso 26nM | 04nM | 6,0nM | 47 nM
Inhibicion maxima 92 % 99 % 100 % 73 %

Ejemplo 8: Humanizacion de anticuerpos anti-Notch3

Este ejemplo describe la humanizacién y quimerizacion del anticuerpo 4F11 anti-Notch3 humano, y la
caracterizacion de los anticuerpos humanizados resultantes. Los anticuerpos anti-Notch3 humanizados fueron
disefados, la afinidad maduré mediante mutagénesis por CDR dirigida, y se optimizé usando métodos conocidos en
la técnica. Las secuencias de aminoacidos se convirtieron en secuencias de ADN optimizadas en codones y se
sintetizaron para incluir (en el siguiente orden): sitio de restriccién Hindlll en 5', secuencia de consenso Kozak,
secuencia sefial amino terminal, regién variable humanizada, region constante de IgG 1 o Kappa humana, codén de
parada, y un sitio de restriccion EcoRl en 3.

También se construyeron cadenas quiméricas (region variable murina y region constante humana) de 4F11 pesadas
(lgG 1 humana) y ligeras (Kappa humana). Para generar anticuerpos quiméricos, las regiones variables murinas se
fusionaron con la regiéon constante humana, y se sintetizaron secuencias de ADN optimizadas con codones,
Incluyendo (en el siguiente orden): sitio de restriccion Hindlll en 5', secuencia de consenso Kozak, secuencia sefal
amino terminal, regién variable de raton, regién constante de IgG1 o Kappa humana, coddn de parada y sitio de
restriccién EcoRl en 3.

Las cadenas pesadas humanizadas y quiméricas se subclonaron en pEE6.4 (Lonza, Basilea, Suiza) a través de los
sitios Hindlll y EcoRI utilizando la clonaciéon por PCR In-Fusion™ (Clontech, Mountain View, CA). Las cadenas
ligeras de Kappa humanizadas y quiméricas se subclonaron en pEE14.4 (Lonza) a través de los sitios Hindlll y
EcoRl usando la clonacion de PCR In-Fusion™.

Las cadenas de anticuerpos humanizados o las cadenas de anticuerpos quiméricos se transfectaron
transitoriamente en células 293T para producir anticuerpos. El anticuerpo se purificd o se us6 en el sobrenadante de
medios de cultivo celular para su posterior andlisis in vitro. La unién de los anticuerpos quiméricos y humanizados a
Notch3 se midié como se describe a continuacion. Los resultados se resumen en las Tablas 14-16.

Combinaciones ejemplares de las regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina y de cadena ligera de
inmunoglobulina de 4F11 quimérico o humanizado se exponen a continuacién en la Tabla 8.

Tabla 8
Nombre del o . o . .
anticuerpo Regidn variable de la cadena pesada Regidn variable de la cadena ligera
Hu4F11-1 pesada quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 2) Kappa quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 4)
Hu4F11-10 pesada Sh4F1 1 Hv3-23 (SEQ ID NO: 34) Kappa quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 4)
Hu4F11-18 pesada quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 2) Hu4F11 Kv2D-29 Kappa (SEQ ID NO: 44)
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(continuacién)

:r%?;g;?;?oel Region variable de la cadena pesada Regidn variable de la cadena ligera

Hu4F11-32 pesada Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: 34) Hu4F11 Kv2D-29 Kappa (SEQ ID NO: 44)

Hu4F11-69 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa (SEQ ID
NO: 40) NO: 46)

Hu4F11-70 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa (SEQ ID
NO: 36) NO: 46)

HU4F11-71 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (SEQ ID NO: Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa (SEQ ID
42) NO: 46)

HU4F11-72 ggiada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (SEQ ID NO: “g4l-;161) Kv2D-29 N28H Kappa (SEQ ID

Hu4F11-73 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa (SEQ ID
NO: 40) NO: 50)

Hu4F11-74 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa (SEQ ID
NO: 36) NO: 50)

HU4F11-75 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (SEQ ID NO: Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa (SEQ ID
42) NO: 50)

HU4F11-76 pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (SEQ ID NO: Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa (SEQ ID
38) NO: 50)

Hu4F11-77 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa (SEQ ID
NO: 40) NO: 48)

Hu4F11-78 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (SEQ ID | Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa (SEQ ID
NO: 36) NO: 48)

Hu4F11-79 pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (SEQ ID NO: Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa (SEQ ID
42) NO: 48)

HU4F11-80 ggiada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (SEQ ID NO: Hl(J)4|:1181) Kv2D-29 N28Q Kappa (SEQ ID

Las secuencias de acidos nucleicos y las secuencias de proteinas codificadas que definen las regiones variables de
los anticuerpos 4F11 quiméricos y humanizados se resumen a continuacién (no se muestran las secuencias de
5 péptidos senal amino terminales). Las secuencias de CDR (definicibn de Kabat) se muestran en negrita y estan

subrayadas en las secuencias de aminoacidos.

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién variable de la cadena pesada quimérica Ch4F11 (SEQ ID

NO: 31)
10

1
61
121
181
241
301

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena pesada quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 2)

gaggtacagc
tcgtgtgcgg
ccggaaaaac
cccgacacgg
cttcaaatgt
acgacggcgt

ttgtcgagtc
cgtcgggatt
gattggaatg
tcaaagggcg
cgtcgttgaa
attggtattt

gggaggagga
tgcgttttcg
ggtcgcgtat
cttcacgatt
atcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtaaaac
tcgtatgata
atctcccgag
tcacgggaca
accgcgatgt
ggagccggaa

cgggtgggte
tgtcgtgggt
ggggaggttce
atgcgaaaaa
attactgcgg
cgacggtgac

actcaaattg
gcgccagacyg
gacatactat
cacgctttat
gaggcatgcyg
ggtgtcgtcg

1 evglvesggg lvkpggslkl scaasgfafs sydmswvrqt pekrlewvay isrgggstyy
61 pdtvkgrfti srdnakntly lagmsslksed tamyycgrha ttaywyfdvw gagttvtvss

15

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO:

33)

1 gaagtacagt tgttggagtc aggaggaggg ttggtccagc cgggtggatc gttgcggcett
61 tcgtgtgcgg cgtcgggatt cgcgttttca tcgtatgaca tgtcgtgggt gaggcaggca

121
181
241

301
20

ccggggaaag
ccggatacgg
cttcagatga
acgacggcgt

ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt

ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg

26

atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga

ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac

gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg
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1 evgllesggg lvgpggslrl scaasgfafs sydmswvrga pgkglewvsy isrgggstyy
61 pdtvkgrfti srdnskntly lgmnslraed tavyycgrha ttaywyfdvw gggtmvtvss

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién variable de |la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H

T62S (SEQ ID NO: 35)

1
61
121
181
241
301

Secuencia de proteinas

gaagtacagt
tcgtgtgcegyg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg

ttggtccagc
cactatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac

gttgcggctt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgcg
ggtgtcgtcg

que define la regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S

(SEQ ID NO: 36)

1 evgllesggg
61 pdsvkgrfti

Secuencia de acidos nucleicos gue codifica la regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S

lvgpggslrl scaasgftfs hydmswvrga pgkglewvsy isrgggstyy
srdnskntly lgmnslraed tavyycgrha ttaywyfdvw gggtmvtvss

(SEQ ID NO: 37)

1
61
121
181
241
301

gaagtacagt
tcgtgtgcegyg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt

aggaggaggyg
cgcgttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg

Secuencia de proteinas que define la reqién variable de

ttggtccagce
cactatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga

la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (SEQ ID

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac

gttgcggcectt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg

NO: 38)

1 evgllesggg 1lvgpggslrl scaasgfafs hydmswvrga pgkglewvsy isrgggstyy
61 pdsvkgrfti srdnskntly lgmnslraed tavyycgrha ttaywyfdvw gggtmvtvss

Secuencia de acidos nucleicos gue codifica la regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N

T62S (SEQ ID NO: 39)

1 gaagtacagt tgttggagtc aggaggaggg ttggtccagc cgggtggatc gttgcggcett
61 tcgtgtgcgg cgtcgggatt caccttttca aactatgaca tgtcgtgggt gaggcaggca

121
181
241
301

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S

ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt

ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt

ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg

atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga

ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac

gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg

(SEQ ID NO: 40)

1 evgllesggg lvgpggslrl scaasgftfs nydmswvrga pgkglewvsy isrgggstyy
61 pdsvkgrfti srdnskntly lgmnslraed tavyycgrha ttaywyfdvw gggtmvtvss

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S

(SEQ ID NO: 41)
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gaagtacagt
tcgtgtgcgg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt
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tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg

ttggtccagc
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac

gttgcggctt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcyg

Secuencia de proteinas que define la reqién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (SEQ ID

NO: 42)

1 evgllesggg lvgpggslrl scaasgftfs sydmswvrga pgkglewvsy isrgggstyy
61 pdsvkgrfti srdnskntly lgmnslraed tavyycgrha ttaywyfdvw gggtmvtvss

Secuencia de acidos nucleicos gue codifica la regién variable de la cadena kappa guimérica Ch4F11

NO: 32)

1
61
121
181
241
301

gacgtggtaa
atctcgtgta
tatttgcaaa
tcgggggtyge
tcgegggtygyg
tggacgttcg

tgacgcagac
gaagctcgca
agcccggaca
ccgaccgatt
aagcggagga
gaggcgggac

gccgttgtce
gtcactcgtc
gtcaccgaag
ctcgggatcg
tctcggtgtce
aaaacttgag

cttcctgtcet
cataccaacg
ctcttgatct

ggttcgggga
tacttttgtt

atcaag

cgctcggaga
ggaatacata
acaaagtatc
cggattttac
cgcagtcaac

tcaggcgtcg
tcttcactgg
caatcggttt
gttgaagatt
gcatgtcccg

(SEQ ID

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena kappa quimérica Ch4F11 (SEQ ID NO: 4)

1 dvvmtgtpls lpvslgdgas iscrssgslv htngntylhw ylgkpggspk llivkvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedlgv yfcsgsthvp wtfgggtkle ik

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 (SEQ ID

NO: 43)

1 gatgtagtca tgacccaaac gccgctttcg ttgtcggtga cgcccggaca gcccgcgtca
61l atctcgtgtc ggtcatcgca gtcgttggta cacacaaacg gtaatacgta tctccattgg

121
181
241
301

tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtcg
tggacgtttg

agcccggcca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac

gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa

ctcttgatct acaaagtgag caatcgcttt
gggtcaggaa cggacttcac gcttaagatt
tacttttgtt cgcagtccac acatgtcccc

atcaag

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 (SEQ ID NO: 44)

1 dvvmtgtpls lsvtpggpas iscrssgslv htngntylhw ylgkpgaspg lliykvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedvgv yfcsgsthvp wtfgggtkve ik

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (SEQ

ID NO: 45)

1
61
121
181
241
301

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtyge
tcgagggtcg
tggacgtttg

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac

gccgcecttteg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa

ttgtcggtga
cacacacacg
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaag

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac

gccecgcegtca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (SEQ ID NO:

46)
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1 dvvmtgtpls lsvtpggpas iscrssgslv hthgntylhw ylgkpggspg lliykvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedvgv yfcsgsthvp wtfgggtkve ik

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la region variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (SEQ

ID NO: 47)

1
61
121
181
241
301

Secuencia de proteinas que define la region variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (SEQ ID NO:

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtyge
tcgagggteg
tggacgtttg

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac

gccgcecttteg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa

ttgtcggtga
cacacacaag
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaag

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac

gcccgcecgtceca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc

48)

1 dvvmtgtpls lsvtpggpas iscrssgslv htggntylhw ylgkpggspg lliykvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedvgv yfcsgsthvp wtfgggtkve ik

Secuencia de acidos nucleicos gue codifica la regién variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (SEQ

ID NO: 49)

1 gatgtagtca tgacccaaac gccgctttcg ttgtcggtga cgcccggaca gcccgcgtca
61 atctcgtgtc ggtcatcgca gtcgttggta cacacatacg gtaatacgta tctccattgg

121
181
241
301

tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtcyg
tggacgtttg

agececcggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac

gtcgccgecag
ctcgggatcg
tgtcggagte
gaaggtggaa

ctcttgatct acaaagtgag caatcgcttt
gggtcaggaa cggacttcac gcttaagatt
tacttttgtt cgcagtccac acatgtcccee

atcaag

Secuencia de proteinas que define la regién variable de la cadena Kappa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (SEQ ID NO:
50)

1 dvvmtgtpls lsvtpggpas iscrssgslv htygntylhw ylgkpggspg llivkvsnrf
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki srveaedvgv yfcsgsthvp wtfgggtkve ik

Las secuencias de aminoacidos que definen las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulina para los
anticuerpos producidos en el Ejemplo 8 se alinean en Figura 7. No se muestran las secuencias de péptidos senal
amino terminales (para la expresion/secrecién adecuada). CDR1, CDR2 y CDR3 (Definicion de kabat) se identifican
mediante recuadros. La Figura 8 muestra una alineacién de las secuencias CDR1, CDRz2 y CDR3 separadas para
cada una de las secuencias de la regién variable mostradas en la Figura 7.

Las secuencias de aminoacidos que definen las regiones variables de la cadena ligera de inmunoglobulina para los
anticuerpos en el Ejemplo 8 se alinean en la Figura 9. No se muestran las secuencias de péptidos sefial amino
terminales (para la expresion/secrecién adecuada). CDR1, CDRz2 y CDR3 se identifican mediante recuadros. La
Figura 10 muestra una alineacién de las secuencias CDRi, CDR2 y CDR3 separadas para cada una de las
secuencias de la region variable mostradas en Figura 9.

La Tabla 9 es un grafico de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia discutida en este Ejemplo.

Tabla 9
SEQ. ID NO. Acido nucleico o proteina
31 Regiodn variable de la cadena pesada quimérica Ch4F11-acido nucleico
2 Region variable de la cadena pesada quimérica Ch4F11-proteina
5 CDRI1 de la cadena pesada quimérica Ch4F11
6 CDR:2 de la cadena pesada quimérica Ch4F11
7 CDRs3 de la cadena pesada quimérica Ch4F11
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(Continuacion)

SEQ. ID NO. Acido nucleico o proteina

33 Regidn variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23-acido nucleico

34 Regiodn variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23-proteina

5 CDR1 de cadena pesada Sh4F11 Hv3-23

6 CDRz2 de cadena pesada Sh4F11 Hv3-23

7 CDRs3 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23

35 Regidn variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S-

acido nucleico

36 Regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S-
proteina

51 CDR1 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S

53 CDR:2 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S

7 CDRs3 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S

37 Regidn variable de la cadena pesadla_Sh4F1 1 Hv3-23 S31H T62S-acido
nucleico

38 Regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S-proteina

51 CDR1 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S

53 CDR:2 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S

7 CDRs3 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S

39 Regién variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S-

acido nucleico

40 Regiodn variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S-
proteina

52 CDR1 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S

53 CDR:2 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S

7 CDRs de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S

41 Regidn variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S-4cido
nucleico

42 Regioén variable de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S-proteina

5 CDR1 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S

53 CDR:2 de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S

7 CDRs de la cadena pesada Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S

32 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) quimérica Ch4F11-acido nucleico

4 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) quimérica Ch4F11-proteina

8 CDRI1 de la cadena ligera (kappa) quimérica Ch4F11

9 CDR:2 de la cadena ligera (kappa) quimérica Ch4F11

10 CDRs de la cadena ligera (kappa) quimérica Ch4F11

43 Regiodn variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29-acido nucleico

44 Regioén variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29-proteina

8 CDR1 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29

9 CDR:2 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29

10 CDRgs de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29

45 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28H-acido
nucleico

46 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28H-proteina

62 CDR1 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28H

9 CDR:2 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28H

10 CDRade la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28H

47 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Q-acido
nucleico

48 Regién variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Q-proteina

63 CDR1 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Q

9 CDR:z de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Q

10 CDRs3 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Q

49 Regidn variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Y-acido
nucleico

50 Regién variable de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Y-proteina

64 CDRu1 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Y

9 CDR:2 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Y

10 CDRs3 de la cadena ligera (kappa) Hu4F11 Kv2D-29 N28Y

Secuencias CDR de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado (Kabat, Chothia, y las definiciones de
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Tabla 10
Kabat
Region variable

CDR1 CDR2 CDRS3 SEQ ID NO:

SYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDTVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID >
quimérica Ch4F11 | ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6) NO: 7)

SYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDTVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID 34
Sh4F11 Hv3-23 ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6) NO: 7)
Sh4F11 Hv3-23 HYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDSVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID 36
A28T S31H T62S | ID NO: 51) (SEQ ID NO: 53) NO: 7)
Sh4F11 Hv3-23 HYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDSVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID 38
S31H T62S ID NO: 51) (SEQ ID NO: 53) NO: 7)
Sh4F11 Hv3-23 NYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDSVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID 40
A28T S31IN T62S |ID NO: 52) (SEQ ID NO: 53) NO: 7)
Sh4F11 Hv3-23 SYDMS (SEQ | YISRGGGSTYYPDSVKG HATTAYWYFDV (SEQ ID 42
A28T T62S ID NO: 5) (SEQ ID NO: 53) NO: 7)

Chothia
Region variable

CDR1 CDR2 CDRS3 SEQ ID NO:

GFAFSSY

(SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 2
quimérica Ch4F11 | 11) SRGGGS (SEQIDNO:12) |NO:7)

GFAFSSY

(SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 34
Sh4F11 Hv3-23 11) SRGGGS (SEQIDNO:12) |NO:7)

GFTFSHY
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 36
A28T S31H T62S | 54) SRGGGS (SEQIDNO:12) |NO:7)

GFAFSHY
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 38
S31H T62S 55) SRGGGS (SEQID NO:12) |NO:7)

GFTFSNY
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 40
A28T S31IN T62S | 56) SRGGGS (SEQIDNO:12) |NO:7)

GFTFSSY
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: HATTAYWYFDV (SEQ ID 42
A28T T62S 57) SRGGGS (SEQID NO:12) | NO:7)

IMGT

CDR1 CDR2 CDRS3

GFAFSSYD

(SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 2
quimérica Ch4F11 | 14) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

GFAFSSYD

(SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 34
Sh4F11 Hv3-23 14) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

GFTFSHYD
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 36
A28T S31H T62S | 58) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

GFAFSHYD
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 38
S31H T62S 59) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

GFTFSNYD
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 40
A28T S31N T62S | 60) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

GFTFSSYD
Sh4F11 Hv3-23 (SEQ ID NO: GRHATTAYWYFDV 42
A28T T62S 61) ISRGGGST (SEQ ID NO: 15) | (SEQ ID NO: 16)

5 Secuencias de CDR de cadena ligera Kappa de anticuerpo monoclonal humanizado (Kabat, Chothia, y las
definiciones de IMGT) se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11
Kabat/Chothia
Region variable
CDR1 CDR2 CDR3 SEQ ID NO:

quimérica RSSQSLVHTNGNTYLH (SEQ | KVSNRFS (SEQ | SQSTHVPWT (SEQ 4
Ch4F11 ID NO: 8) ID NO: 9) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | RSSQSLVHTNGNTYLH (SEQ | KVSNRFS (SEQ | SQSTHVPWT (SEQ 44
29 ID NO: 8) ID NO: 9) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | RSSQSLVHTHGNTYLH (SEQ | KVSNRFS (SEQ | SQSTHVPWT (SEQ 46
29 N28H ID NO: 62) ID NO: 9) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | RSSQSLVHTQGNTYLH (SEQ | KVSNRFS (SEQ | SQSTHVPWT (SEQ 48
29 N28Q ID NO: 63) ID NO: 9) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | RSSQSLVHTYGNTYLH (SEQ | KVSNRFS (SEQ | SQSTHVPWT (SEQ 50
29 N28Y ID NO: 64) ID NO: 9) ID NO: 10)

IMGT
Region variable
CDR1 CDR2 CDR3 SEQ ID NO:

quimérica QSLVHTNGNTY (SEQ ID NO: KVS SQSTHVPWT (SEQ 4
Ch4F11 20) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | QSLVHTNGNTY (SEQ ID NO: KVS SQSTHVPWT (SEQ 44
29 20) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | QSLVHTHGNTY (SEQ ID NO: KVS SQSTHVPWT (SEQ 46
29 N28H 65) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | QSLVHTQGNTY (SEQ ID NO: KVS SQSTHVPWT (SEQ 48
29 N28Q 66) ID NO: 10)

Hu4F11 Kv2D- | QSLVHTYGNTY (SEQ ID NO: KVS SQSTHVPWT (SEQ 50
29 N28Y 67) ID NO: 10)

Para crear las secuencias de anticuerpos de cadena pesada o kappa quiméricas y humanizadas completas, cada
secuencia variable anterior se combina con su regién constante humana respectiva. Por ejemplo, una cadena
pesada completa comprende una secuencia variable pesada seguida de una secuencia constante de cadena pesada
de IgG1 humana. Una cadena kappa completa comprende una secuencia variable kappa seguida de la secuencia

constante de la cadena ligera kappa humana.

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién constante de la cadena pesada de IgG1 humana (SEQ ID

NO: 68)

1 gcctcaacaa
61 ggcactgcag
121 tggaacagtg
181 ggcctgtact
241 tacatctgta
301 aagagctgcg
361 cccagcgtct
421 gaggtgacat
481 tacgttgatg
541 agtacatacc
601 gaatacaaat
661 aaggcaaagg
721 atgacaaaga
781 gccgttgagt
841 ctggatagtg
901 cagcagggta
961 cagaagtcac

Secuencia de proteinas que define la regidn constante de la cadena pesada de IgG1 humana (SEQ ID NO: 69)

aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccc
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

ctcgccccta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccc
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccce
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

1 astkgpsvip
61 glyslssvvt
121 psvilfppkp
181 styrvvsvlt
241 mtkngvsltc
301 gaggnvfscsv

lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi
mhealhnhyt

gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesngagp
gkslslspgk

32

dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna

kakggprepg
ldsdgsffly

htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw
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Secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién constante de la cadena ligera kappa humana (version 1)
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(SEQ ID NO: 70)

1
61
121
181
241
301

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién constante de la cadena ligera kappa humana (version 2)

cgcacagttg
ggtactgcct
tggaaagtgg
agcaaagact
aaacacaagg
tccttcaata

ctgcccccag
ctgtcgtatg
ataatgcact
caacttattc
tatacgcctg

ggggcgaatg

cgtgttcatt
cttgctcaac
tcaatctgga
actctcttcc
cgaggttaca
t

ttcccaccta
aacttttacc
aacagtcaag
accctgactc
caccagggtt

gcgatgagca
cacgtgaggc
agtccgtgac
tgtccaaggc
tgtctagtcc

gctgaaaagc
taaggtgcag
agaacaggac
agactatgaa
tgtcaccaag

(SEQ ID NO: 71)

1
61
121
181
241

cgcacagttg
ggtactgcct
tggaaagtygg
agcaaagact
aaacacaagg

cagcccececcag
ctgtcgtatg
ataatgcact
caacttattc
tatacgcctg

cgtgttcatt
cttgctcaac
tcaatctgga
actctcttcc
cgaggttaca

ttcccaccta
aacttttacc
aacagtcaag
accctgactc
caccagggtt

gcgatgagca
cacgtgaggc
agtccgtgac
tgtccaaggc
tgtctagtcc

gctgaaaagc
taaggtgcag
agaacaggac
agactatgaa
tgtcaccaag

301 tccttcaata

ggggcgaatg t

Secuencia de proteinas que define la regién constante de la cadena ligera kappa humana (las versiones 1y 2 de
acidos nucleicos codifican la misma secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 72)

1 rtvaapsvii fppsdeglks gtasvvclln nfypreakvg wkvdnalgsg nsgesvteqgd
61 skdstyslss tltlskadye khkvyacevt hgglsspvtk sfnrgec

Las siguientes secuencias representan la secuencia de cadena pesada y ligera de longitud completa real o
contemplada (es decir, que contienen las secuencias de las regiones variable y constante) para cada anticuerpo
descrito en este Ejemplo. Las secuencias sefial para la secrecion adecuada de los anticuerpos (por ejemplo,
secuencias sefial en el extremo 5' de las secuencias de ADN o el extremo amino terminal de las secuencias de
proteinas) no se muestran en las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa descritas en el
presente documento y no estan incluidas en la proteina secretada final. Tampoco se muestran los codones de
parada para la terminacion de la traduccion requerida en el extremo 3' de las secuencias de ADN. Un experto
habitual en la técnica seleccionara una secuencia sefial y/o un codén de parada para la expresién de las secuencias
de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina de longitud completa descritas. También se contempla que las
secuencias de la region variable pueden ligarse a otras secuencias de la region constante para producir cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulina de longitud completa activas.

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada quimérica de longitud completa Ch4F11 (regidén
variable de la cadena pesada de ratén y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 73)
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Secuencia de proteinas que define la cadena pesada quimérica de longitud completa Ch4F11 (reqidén variable de

1 gaggtacagc

ol
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

tecgtgtgegg
ccggaaaaac
cccgacacgg
cttcaaatgt
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

ES 2737649 T3

ttgtcgagtc
cgtcgggatt
gattggaatg
tcaaagggcg
cgtcgttgaa
attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccc
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

gggaggagga
tgcgttttcg
ggtcgcgtat
cttcacgatt
atcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtyg
cccagggaag

ttggtaaaac
tcgtatgata
atctcccgag
tcacgggaca
accgcgatgt
ggagccggaa
ctcgcccecta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctyg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccce
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

cgggtgggte
tgtcgtgggt
ggggaggttce
atgcgaaaaa
attactgcgg
cgacggtgac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
cccecctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccc
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

actcaaattg
gcgccagacyg
gacatactat
cacgctttat
gaggcatgcg
ggtgtcgtcg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccccagtg
gtcccecgcectgg
ccactacacc

la cadena pesada de ratén y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 74)

1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 (regidn

evglvesggyg
pdtvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc
qggnviscsv

1lvkpggslkl
srdnakntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi
mhealhnhyt

scaasgfafs
lgmsslksed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesngap
gkslslspgk

sydmswvrgt
tamyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkfnw
lpapiektis
ennykttppv

pekrlewvay
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna

kakggprepg
ldsdgsffly

isrgggstyy
gagttvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw

variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 75)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

gaagtacagt
tcgtgtgcgg
ccggggaaag
ccggatacgg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca

aggaggaggg
cgcgttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc

34

ttggtccagc
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgcccecta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg

gttgcggctt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgcg
ggtgtcgtcyg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc



10

15

661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Secuencia de proteinas que define la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 (regién variable de la

aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

ES 2737649 T3

acaagactca
ttttgttccc
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

ccatgccctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccce
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccc
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

cadena pesada humanizada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 76)

1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H

evgllesggg
pdtvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc
gggnviscsv

lvgpggslrl
srdnskntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi
mhealhnhyt

scaasgfafs
lgmnslraed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesnggp
gkslslspgk

sydmswvrda
tavyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

pgkglewvsy
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna
kakggprepq
ldsdgsffly

isrgggstyy
gggtmvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqyn
vytlppsree
skltvdksrw

T62S (region variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IgG 1 humana) (SEQ ID NO: 77)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Secuencia de proteinas que define la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S

gaagtacagt
tcgtgtgcgg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccce
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

aggaggaggyg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

ttggtccagce
cactatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgccccta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctyg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccce
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagqg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
ccceccectgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccce
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

gttgcggcectt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

(reqion variable de la cadena pesada humanizada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 78)

35



1
61
121
181
241
301
361
421

evgllesggg
pdsvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc
qggnviscsv

lvgpggslrl
srdnskntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi
mhealhnhyt

ES 2737649 T3

scaasgftfs
lgmnslraed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesnggp
gkslslspgk

hydmswvrga
tavyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

pgkglewvsy
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna

kakggprepg
ldsdgsffly

isrgggstyy
gggtmvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S

10

15

(reqién variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IlgG1 humana) (SEQ ID NO: 79)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

gaagtacagt
tcgtgtgcegyg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccc
gtgttgttgt
gagtcgaadgt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

aggaggaggg
cgcgttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

Secuencia de proteinas gue define la cadena pesada de

ttggtccagce
cactatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgccccta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccc
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

longitud completa Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (reqion

cgggtggatce
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccc
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

gttgcggcectt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 80)

61
121
181
241
301
361

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N

evgllesggg
pdsvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc

lvagpggslrl
srdnskntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi

scaasgfafs
lgmnslraed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesngagp

hydmswvrga
tavyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

pgkglewvsy
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna
kakggprepq
ldsdgsffly

421 gggnvfscsv mhealhnhyt gkslslspgk

isrgggstyy
gggtmvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw

T62S (region variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de 1gG 1 humana) (SEQ ID NO: 81)

36



10

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Secuencia de proteinas que define la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 A28T S31N T62S (regién

gaagtacagt
tcgtgtgcgg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

ES 2737649 T3

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccce
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

ttggtccagce
aactatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgccccta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccc
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccce
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

gttgcggcectt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcyg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

variable de

1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S

la cadena pesada humanizada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 82)

evgllesggg
pdsvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc
qggnviscsv

lvagpggslrl
srdnskntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
v1lhgdwlngk
1lvkgfypsdi
mhealhnhyt

scaasgftfs
lgmnslraed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesnggp
gkslslspgk

nydmswvrga
tavyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

pgkglewvsy
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna

kakggprepg
ldsdgsffly

isrgggstyy
gggtmvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw

(reqién variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IlgG1 humana) (SEQ ID NO: 83)

61
121
181
241

gaagtacagt
tcgtgtgcgg
ccggggaaag
ccggattccg
cttcagatga

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

37

ttggtccagce
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg

gttgcggcectt
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg



10

15

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

Secuencia de proteinas que define la cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (regién

acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta
cagaagtcac

attggtattt
aaggaccaag
cactcggctg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttccc
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag
tgagcctgag

cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctcgtcaag
ttctggtgtc
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgc
cggtcagcct
ctttctgtac
ctgttccgtg
cccagggaag

ES 2737649 T3

ggacaaggga
ctcgccccta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagccc
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga
atgcacgagg

cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctaccce
acaagacaac
ctgtggacaa
cattgcacaa

ggtgtcgtcg
tacatccggg
aaccgtgagc
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccceccagtg
gtcccgetgg
ccactacacc

variable de la cadena pesada humanizada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 84)

1
61
121
181
241
301
361
421

evgllesggg
pdsvkgrfti
astkgpsvip
glyslssvvt
psvilfppkp
styrvvsvlt
mtkngvsltc
qggnviscsv

lvgpggslrl
srdnskntly
lapsskstsg
vpssslgtgt
kdtlmisrtp
vlhgdwlngk
lvkgfypsdi
mhealhnhyt

scaasgftfs
lgmnslraed
gtaalgclvk
yicnvnhkps
evtcvvvdvs
eykckvsnka
avewesnggp
gkslslspgk

Secuencia de acidos nucleicos que codifica la cadena

sydmswvrda
tavyycgrha
dyfpepvtvs
ntkvdkrvep
hedpevkinw
lpapiektis
ennykttppv

ligera quimérica de longitud completa Ch4F11 (regi6n

pgkglewvsy
ttaywyfdvw
wnsgaltsgv
kscdkthtcp
yvdgvevhna

kakggprepg
ldsdgsffly

isrgggstyy
gggtmvtvss
htfpavlgss
pcpapellgg
ktkpreeqgyn
vytlppsree
skltvdksrw

variable de la cadena kappa del ratdn y region constante de kappa humana) (SEQ ID NO: 85)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Secuencia de proteinas que define la cadena ligera quimérica de longitud completa Ch4F11 (regién variable de la

gacgtggtaa
atctcgtgta
tatttgcaaa
tcgggggtge
tcgegggtgg
tggacgttcg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccaccce
gttacacacc

tgacgcagac
gaagctcgca
agcccggaca
ccgaccgatt
aagcggagga
gaggcgggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc
agggtttgtc

gcecgttgtce
gtcactcgtc
gtcaccgaag
ctcgggatcg
tctcggtgtce
aaaacttgag
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac
tagtcctgtc

cttcctgtcect
cataccaacg
ctcttgatct
ggttcgggga
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac
accaagtcct

cgctcggaga
ggaatacata
acaaagtatc
cggattttac
cgcagtcaac
cagttgctgce
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata
tcaatagggg

tcaggcgtcg
tcttcactgg
caatcggttt
gttgaagatt
gcatgtcccg
ccccagcegtyg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag
cgaatgt

cadena Kappa del ratén y regién constante de Kappa humana) (SEQ ID NO: 86)

1 dvvmtgtpls lpvslgdgas
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki
121 fifppsdegl ksgtasvvcl
181 sstltlskad yekhkvyace

iscrssagslv
srveaedlgv
Innfypreak
vthgglsspv

htngntylhw ylgkpggspk lliykvsnrf
yvfcsgsthvp wtfgggtkle ikrtvaapsv
vgwkvdnalg sgnsgesvte gdskdstysl
tksfnrgec

Secuencia de &cidos nucleicos que codifica la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 (regi6n
variable de la cadena kappa humanizada y regién constante de kappa humana (versién 1)) (SEQ ID NO: 87)

38
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Secuencia de proteinas que define la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 (reqién variable de la

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtygce
tcgagggteg
tggacgtttg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccaccce
gttacacacc

ES 2737649 T3

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggcca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc
agggtttgtc

gccgcettteg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac
tagtcctgtc

ttgtcggtga
cacacaaacg
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac
accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgctgc
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata
tcaatagggg

gcccecgcecgtceca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagcegtg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag
cgaatgt

cadena kappa humanizada y region constante de kappa humana) (SEQ ID NO: 88)

1
61
121
181

Secuencia de &cidos nucleicos que codifica la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (regién

dvvmtgtpls

lsvtpggpas

sgvpdrfsgs gsgtdftlki

fifppsdegl

ksgtasvvcl

sstltlskad yekhkvyace

iscrssgslv
srveaedvgv
Innfypreak
vthgglsspv

htngntylhw ylgkpggspg lliykvsnrf
vfcsgsthvp wtfgggtkve ikrtvaapsv
vgwkvdnalg sgnsgesvte gdskdstysl

tksfnrgec

variable de la cadena kappa humanizada y region constante de kappa humana (version 2)) (SEQ ID NO: 89)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Secuencia de proteinas que define la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (region variable

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtyge
tcgagggteg
tggacgtttg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccaccce
gttacacacc

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc
agggtttgtc

gccgcecttteg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac
tagtcctgtc

ttgtcggtga
cacacacacg
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac
accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagc
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata
tcaatagggg

gcccgcecgtceca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagcegtyg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag
cgaatgt

de la cadena Kappa humanizada y regién constante de Kappa humana) (SEQ ID NO: 90)

1
61
121
181

dvvmtgtpls
sgvpdrfsgs
fifppsdegl
sstltlskad

lsvtpggpas
gsgtdftlki
ksgtasvvcl
yekhkvyace

iscrssgslv
srveaedvgv
Innfypreak
vthgglsspv

Secuencia _de &acidos nucleicos que codifica la cadena

hthgntylhw ylgkpggspg lliykvsnrf
vfcsgsthvp wtfgggtkve ikrtvaapsv
vgwkvdnalg sgnsgesvte gdskdstysl

tksfnrgec

ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q

(reqién variable de la cadena kappa humanizada y regién constante de kappa humana (versién 2)) (SEQ ID NO:

91)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtyge
tcgagggteg
tggacgtttg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccaccce
gttacacacc

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc
agggtttgtc

gccgcecttteg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac
tagtcctgtc

39

ttgtcggtga
cacacacaag
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac
accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagc
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata
tcaatagggg

gcccgcecgtceca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagcegtyg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag
cgaatgt
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Secuencia de proteinas que define la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (regidén variable

de la cadena Kappa humanizada y regién constante de Kappa humana) (SEQ ID NO: 92)

1 dvvmtgtpls lsvtpggpas
61 sgvpdrfsgs gsgtdftlki
fifppsdeqgl ksgtasvvcl
sstltlskad yekhkvyace

121
181

iscrssgslv
srveaedvgv
Innfypreak
vthgglsspv

htggntylhw ylgkpggspg lliykvsnrf
vfcsgsthvp wtfgggtkve ikrtvaapsv
vgwkvdnalg sgnsgesvte gdskdstysl
tksfnrgec

Secuencia de &cidos nucleicos gue codifica la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (regién

variable de la cadena kappa humanizada y region constante de kappa humana (version 2)) (SEQ ID NO: 93)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtyge
tcgagggteg
tggacgtttg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccaccce
gttacacacc

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc
agggtttgtc

gccgcetttceg
gtcgttggta
gtcgccgcag
ctcgggatcg
tgtcggagtc
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac
tagtcctgtc

ttgtcggtga
cacacatacg
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac
accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagc
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata
tcaatagggg

gcccgcecgtceca
tctccattgg
caatcgcttt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagcegtg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag
cgaatgt

10

15

Secuencia de proteinas que define la cadena ligera de longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (region variable

de la cadena kappa humanizada y region constante de kappa humana) (SEQ ID NO: 94)

1
61
121
181

dvvmtgtpls lsvtpggpas
sgvpdrfsgs gsgtdftlki
fifppsdeqgl ksgtasvvcl
sstltlskad yekhkvyace

iscrssgslv
srveaedvgv
Innfypreak
vthgglsspv

htygntylhw ylagkpggspg lliykvsnrf
vfcsgsthvp wtfgggtkve ikrtvaapsv
vgwkvdnalg sgnsgesvte gdskdstysl
tksfnrgec

Tabla 12 es un gréfico de concordancia que muestra la SEQ ID NO. de cada secuencia descrita en este Ejemplo.

Tabla 12
SEQID NO. Acido nucleico o proteina

68 IgG1 humana constante-acido nucleico

69 IgG1 humana constante-proteina

70 Kappa humana constante-acido nucleico (versién 1)

71 Kappa humana constante-acido nucleico (versién 2)

72 Kappa humana constante-proteina (las versiones 1y 2 de &cidos nucleicos codifican la misma
secuencia de aminodacidos)

73 pesada quimérica Ch4F11 variable + IgG1 humana constante-acido nucleico

74 pesada quimérica Ch4F11 variable + IgG1 humana constante-proteina

75 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 humanizada variable + IgG1 Humana constante-acido nucleico

76 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 humanizada variable + IgG1 humana constante-proteina

77 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S humanizada variable + IgG1 humana
constante-acido nucleico

78 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S humanizada variable + IgG1 humana
constante-proteina

79 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S humanizada variable + IgG1 humana constante-
acido nucleico

80 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S humanizada variable + IgG1 humana constante-
proteina

81 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S humanizada variable + IgG1 humana
constante-acido nucleico

82 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S humanizada variable + IgG1 humana
constante-proteina

83 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S humanizada variable + IgG1 humana constante-
acido nucleico

84 pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S humanizada variable + IgG1 humana constante-
proteina

40
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(continuacién)

SEQID NO. Acido nucleico o proteina

85 Kappa quimérica Ch4F11 variable + Kappa humana constante-acido nucleico (version 1)

86 Kappa quimérica Ch4F11 variable + Kappa humana constante-proteina

87 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 humanizada variable + Kappa humana constante-acido
nucleico (version 1)

88 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 humanizada variable + Kappa humana constante-proteina

89 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H humanizada variable + Kappa Humana constante-acido
nucleico (versién 2)

20 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H humanizada variable + Kappa humana constante-
proteina

91 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q humanizada variable + Kappa Humana constante-acido
nucleico (version 2)

92 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q humanizada variable + Kappa humana constante-
proteina

93 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y humanizada variable + Kappa Humana constante-acido
nucleico (version 2)

94 Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y humanizada variable + Kappa humana constante-
proteina

La Tabla 13 a continuaciéon muestra los anticuerpos que contienen cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina
quimérica y combinaciones ejemplares de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina quimérica o humanizada

de longitud completa.

Tabla 13
Nombre de
Anticuerpo | Cadena pesada Cadena ligera
pesada quimérica Ch4F11 variable + IgG1 Kappa quimérica Ch4F11 variable + Kappa
Hu4F11-1 humana constante (SEQ ID NO: 74) humana constante (SEQ ID NO: 86)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 humanizada
variable + 1IgG1 humana constante (SEQ ID NO: | Kappa quimérica Ch4F11 variable + Kappa
Hu4F11-10 | 76) humana constante (SEQ ID NO: 86)
humana Hu4F11 Kv2D-29 humanizada
pesada quimérica Ch4F11 variable + 1gG1 variable + Kappa humana constante (SEQ ID
Hu4F11-18 | humana constante (SEQ ID NO: 74) NO: 88)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 humanizada Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 humanizada
variable + IgG1 humana constante (SEQ ID NO: | variable + Kappa humana constante (SEQ ID
Hu4F11-32 | 76) NO: 88)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-69 | constante (SEQ ID NO: 82) constante (SEQ ID NO: 90)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-70 | constante (SEQ ID NO: 78) constante (SEQ ID NO: 90)
Nombre de
Anticuerpo | Cadena pesada Cadena ligera
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-71 | (SEQ ID NO: 84) constante (SEQ ID NO: 90)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28H
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-72 | (SEQ ID NO: 80) constante (SEQ ID NO: 90)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-73 | constante (SEQ ID NO: 82) constante (SEQ ID NO: 94)
Nombre del
anticuerpo | Cadena pesada Cadena ligera
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-74 | constante (SEQ ID NO: 78) constante (SEQ ID NO: 94)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-75 | (SEQ ID NO: 84) constante (SEQ ID NO: 94)
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(continuacién)

Nombre de
Anticuerpo | Cadena pesada Cadena ligera
pesada humana SMF11 Hv3-23 S31H T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Y
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-76 | (SEQ ID NO: 80) constante (SEQ ID NO: 94)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-77 | constante (SEQ ID NO: 82) constante (SEQ ID NO: 92)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
T62S humanizada variable + IgG1 humana humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-78 | constante (SEQ ID NO: 78) constante (SEQ ID NO: 92)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-79 | (SEQ ID NO: 84) constante (SEQ ID NO: 92)
pesada humana Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S Kappa humana Hu4F11 Kv2D-29 N28Q
humanizada variable + IgG1 humana constante humanizada variable + Kappa humana
Hu4F11-80 | (SEQ ID NO: 80) constante (SEQ ID NO: 92)

La construccion del anticuerpo que contiene las cadenas pesada y ligera quiméricas de longitud completa se designa
a continuacién: 4F11 quimérico (Hud4F11-1) = Cadena pesada quimérica de longitud completa Ch4F11 (region
variable de la cadena pesada de ratén y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO: 74) més cadena ligera
quimérica de longitud completa Ch4F11 (region variable de la cadena de Kappa de ratén y region constante de

Kappa humana) (SEQ ID NO: 86)

A continuacién se describen trece de las posibles construcciones de anticuerpos que contienen las cadenas pesada

y ligera de inmunoglobulina de longitud completa que contienen regiones variables humanizadas:

Hu4F11-32 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 (regi6n variable humanizada de la cadena
pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:76) més cadena ligera de longitud completa Hu4F11
Kv2D-29 (region variable de la cadena Kappa humanizada y region constante de Kappa humana) SEQ ID NO:88)

Hu4F11-69 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (regiéon variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:82) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (regién variable de la cadena Kappa humanizada y regiéon constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:90)

Hu4F11-70 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (regiéon variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:78) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (regién variable de la cadena Kappa humanizada y regién constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:90)

Hu4F11-71 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (region variable humanizada de
la cadena pesada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:84) mas cadena ligera de longitud completa
Hu4F11 Kv2D-29 N28H (regién variable de la cadena kappa humanizada y region constante de Kappa humana)
(SEQ ID NO:90)

Hu4F11-72 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (region variable de la cadena
pesada humanizada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:80) mas cadena ligera de longitud
completa Hu4F11 Kv2D-29 N28H (region variable de la cadena de Kappa humanizada y regién constante de
Kappa humana) (SEQ ID NO:90)

Hu4F11-73 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (region variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:82) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (regién variable de la cadena Kappa humanizada y region constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:94)

Hu4F11-74 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (region variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:78) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (regién variable de la cadena Kappa humanizada y region constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:94)

Hu4F11-75 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (region variable humanizada de

la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:84) mas cadena ligera de longitud completa
Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (region variable de la cadena kappa humanizada y regioén constante de Kappa humana)

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2737649 T3

(SEQ ID NO:94)

Hu4F11-76 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (region variable de la cadena
pesada humanizada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:80) mas cadena ligera de longitud
completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Y (regién variable de la cadena de Kappa humanizada y regién constante de
Kappa humana) (SEQ ID NO:94)

Hu4F11-77 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31N T62S (regiéon variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:82) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (region variable de la cadena Kappa humanizada y region constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:92)

Hu4F11-78 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S (regiéon variable
humanizada de la cadena pesada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:78) mas cadena ligera de
longitud completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (region variable de la cadena Kappa humanizada y regiéon constante
de Kappa humana) (SEQ ID NO:92)

Hu4F11-79 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 A28T T62S (region variable humanizada de
la cadena pesada y regién constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:84) mas cadena ligera de longitud completa
Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (region variable de la cadena kappa humanizada y regiéon constante de Kappa humana)
(SEQ ID NO:92)

Hu4F11-80 = Cadena pesada de longitud completa Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S (region variable de la cadena
pesada humanizada y region constante de IgG1 humana) (SEQ ID NO:80) mas cadena ligera de longitud
completa Hu4F11 Kv2D-29 N28Q (region variable de la cadena de Kappa humanizada y region constante de
Kappa humana) (SEQ ID NO:92)

Ejemplo 9: Afinidades de union de anticuerpos monoclonales anti-Notch3 humanizados y quiméricos

Las afinidades de unién y la cinética de la unién de anticuerpos quiméricos y humanizados a la proteina de fusion
(rhNotch3 monomérico) del dominio extracelular de Notch3 monomérico recombinante humano (que contiene los
dominios 1-11 de tipo EGF) y la proteina de fusion (rcNotch3 monomérica) del dominio extracelular de Notch3
monomérico recombinante de mono Cynomologus (que contiene dominios extracelulares de EGF 1-12) se midi6 por
resonancia de plasmén superficial, utilizando un instrumento BlAcore® T100 (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Anti-lgG humanas de cabra (especificas del fragmento Fc, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) se
inmovilizaron en chips sensores CM4 de dextrano carboximetilados mediante acoplamiento de amina, segin un
protocolo estandar. Los analisis se realizaron a 25 y 37 °C utilizando PBS que contiene 0,05 % de tensioactivo P20
como tampoén de ejecucion. Los anticuerpos se capturaron en células de flujo individuales a un caudal de 10
pl/minuto. El tiempo de inyeccion se varid para cada anticuerpo para producir una Rmax entre 30 y 60 RU. El
tampo6n o proteina Notch3 diluido en tampdn de ejecucion se inyectd secuencialmente sobre una superficie de
referencia (sin anticuerpo capturado) y la superficie activa (anticuerpo que se debe ensayar) durante 240 segundos a
60 pl/minuto. La fase de disociaciéon fue controlada durante hasta 900 segundos. A continuacioén, la superficie se
regener6 con dos inyecciones de 60 segundos de glicina-HCI 10 mM, pH 2,25, a un caudal de 30 pl/minuto. El
intervalo de concentracion de Notch3 ensayado fue de 50 nM a 6,25 nM.

Los parametros cinéticos se determinaron utilizando la funcion cinética del software BlAevaluation (GE Healthcare)
con doble resta de referencia. Se determinaron los parametros cinéticos para cada anticuerpo, ka (constante de
velocidad de asociacion), kd (constante de velocidad de disociacion) y Ko (constante de disociacion de equilibrio).
Los valores cinéticos de los anticuerpos monoclonales purificados en rcNotch3 monomérico a 25 °C se resumen en
la Tabla 14.

Tabla 14
ka (1/Ms) | ka (1/5) | Ka (M)
Hu4F11-1 | 4,8E+05 | 1,0E-02 | 2,4E-08
Hu4F11-32 | 7,9E+05 | 7,5E-03 | 1,8E-08
Hu4F11-69 | 1,2E+05 | 9,4E-04 | 7,7E-09
Hu4F11-70 | 2,0E+05 | 1,0E-03 | 52E-09
Hu4F11-71 | 1,5E406 | 4,0E-03 | 2,7E-09
Hu4F11-71 | 2,8E+06 | 4,5E-03 | 1,6E-09
Hu4F11-73 | 7,6E+05 | 1,9E-03 | 2,6E-09
Hu4F11-74 | 9,0E+05 | 2,5E-03 | 2,8E-09
Hu4F11-75 | 7,2E+05 | 2,6E-03 | 3,7E-09
Hu4F11-76 | 7,8E+05 | 1,9E-03 | 2,5E-09
Hu4F11-77 | 9,6E+05 | 2,5E-03 | 2,6E-09

alalalalalalalalalo|os
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(continuacién)
ka (1/Ms) | kd(1/s) Kd (M)
Hu4F11-78 | 1,8E+06 | 3,8E-03 | 2,2E-09
Hu4F11-79 | 1,3E+06 | 4,6E-03 | 3,4E-09
Hu4F11-80 | 8,2E+05 | 3,2E-03 | 4,0E-09

_ ||

Se realizaron mediciones cinéticas adicionales para cada anticuerpo mostrado en la Tabla 14. Estas mediciones
confirmaron que los anticuerpos tienen afinidades que van desde aproximadamente 1 nM a aproximadamente 25 nM
para rcNotch3 monomeérico a 25 °C.

Los valores cinéticos de los anticuerpos monoclonales purificados en rcNotch3 monomérico a 37 °C se resumen en
la Tabla 15.

Tabla 15

Anticuerpo | Ka (1/Ms) | kd (1/s) Kd (M)

Hu4F11-32 | 5,0E+05 | 1,6E-02 | 3,2E-08
Hu4F11-69 | 4,0E+05 | 3,8E-03 | 1,1E-08
Hu4F11-70 | 3,7E+05 | 2,9E-03 | 9,1E-09
Hu4F11-71 | 4,1E+05 | 5,6E-03 | 1,4E-08
Hu4F11-72 | 4,4E+05 | 3,2E-03 | 9,8E-09
Hu4F11-73 | 5,0E+05 | 6,3E-03 | 1,5E-08
Hu4F11-74 | 4,4E+05 | 4,5E-03 | 1,2E-08
Hu4F11-75 | 3,8E+05 | 8,9E-03 | 2,4E-08
Hu4F11-76 | 5,4E+05 | 6,2E-03 | 1,2E-08
Hu4F11-77 | 9,1E+05 | 1,0E-02 | 1,2E-08
Hu4F11-78 | 6,6E+05 | 7,0E-03 | 1,1E-08
Hu4F11-79 | 9,8E+05 | 2,1E-02 | 2,3E-08
Hu4F11-80 | 9,1E+05 | 1,0E-02 | 1,2E-08

W WWWWWWWWWw|w|w|ul|>

Se realizaron mediciones cinéticas adicionales para cada anticuerpo mostrado en la Tabla 15. Estas mediciones
confirmaron que los anticuerpos tienen afinidades que van desde aproximadamente 9 nM a aproximadamente 35 nM
para rcNotch3 monomeérico a 37 °C.

Los valores cinéticos de los anticuerpos monoclonales purificados en rhNotch3 monomérico a 37 °C se resumen en
la Tabla 16.

Tabla 16

Anticuerpo | ka (1/Ms) | kd (1/s) Ka (M)

Hu4F11-32 | 1,7E+06 | 4,6E-03 | 2,7E-09
Hu4F11-69 | 1,3E+06 | 3,8E-03 | 2,9E-09
Hu4F11-70 | 9,4E+05 | 2,8E-03 | 3,0E-09
Hu4F11-71 1,2E+06 | 3,7E-03 | 3,0E-09
Hu4F11-72 | 1,8E+05 | 9,4E-04 | 5,2E-09
Hu4F11-73 | 2,1E+05 | 1,3E-03 | 5,9E-09
Hu4F11-74 | 5,6E+05 | 2,2E-03 | 3,9E-09
Hu4F11-75 | 2,7E+06 | 9,0E-03 | 3,4E-09
Hu4F11-76 | 1,7E+06 | 5,5E-03 | 3,3E-09
Hu4F11-77 | 2,2E+06 | 7,3E-03 | 3,3E-09
Hu4F11-78 | 1,5E+06 | 5,5E-03 | 3,8E-09
Hu4F11-79 | 1,8E+06 | 6,0E-03 | 3,2E-09
Hu4F11-80 | 1,1E+06 | 4,1E-03 | 3,8E-09

NG UG DY) UG PRI JEI'Y UG PTG B PEI'Y) I PRI P |

Se realizaron mediciones cinéticas adicionales para cada anticuerpo mostrado en la Tabla 16. Las mediciones
adicionales se promediaron junto con las presentadas en la Tabla 16. Estas mediciones combinadas indicaron que
los anticuerpos tienen afinidades que van desde aproximadamente 7 nM a aproximadamente 16 nM para rhNotch3
monomérico a 37 °C (Tabla 17).

Tabla 17
Anticuerpo | ka (1/Ms) | ka (1/s) Kd (M)
Hu4F11-32 | 7,4E+06 | 8,4E-02 | 7,6E-09
Hu4F11-69 | 7,1E+05 | 3,7E-03 | 8,5E-09
Hu4F11-70 | 6,9E+05 | 3,9E-03 | 7,5E-09
Hu4F11-71 | 1,1E+06 | 9,5E-03 | 9,2E-09
Hu4F11-72 | 7,1E+05 | 6,9E-03 | 7,0E-09

AR (WINS
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(continuacién)
Anticuerpo | Ka (1/Ms) | kd (1/s) Kd (M)
Hu4F11-73 | 4,9E+05 | 4,6E-03 | 1,1E-08
Hu4F11-74 | 4,9E+05 | 5,1E-03 | 1,0E-08
Hu4F11-75 | 1,7E+06 | 1,3E-02 | 1,0E-08
Hu4F11-76 | 9,8E+05 | 6,4E-03 | 8,2E-09
Hu4F11-77 | 1,2E+06 | 7,4E-03 | 8,6E-09
Hu4F11-78 | 8,2E+05 | 6,0E-03 | 9,0E-09
Hu4F11-79 | 9,0E+05 | 9,1E-03 | 1,6E-08
Hu4F11-80 | 5,9E+05 | 5,6E-03 | 1,4E-08

W WA WWW|~W|S

Los resultados en las Tablas 14-17 demuestran que los anticuerpos quiméricos y cada uno de los humanizados,
tienen velocidades de asociacion rapidas (ka), velocidades de disociacion muy lentas (kd) y afinidades muy elevadas
(Kp). En particular, los anticuerpos tienen afinidades que van desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente
35 nM.

Ejemplo 10: Unién de anticuerpos 4F11 humanizados a Notch3 expresado en la superficie celular

La unién de las variantes de 4F11 humanizadas al receptor Notch3 de la superficie celular se confirmé mediante
FACS. Las lineas de CHO FIpIn™ que expresan Notch3 humano de forma estable, o lineas de CHO FlpIn™ que no
expresan receptores Notch humanos, se utilizaron para experimentos de unién. Las células CHO se recogieron
utilizando un tampdn de disociacion celular (Life Technologies, Grand Island, NY) y se volvieron a suspender en 2,5
x 108 células/ml en PBS/BSA al 0,5 %. Se agregaron 100 pl de suspension celular por muestra a una placa con
fondo en V de 96 pocillos. Se afiadieron anticuerpos humanizados 4F11 o IgG humana a 5 pug/ml a los pocillos, se
mezclaron e incubaron en hielo durante una hora. Después de lavar con PBS/BSA al 0,5 %, se afadié anticuerpo
secundario conjugado con PE humano a una dilucién 1:100 en PBS/BSA al 0,5 % y se dejo incubar en hielo en la
oscuridad durante 30 minutos. Las células se lavaron con PBS/BSA al 0,5 %, luego se resuspendié en 300 ul de
PBS/BSA al 0,5 % y se realiz6 un analisis FACS. La expresién del receptor Notch3 humano se confirm¢é utilizando
PE anti-Notch3 humano (BioLegend, San Diego, CA) como control positivo. El analisis FACS confirmé que las
variantes del anticuerpo 4F11 humanizado se unen a Notch3 humano expresado en la superficie celular.

Ejemplo 11: Inhibicion de la escision de ICD de Notch3 inducida por ligando con anticuerpos 4F11
humanizados

Se ensayaron las variantes de 4F11 humanizadas seleccionadas para determinar su capacidad para inhibir la
activacion de Notch3 inducida por ligando, como se mide por la presencia de ICD escindido. La linea celular de
cancer de mama MDA-MB-468, que expresa Notch3 humano enddgeno, se colocd en placas de 96 pocillos
previamente recubiertas con proteina de fusién hJag2-mFc. Los pocillos se prepararon diluyendo Fc de raton a
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) a 5 ug/ml en un tampén de recubrimiento de carbonato-bicarbonato
esterilizado por filtracion, pH 9,4 (Thermo Fisher Scientific, Rockland, MD). A continuacion, se agregaron 100 pl del
anticuerpo diluido a cada pocillo de una placa Maxisorp™ de 96 pocillos y se incub6 durante la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, los pocillos se lavaron tres veces con PBS/BSA al 0,5 % antes de agregar 100 pl de proteina de fusién
Jag2-mFc soluble o Fc de IgG de ratén (Jackson Immunolabs) diluida a 5 pg/ml en PBS/BSA al 0,5 %. Después de
incubar durante dos horas a temperatura ambiente en un agitador orbital, los pocillos se lavaron tres veces con
PBS/BSA al 05 % para eliminar el ligando no unido. Las células MDA-MB-468 se contaron y se volvieron a
suspender en medios de crecimiento frescos a 0,4 x 10° células/ml. Las células se preincubaron con 10 pug/ml de los
anticuerpos humanizados 4F11 durante 30 minutos a 37 °C, antes de sembrar 100 pl de la suspension en placas de
96 pocillos recubiertas con ligando hdJag2-mFc o mFc. Estas se incubaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente,
los pocillos se lavaron suavemente con PBS enfriado con hielo, a continuacion, las células se recogieron agregando
tampon RIPA que contiene inhibidores de proteasa directamente al pocillo. Los lisados se clarificaron por
centrifugacién en una microcentrifuga refrigerada. Los sobrenadantes se hirvieron con tampén de muestra SDS 5X
antes de cargarlos en un gel SDS PAGE vy transferencia de Western. Las transferencias se exploraron con un
anticuerpo a-Notch3 para detectar el dominio intracelular escindido (Cell Signaling, Danvers, MA). Las mismas
transferencias también se sondaron con anti-f tubulina (Cell Signaling) para usar como control de carga. Las bandas
se cuantificaron utilizando el software ImagelLab (BioRad, Hercules, CA) y los valores se ajustaron en relaciéon con
sus respectivos controles de carga. A continuacion, cada muestra se normalizé con respecto al valor de la banda de
ICD de Notch3 de las células colocadas en placas en pocillos sin ligando en presencia del anticuerpo de control
higG.

Las variantes del anticuerpo 4F11 humanizado inhiben significativamente la escision inducida por ligando de ICD de
Notch3 como se resume en la Figura 11.

Ejemplo 12: Inhibicion de la transcripcion dependiente de Notch3 por anticuerpos 4F11 humanizados

Se usaron ensayos de indicador de luciferasa para evaluar la capacidad de ciertos anticuerpos 4F11 humanizados
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para inhibir la sefalizacion del receptor Notch3 dependiente de ligando y la actividad transcripcional. Las lineas de
indicador HCC1143 cocultivadas con células CHO que expresan ligandos Notch se utilizaron para estos ensayos.

Se produjeron lineas estables que expresaban ligandos de Notch de longitud completa en la superficie celular
transfectando células CHO FlpIn™ con Jag1, Jag2, Los ADNc de DLL1 o DLL4 se clonaron en el vector pcDNASFRT
utilizando Lipofectamine 2000 (Life Technologies) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Veinticuatro horas
después de la transfeccion, las células CHO se dividieron en medio F12 que contenia FBS al 10 %, 2 mM de L-
glutamina y 700 pg/ml de higromicina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para seleccionar las células transfectadas. La
expresion de los ligandos de Notch se confirmé mediante andlisis FACS utilizando anticuerpos contra Jag1 (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN), Jag2 (R&D Systems), DLL1 (R&D Systems) y DLL4 (BioLegend, San Diego, CA).

Las lineas de CHO FIpIn™ que expresan de forma estable los ligandos de Notch se tripsinizaron, se contaron y se
sembraron en placas de 96 pocillos a 60K células/pocillo en 100 pl de medio F12 K de Ham sin higromicina B. Al dia
siguiente, Las células indicadoras HCC1143 se centrifugaron y se volvieron a suspender en medios RPMI que
contenian un 2 % de FBS a 0,2x10.% células/ml. Los anticuerpos se diluyeron en serie en RPMI sin FBS, y se
agregaron 100 pl de solucion de anticuerpo a un volumen igual de células indicadoras durante 30 minutos a 37 °C en
una incubadora con CO2 al 5 %. Después de eliminar de los medios las células CHO hdag2, se afiadieron 100 pl de
la mezcla de indicador/anticuerpo HCC1143 a las células que expresaban el ligando y se dejaron incubar a 37 °C
durante la noche. Veinticuatro horas después, se colocaron las placas de 96 pocillos a temperatura ambiente
durante 20 minutos, después, se procesaron con el protocolo de ensayo indicador Bright Glo (Promega, Madison,
WI) segun las instrucciones del fabricante. Los lisados se transfirieron a placas de 96 pocillos de pared blanca
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) y se leyeron en un luminémetro GloMax (Promega) usando el programa
Bright Glo.

Como se muestra en la Figura 12A-B, las variantes del anticuerpo 4F11 humanizadas inhiben la activacion de la
transcripcion inducida por ligando en la linea celular indicadora HCC1143.

Ejemplo 13: Inhibiciéon de la escision de ICD de Notch3 In vivo

Los anticuerpos 4F11 humanizados seleccionados (es decir, Hu4F11-70, Hu4F11-72, Hu4F11-78) se ensayaron
para determinar su capacidad para inhibir la escision de ICD de Notch3 expresado en tumores HCC2429 in vivo.

Todos los ratones fueron tratados de acuerdo con la Politica del Servicio de Salud Publica de la OLAW sobre
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y la Guia ILAR para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Todos
los estudios in vivo se realizaron siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales AVEO. HCC2429 es una linea celular de cancer de pulmén que alberga una translocacion del cromosoma
19 que produce una sobreexpresion del receptor Notch3. Para los experimentos de escision de ICD de Notch3,
ratones lampifios de NCR de aproximadamente trece semanas de edad (Taconic, Germantown, NY) se inocularon
por via subcutdnea en el flanco derecho con 5x10® células en 1:1 DMEM + Matrigel (Invitrogen, Carlsbad,
CA)/Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA). Las mediciones tumorales se tomaron dos veces por semana,
utilizando pinzas de vernier. El volumen tumoral se calculé usando la siguiente formula: V = 0,5 x ancho x ancho x
largo. Cuando los tumores se acercaron a un volumen de 300-400 mm3, los ratones se asignaron al azar en grupos
de tres animales cada uno (corresponde al raton 1 (m1) al ratén 3 (m3), como se designa en la Figura 13). Al dia
siguiente, los ratones se trataron con 20 mg/kg de hlgG (control), o 20 mg/kg de anticuerpos Hu4F11-70, Hu4F11-
72, Hu4F11-78 o 4F11 murino (mu4F11) por inyeccién intraperitoneal. Los ratones se dosificaron una vez, y los
tumores se recogieron 24 horas después y se congelaron rapidamente.

Para evaluar los niveles de ICD de Notch3 escindido, los tumores se pulverizaron utilizando un impactador
cryoPREP™ de Covaris (Covaris, Woburn, MA), se volvieron a suspender en tampé6n RIPA (Boston BioProducts)
que contenia inhibidores de proteasa y se rotaron a 4 °C durante 1 hora. Los lisados se clarificaron mediante
centrifugacién a 14k rpm durante 15 minutos en una microcentrifuga refrigerada. La concentracion de proteinas para
cada muestra se midi6 utilizando el ensayo de proteinas DC de BioRad (BioRad). Concentraciones iguales de
proteina de cada muestra se cargaron en un gel de SDS PAGE y se transfirieron a nitrocelulosa mediante
transferencia de Western. Las transferencias se exploraron con anticuerpo contra el extremo C de Notch3 (Cell
Signaling) para detectar los niveles del ICD escindido. Las transferencias también se exploraron con el anticuerpo
contra B-tubulina (Cell Signaling) para su uso como control de carga. Las bandas se cuantificaron utilizando el
software Image Lab 3.0 (BioRad) y la intensidad de las bandas de ICD de Notch3 se normalizdé a su respectivo
control de carga de B-tubulina. Todos los anticuerpos 4F11 humanizados ensayados (es decir, Hu4F11-70, Hu4F11-
72, Hu4F11-78) inhiben significativamente la activacion de Notch3 in vivo, segun lo medido por los niveles de ICD de
Notch3 presentes en tumores 24 horas después del tratamiento con anticuerpos de dosis Unica (Figura 13).

Las realizaciones anteriores se deben considerar en todos los aspectos ilustrativos en lugar de limitarse a la
invencion descrita en este documento. De este modo, el alcance de la invencién se indica por las reivindicaciones
adjuntas en lugar de por la descripcion anterior, y todos los cambios que vienen dentro del significado y del intervalo
de equivalencia de las reivindicaciones se pretende que se incluyan en el mismo.
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<110> AVEO PHARMACEUTICALS, INC.

<120> ANTICUERPOS ANTI-NOTCH3

<130> AVO-030PC

<140>
<141>

<150> 61/866.787
<151> 16-08-2013

<150> 61/739.435
<151>19-12-2012

<160> 96

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 360
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 1

gaagtgcagc
tcctgtgeag
ccggagaaga
ccagacactg
ctgcaaatga

actacggcct

<210>2
<211>120
<212> PRT

tggtggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
gcagtctgaa

actggtactt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

tgggggaggc
cgctttecagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac

cgatgtctgg

ttagtgaagc
agctatgaca
attagtcgtg
tccagagaca
acagccatgt

ggcgcaggga

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtggtag
atgccaagaa
attactgtgg

ccacggtcac

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 2

cctgaaactce
tcgccagact
cacctactat
caccctgtac
aagacatgct

cgtctectea

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
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Asp

Ala

Lys

65

Leu

Gly

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Thr

Trp

Ser

Phe

Ser

Ala

100

Val

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

ES 2737649 T3

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Ser

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp
105

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Leu

45

Pro

Asn

Met

Val

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

<210>3
<211> 336
<212> ADN

115

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

120

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400>3

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcce
agcagagtgg
tggacgttcg
<210>4

<211> 112
<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gtggaggcac

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

tccactctce
gagccttgta
gtctccaaaa
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggaa

ctgcctgtca
cacactaatg
ctcctgatcet
ggatcaggga
tatttctget

atcaaa

gtcttggaga
gcaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 4

tcaagcctce
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttccg

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala

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

1

5

10

48

15

60

120

180

240
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Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln
20 25

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln
35 40

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70 75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr
85 90

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 105

<210>5

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400>5
Ser Tyr Asp Met Ser
1 5
<210>6
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 6

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Tyr Ile Ser Arg Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys

1 5 10

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”
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<400>7

His Ala Thr Thr Ala Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1

<210>8

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 8

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

1

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400>9

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 10

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 11

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1

5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

ES 2737649 T3

5

5

50

5

10

10

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2737649 T3

Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr
1 5

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 12
Ser Arg Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 13

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 13
ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacge agagt 45

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 14
Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr Asp
1 5

<210> 15

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 15
Ile Ser Arg Gly Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 16

<211> 13

<212> PRT

51
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15
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35

40

45

50

55

60

ES 2737649 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 16
Gly Arg His Ala Thr Thr Ala Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 17
ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 18
tatgcaaggc ttacaaccac a 21

<210> 19

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 19
cgactgaggc acctccagat gtt 23
<210> 20
<211> 11

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 20

Gln Ser Leu Val His Thr Asn Gly Asn Thr Tyr

1 5

52

10



10

15

20

25

<210>21
<211>17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<400> 21

gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 22
<211> 972
<212> ADN
<213> Mus sp.

<400> 22

gccaaaacga
tccatggtga
tggaactctg
ctctacactc
acctgcaacg
gattgtggtt
cccccaaagce
gtagacatca
gtgcacacag
agtgaacttc
aacagtgcag
aaggctccac
agtctgacct
aatgggcagc

tacttcgtcet

acctgctctg

tctcctggta

<210> 23
<211> 324
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 23

cacccccatc
ccctgggatg
gatccctgte
tgagcagctc
ttgcccacce
gtaagccttg
ccaaggatgt
gcaaggatga
ctcagacgca
ccatcatgca
cttteecctge
aggtgtacac
gcatgataac
cagcggagaa

acagcaagct

tgttacatga

aa

tgtctatcca
cctggtcaag
cagcggtgtg
agtgactgtc
ggccagcagc
catatgtaca
gctcaccatt
tccecgaggte
accccgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cattccacct
agacttctte
ctacaagaac

caatgtgcag

gggcctgcac

ctggcccctg
ggctatttce
cacaccttcc
ccctecagea
accaaggtgg
gtcccagaag
actctgactce
cagttcagct
gagcagttca
ctcaatggca
aaaaccatct
cccaaggagce
cctgaagaca
actcagccca

aagagcaact

aaccaccata

53

gatctgctge
ctgagccagt
cagctgtect
cctggceccag
acaagaaaat
tatcatctgt
ctaaggtcac
ggtttgtaga
acagcacttt
aggagttcaa
ccaaaaccaa
agatggccaa
ttactgtgga
tcatggacac

gggaggcagg

ctgagaagag

ccaaactaac
gacagtgacc
gcagtctgac
cgagaccgte
tgtgceccagg
cttcatcttc
gtgtgttgtg
tgatgtggag
ccgctcagte
atgcagggtce
aggcagaccg
ggataaagtc
gtggcagtgg
agatggctct

aaatactttce

cctctceccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

972



Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

65

Thr

Ile

Glu

Thr

Lys

145

Val

Phe

Gly

Lys

Gln

Pro

Val

50

Ser

Cys

Val

Val

Ile

130

Asp

His

Arg

Lys

Thr

Thr

Glu

35

His

Ser

Asn

Pro

Ser

115

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu
195

Thr

Asn

20

Pro

Thr

Val

Val

Arg

100

Ser

Leu

Pro

Ala

Val

180

Phe

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

Ala

85

Asp

Val

Thr

Glu

Gln

165

Ser

Lys

Pro

Met

Thr

Pro

Val

70

His

Cys

Phe

Pro

Val

150

Thr

Glu

Cys

ES 2737649 T3

Ser

Val

Val

Ala

55

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

135

Gln

Gln

Leu

Arg

Val

Thr

Thr

40

Val

Ser

Ala

Cys

Phe

120

Val

Phe

Pro

Pro

Val
200

Tyr

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Ser

Lys

105

Pro

Thr

Ser

Arg

Ile

185

Asn

54

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

90

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

170

Met

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

75

Thr

Cys

Lys

Val

Phe

155

Glu

His

Ala

Ala

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

Ile

Pro

Val

140

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

Val

Ser

45

Leu

Ser

Val

Cys

Lys

125

Val

Asp

Phe

Asp

Phe
205

Gly

Lys

30

Leu

Tyr

Glu

Asp

Thr

110

Asp

Asp

Asp

Asn

Trp

190

Pro

Ser

15

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

95

Val

Val

Ile

Val

Ser

175

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ser

Leu

Val

80

Lys

Pro

Leu

Ser

Glu

160

Thr

Asn

Pro



10

15

ES 2737649 T3

Thr

Lys

Asp

Pro

Lys

Glu

Phe

Ala

Gly

Gln

Phe

250

Glu

Arg

Met

235

Pro

Asn

Pro
220

Ala

Glu

Lys

Lys

Asp

Ala

Asp

Ile

Asn

Pro

Lys

Thr

255

Thr

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
210 215
Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro
225 230
Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr
245
Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln
260
Pro Ile Met Asp Thr Asp Gly
275
Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu
290 295
Leu His Glu Gly Leu His Asn
305 310
Ser Pro Gly Lys
<210> 24
<211> 321
<212> ADN
<213> Mus sp.
<400> 24
cgggctgatg ctgcaccaac tgtatccatce
ggaggtgcct cagtcgtgtg cttcecttgaac
tggaagattg atggcagtga acgacaaaat
agcaaagaca gcacctacag catgagcagc
cgacataaca gctatacctg tgaggccact
agcttcaaca ggaatgagtg t
<210> 25
<211> 107
<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 25

265

Ser
280

Tyr

Ala Gly

His His

ttcccaccat
aacttctacc
ggcgtcctga
accctcacgt

cacaagacat

55

Phe

Asn

Thr

Tyr

Val Tyr

Thr Phe

300

Glu
315

Lys

ccagtgagca
ccaaagacat
acagttggac
tgaccaagga

caacttcacc

Lys
270

Ser
285

Lys

Thr Cys

Ser Leu

gttaacatct
caatgtcaag
tgatcaggac
cgagtatgaa

cattgtcaag

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

240

Val

Gln

Asn

Val

His
320

60

120

180

240

300

321



10

Arg

Gln

Tyr

Gln

Thr
65

Arg

Pro

<210> 26
<211> 1332
<212> ADN

Ala

Leu

Pro

Asn

50

Tyr

His

Ile

Asp

Thr

Lys

35

Gly

Ser

Asn

Val

Ala

Ser
20

Asp

Val

Met

Ser

Lys
100

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuent

e

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Gly

Asn

Asn

Ser

70

Thr

Phe

ES 2737649 T3

Thr

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

vVal

Ser

Lys

40

Trp

Leu

Glu

Arg

Ser

Val
25

Trp

Thr

Thr

Ala

Asn
105

Ile
10

Val

Lys

Asp

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Ile

Gln

Thr

75

His

Cys

Pro

Phe

Asp

Asp

60

Lys

Lys

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 26

56

Pro

Leu

Gly

45

Ser

Asp

Thr

Ser

Asn
30

Ser

Lys

Glu

Ser

Ser
15

Asn

Glu

Asp

Tyr

Thr
95

Glu

Phe

Arg

Ser

Glu

80

Ser



10

gaagtgcagc
tcectgtgeag
ccggagaaga
ccagacactg
ctgcaaatga
actacggcct
gccaaaacga
tccatggtga
tggaactctg
ctctacactc
acctgcaacg
gattgtggtt
cccccaaagce
gtagacatca

gtgcacacag

agtgaacttc
aacagtgcag
aaggctccac
agtctgacct
aatgggcagc
tacttcgtcet
acctgctctg

tctectggta

<210> 27
<211> 444
<212> PRT

tggtggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
gcagtctgaa
actggtactt
cacccccate
ccctgggatg
gatccectgte
tgagcagctc
ttgcccacce
gtaagccttg
ccaaggatgt
gcaaggatga

ctcagacgca

ccatcatgca
ctttcecetge
aggtgtacac
gcatgataac
cagcggagaa
acagcaagct
tgttacatga

aa

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

tgggggaggce

cgctttecagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
cgatgtctgg
tgtctatcca
cctggtcaag
cagcggtgtg
agtgactgtc
ggccagcagc
catatgtaca
gctcaccatt
tcecegaggte

acccecgggag

ccaggactgg
ccccatcgag
cattccacct
agacttcttce
ctacaagaac
caatgtgcag

gggcctgcac

ttagtgaagc
agctatgaca
attagtcgtg
tccagagaca
acagccatgt
ggcgcaggga
ctggccecectg
ggctatttcce
cacaccttcc
ccctecagea
accaaggtgg
gtcccagaag
actctgactce
cagttcagct

gagcagttca

ctcaatggca
aaaaccatct
cccaaggagce
cctgaagaca
actcagccca
aagagcaact

aaccaccata

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtggtag
atgccaagaa
attactgtgg
ccacggtcac
gatctgctge
ctgagccagt
cagctgtcct
cctggecccag
acaagaaaat
tatcatctgt
ctaaggtcac
ggtttgtaga

acagcacttt

aggagttcaa
ccaaaaccaa
agatggccaa
ttactgtgga
tcatggacac

gggaggcagg

ctgagaagag

<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 27

57

cctgaaactc
tcgeccagact
cacctactat
caccctgtac
aagacatgct
cgtctcctca
ccaaactaac
gacagtgacc
gcagtctgac
cgagaccgte
tgtgcccagg
cttcatctte
gtgtgttgtg
tgatgtggag

ccgctecagte

atgcagggtc
aggcagaccg
ggataaagtc
gtggcagtgg
agatggctct
aaatactttc

ccteteccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1332



Glu

Ser

Asp

Ala

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro
130

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Thr

115

Leu

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Arg

Phe Thr

Ser Ser

85

Ala Thr
100

Val Thr

Ala Pro

ES 2737649 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ser

120

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

Ala

58

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Lys

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Thr

Thr

Val

Ala

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Thr

Asn
140

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Val

Pro

125

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Met

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala

Val

Thr



Leu

145

Trp

Leu

Ser

Ser

Lys

225

Pro

Thr

Ser

Arg

Ile

305

Asn

Lys

Glu

Phe

Ala
385

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Met

Ser

Gly

Gln

Phe

370

Glu

Cys

Ser

Ser

Trp

195

Thr

Cys

Lys

Val

Phe

275

Glu

His

Ala

Arg

Met

355

Pro

Asn

Leu

Gly

Asp

180

Pro

Lys

Ile

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Ala

Glu

Tyr

Val

Ser

165

Leu

Ser

Val

Cys

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Phe

325

Lys

Lys

Asp

Lys

ES 2737649 T3

Lys

150

Leu

Tyr

Glu

Asp

Thr

230

Asp

Asp

Asp

Asn

Trp

310

Pro

Ala

Asp

Ile

Asn
390

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

215

Val

Val

Ile

val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Lys

Thr

375

Thr

Tyr Phe

Ser Gly

Leu Ser
185

Val Thr
200

Lys Ile

Pro Glu

Leu Thr

Ser Lys

265

Glu Val
280

Thr Phe

Asn Gly

Pro Ile

Gln Val

345

Val Ser
360

Val Glu

Gln Pro

59

Pro

val

170

Ser

Cys

Val

Val

Ile

250

Asp

His

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Ile

Glu

155

His

Ser

Asn

Pro

Ser

235

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Gln

Met
395

Pro

Thr

Val

Val

Arg

220

Ser

Leu

Pro

Ala

Val

300

Phe

Thr

Ile

Cys

Trp

380

Asp

Val

Phe

Thr

Ala

205

Asp

Val

Thr

Glu

Gln

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Met

365

Asn

Thr

Thr

Pro

Val

190

His

Cys

Phe

Pro

Val

270

Thr

Glu

Cys

Ser

Pro

350

Ile

Gly

Asp

Val

Ala

175

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

255

Gln

Gln

Leu

Arg

Lys

335

Pro

Thr

Gln

Gly

Thr

160

Vval

Ser

Ala

Cys

Phe

240

Vval

Phe

Pro

Pro

Val

320

Thr

Lys

Asp

Pro

Ser
400



10

15

20

25

ES 2737649 T3

Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala
405 410 415
Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His
420 425 430
His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 28
<211> 657
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”
<400> 28
gatgttgtga tgacccaaac tccactctce ctgectgtca gtecttggaga tcaagectcecce 60
atctcttgca gatctagtca gagccttgta cacactaatg gcaacaccta tttacattgg 120
tacctgcaga agccaggcca gtctccaaaa ctcctgatct acaaagtttc caaccgattt 180
tctggggtce cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc 240
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tatttctgcet ctcaaagtac acatgttcecg 300
tggacgttceg gtggaggcac caagctggaa atcaaacggg ctgatgctge accaactgta 360
tccatcttce caccatccag tgagcagtta acatctggag gtgecctcagt cgtgtgettce 420
ttgaacaact tctaccccaa agacatcaat gtcaagtgga agattgatgg cagtgaacga 480
caaaatggcg tcctgaacag ttggactgat caggacagca aagacagcac ctacagcatg 540
agcagcaccce tcacgttgac caaggacgag tatgaacgac ataacagcta tacctgtgag 600
gccactcaca agacatcaac ttcacccatt gtcaagagct tcaacaggaa tgagtgt 657
<210> 29
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 29

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

60



10

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

<210> 30

<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

195

Val

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Asp

Val

Met

180

Ser

Lys

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2737649 T3

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial

<400> 30

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

200

Arg

: Cebador sintético"

61

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

30

35

40

caggaaacag ctatgacc 18

<210> 31
<211> 360
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 31

gaggtacagc
tcgtgtgegg
ccggaaaaac
cccgacacgg
cttcaaatgt

acgacggcegt

<210> 32
<211> 336
<212> ADN

ttgtcgagtc
cgtegggatt
gattggaatg
tcaaagggcg
cgtegttgaa

attggtattt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gggaggagga
tgcgtttteg
ggtcgegtat
cttcacgatt

atcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtaaaac
tcgtatgata
atctceccegag
tcacgggaca
accgcgatgt

ggagccggaa

cgggtgggte
tgtcgtgggt
ggggaggttc
atgcgaaaaa
attactgcgg

cgacggtgac

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 32

gacgtggtaa
atctcgtgta
tatttgcaaa
tcgggggtge
tegegggtgg

tggacgttcg

<210> 33
<211> 360
<212> ADN

tgacgcagac
gaagctcgca
agcccggaca
ccgaccgatt
aagcggagga

gaggcgggac

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gcegttgtece
gtcactegtce
gtcaccgaag
ctcgggatcg
tctcggtgte

aaaacttgag

cttecetgtet
cataccaacg
ctcttgatet
ggttcgggga
tacttttgtt

atcaag

cgctcggaga
ggaatacata
acaaagtatc
cggattttac

cgcagtcaac

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 33

62

actcaaattg
gcgccagacg
gacatactat
cacgctttat
gaggcatgcg

ggtgtcgtcg

tcaggcgtcg
tcttcactgg
caatcggttt
gttgaagatt

gcatgtceceg

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

336



10

15

20

gaagtacagt

tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggatacgg
cttcagatga
acgacggcgt
<210> 34

<211>120
<212> PRT

tgttggagtc

cgtegggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgetceg

attggtattt

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial

<400> 34

Glu
1

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

<210> 35
<211> 360
<212> ADN

Val Gln Leu

Leu
20

Leu Arg

Met Ser

35

Trp

Tyr Ile Ser

50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Ala
100

Arg His

Thr Met

115

Val

<213> Secuencia artificial

ES 2737649 T3

aggaggaggyg

cgcegtttteca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

cgatgtgtgg

Leu Glu

Ser Cys

Val Arg

Arg Gly

Thr Ile

70

Ser Leu

85

Thr Thr

Thr Val

ttggtccage

tcgtatgaca
atttcgagag
tcgcgegaca
acggcggtat

ggacaaggga

cgggtggatc

tgtegtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgecgg

cgatggtcac

gttgecggett

gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgecatgeg

ggtgtcgtceg

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp
105

63

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

: Polipéptido sintético"

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln Pro

Phe Ser

30

Leu Glu

45

Pro Asp

Asn Thr

Val Tyr

Val Trp

110

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

60

120
180
240
300

360

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

20

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 35

gaagtacagt
tegtgtgegg
ccggggaaag
ccggatteceg
cttcagatga
acgacggcgt
<210> 36

<211>120
<212> PRT

tgttggagtce
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actecgcecteceg

attggtattt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtccage
cactatgaca
atttcgagag
tcgegegaca
acggcggtat

ggacaaggga

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgecgg

cgatggtcac

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 36

Glu

1

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

<210> 37

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln Leu

Leu
20

Arg

Ser
35

Trp
Ile Ser
Phe

Arg

Met Asn

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Gly Gly

55

Ile
70

Ser

Leu Arg

85

Ala
100

His

Met
115

Val

Thr

Thr

Thr Ala

Val Ser

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Tyr Trp

105

Ser
120

64

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu Val

Thr

Phe

Lys Gly

Gln

Phe

Leu

gttgcggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgcectttat
tcgecatgeg

ggtgtcgtcg

Pro Gly

15

Ser His

30

Glu Trp

45

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys
Thr

Ala

Phe Asp

Pro

Asn

Val

Val

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Trp
110

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

60

120

180

240

300

360



10

15

20

<211> 360
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 37

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga

acgacggcegt

<210> 38
<211>120
<212> PRT

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgetceeg

attggtattt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

aggaggaggg
cgegttttceca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtccage
cactatgaca
atttcgagag
tcgecgegaca
acggcggtat

ggacaaggga

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg

cgatggtcac

<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 38

65

gttgeggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgecatgeg

ggtgtegtceg

60

120

180

240

300

360



10

15

20

Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

<210> 39
<211> 360
<212> ADN

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 39

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

ES 2737649 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga
acgacggcgt
<210> 40

<211> 120
<212> PRT

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgcetceceg

attggtattt

<213> Secuencia artificial

<220>

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtccage
aactatgaca
atttcgagag
tcgecgegaca
acggcggtat

ggacaaggga

66

cgggtggatce
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgegg

cgatggtcac

gttgecggcett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgecatgeg

ggtgtcgteg

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 40

Glu

1

Ser

Asp

Ser

Val

Leu

Met

Tyr

Gln Leu

Leu
20

Arg

Ser
35

Trp

Ile Ser

50

Lys
65

Leu

Gly

<210>41
<211> 360
<212> ADN

Gly

Gln

Arg

Arg Phe

Met

Asn

Ala
100

His

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Leu Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Arg Gly Gly

55

Thr Ile

70

Ser

Ser Leu

85

Arg

Thr Thr Ala

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 115 120

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Tyr Trp

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

Leu Val

Thr

Phe

Lys Gly

Gln

Phe

Leu

Pro Gly

15

Ser Asn

30

Glu Trp

45

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys
Thr

Ala

Phe Asp

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 41

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga

acgacggcgt

<210> 42
<211>120
<212> PRT

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctceg

attggtattt

<213> Secuencia artificial

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat

cgatgtgtgg

ttggtccage
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgecgegaca
acggcggtat

ggacaaggga

67

cgggtggatce
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg

cgatggtcac

Pro

Asn

Val

Val

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Trp
110

Gly

gttgecggcett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgeccatgeg

ggtgtcgteg

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

60

120

180

240

300

360



10

15

20

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 42

Glu
1

Ser

Asp

Ser
50

Lys
65

Leu

Gly

Gly

<210> 43
<211> 336
<212> ADN

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln Leu

Leu
20

Arg

Ser
35

Trp
Ile Ser
Phe

Arg

Met Asn

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Gly Gly

55

Ile
70

Ser

Leu Arg

85

Ala
100

His

Met
115

Val

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Thr

Thr

Thr Ala

Val Ser

Gly Gly

10

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

90

Tyr Trp

105

Ser
120

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

Leu Val

Thr

Phe

Lys Gly

Gln

Phe

Leu

Pro Gly

15

Ser Ser

30

Glu Trp

45

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys

Thr Ala

Phe Asp

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 43

gatgtagtca
atctcgtgte
tatctccaga
tecgggggtge
tcgagggtcg

tggacgtttg

<210> 44
<211> 112

tgacccaaac
ggtcatcgeca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga

ggcaggggac

gccgcecttteg
gtcgttggta
gtcgeegeag
ctcgggatceg
tgtcggagtce

gaaggtggaa

ttgtcggtga
cacacaaacg

ctcttgatct

gggtcaggaa

tacttttgtt

atcaag

68

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac

cgcagtccac

Pro

Asn

Val

Val

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Trp
110

Gly

gcccgegteca
tctccattgg
caatcgcettt
gcttaagatt

acatgtccce

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 44

Asp

1

Gln

Asn

Pro

Val

Pro

Gly

Gln

Val Met

Ala Ser

20

Asn Thr

35

Leu Leu

50

Asp
65

Ser

Thr

<210> 45
<211> 336
<212> ADN

Arg

Arg

His

Phe Ser

Val Glu

Val Pro

100

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Thr Gln

Ile Ser
Tyr Leu
Ile

Tyr

Ser
70

Gly

Ala
85

Glu

Trp Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro Leu

Ser

Leu Ser

10

Ser
25

Arg

Trp
40

Tyr

Val Ser

Ser Gly

Val Gly

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gln Ser

Gln

Lys

Phe
60

Arg

Asp Phe

75

Tyr Phe

90

Gln
105

Gly

Gly

Thr Lys

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 45

gatgtagtca
atctcgtgtc
tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtceg

tggacgtttg

<210> 46
<211> 112
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga

ggcaggggac

<213> Secuencia artificial

gcegettteg
gtcgttggta
gtcgeecgeag
ctcgggateg
tgtcggagte

gaaggtggaa

ttgtcggtga
cacacacacg
ctcttgatcet

gggtcaggaa
tacttttgtt

atcaag

69

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac

cgcagtcecac

Val Thr Pro

15

Val
30

Leu His

Pro Gln

45

Gly

Ser Gly Val

Thr Leu Lys

Gln
95

Cys Ser

Val Glu

110

Ile

gcecegegtcea
tctccattgg
caatcgcettt
gcttaagatt

acatgtccce

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys

60

120

180

240

300

336



ES 2737649 T3

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 46

Asp Val Val Met Thr Thr Thr

1 5

Gln Val Pro

15

Ser Leu Ser

10

Pro Leu Gly

Gln Ala Ile Gln Vval

30

Ser Ser Ser Leu His Thr

25

Ser Ser

20

Pro Cys Arg

Thr Gln Pro Gln Ser

45

Asn Leu His Leu

35

His Gly Tyr Trp

40

Tyr Lys Gly

Gln
50

Ile Val Phe

60

Pro Leu Leu Tyr Lys Ser Asn Ser Val Pro

55

Arg Gly

Phe Thr Phe Thr Ile

80

Ser Ser Leu

70

Asp Ser

65

Arg Gly Gly Gly Asp

75

Lys

Val Glu Ala

85

Glu Val Val

90

Phe Gln

95

Ser Arg Asp Gly Tyr Cys Ser Ser

Thr Val Thr Phe Gln Thr

105

Val Glu

110

Pro Ile

100

His Trp Gly Gly Lys Lys

<210> 47

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

20

<400> 47
gatgtagtca tgacccaaac gccgecttteg ttgtcggtga cgecccggaca gecccgegtca 60
atctegtgtc ggtcatcgeca gtecgttggta cacacacaag gtaatacgta tctccattgg 120
tatctccaga agcccggcca gtcgeccgcag ctcttgatct acaaagtgag caatcgettt 180
tcgggggtge cggatcggtt ctcgggatcg gggtcaggaa cggacttcac gecttaagatt 240
tcgagggtcg aggcggagga tgtcggagtc tacttttgtt cgcagtccac acatgtcccce 300
tggacgtttg ggcaggggac gaaggtggaa atcaag 336

<210> 48

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

70



10

15

20

25

<220>

<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 48

Asp
1

Gln

Gln

Pro

Asp

Ser

Thr

<210> 49
<211> 336

<212> ADN

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 49

gatgtagtca

atctecgtgtce

tatctccaga

tcgggggtge

tcgagggteg

tggacgtttg

<210> 50
<211> 112
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggateggtt
aggcggagga

ggcaggggac

<213> Secuencia artificial

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Thr

ES 2737649 T3

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

gccgettteg
gtcgttggta
gtcgecegeag
ctcgggatcg
tgtcggagtce

gaaggtggaa

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

ttgtcggtga
cacacatacg
ctcttgatct

gggtcaggaa

tacttttgtt

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

atcaag

71

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

cgcccggaca

gtaatacgta

cggacttcac

cgcagtccac

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro
15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

gccecgegtceca
tcteccattgg
acaaagtgag caatcgcecttt
gcttaagatt

acatgtcccce

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

30

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 50

Asp Val
1

Gln Pro

Tyr Gly

Pro Gln
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

<210>51
<211>5
<212> PRT

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Tyr

Thr

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 51

<210> 52
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

His Tyr Asp Met Ser

1

5

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 52

Asn Tyr Asp Met Ser

1

72

5

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro
15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Gly

<210> 53

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 53

Tyr Ile Ser Arg Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 54

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 55

<210> 56

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 56

<210> 57

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

Gly Phe Thr Phe Ser His Tyr

1

Gly Phe Ala Phe Ser His Tyr

1

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr

1

ES 2737649 T3

73

5

5

5

10

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 57

<210> 58

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 58

<210> 59

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 59

<210> 60

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 60

<210>61

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 61

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp

1

Gly Phe Thr Phe Ser His Tyr Asp

1

Gly Phe Ala Phe Ser His Tyr Asp

1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

1

ES 2737649 T3

5

5

5

74

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 62

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Asp

1

ES 2737649 T3

5

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 62

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

<210> 63

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

10

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 63

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

1

<210> 64

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

10

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 64

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

1

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

10

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 65

75

15

15

15



10

15

20

25

30

35

ES 2737649 T3

Gln Ser Leu Val His Thr His Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 66

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 66
Gln Ser Leu Val His Thr Gln Gly Asn Thr Tyr
1 5 10
<210> 67
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 67
Gln Ser Leu Val His Thr Tyr Gly Asn Thr Tyr
1 5 10
<210> 68
<211>990
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68

76



10

gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcegtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gcegttgagt
ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 69
<211> 330
<212> PRT

aaggaccaag
cactcggetg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttcece
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcettt
acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Homo sapiens

<400> 69

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

ES 2737649 T3

tgtgttccca
cctegtcaag
ttetggtgte
cgtcgtgacc
caagcctagc
cacttgtccce
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgce
cggtcagect
ctttetgtac
ctgttcegtg

cccagggaag

ctcgeccecta
gattatttte
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgccectg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcace
ctcccagece
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

77

gcagcaagag
cagagccagt
ctgetgtect
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

tacatcecggg
aaccgtgage
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccececcagtg
gtececegetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Gly

val

Phe

val

vVal

85

Lys

Leu

Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
245

ES 2737649 T3

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

Vval

Ser

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

78

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
250

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Vval

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
255

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr



ES 2737649 T3

20

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 Gly Lys
325 330
<210>70
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 70
cgcacagttg ctgccecccag cgtgttcatt ttecccaccta gegatgageca gectgaaaage 60
ggtactgeccet ctgtcgtatg cttgctcaac aacttttace cacgtgagge taaggtgcecag 120
tggaaagtgg ataatgcact tcaatctgga aacagtcaag agtccgtgac agaacaggac 180
agcaaagact caacttattc actctcttecec accctgactce tgtccaagge agactatgaa 240
aaacacaagg tatacgcctg cgaggttaca caccagggtt tgtctagtce tgtcaccaag 300
tccttcaata ggggcgaatg t 321
<210>71
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 71
cgcacagttg cagcccccag cgtgttcatt ttcccaccta gecgatgagca gectgaaaage 60
ggtactgcct ctgtcgtatg cttgctcaac aacttttace cacgtgagge taaggtgcag 120
tggaaagtgg ataatgcact tcaatctgga aacagtcaag agtccgtgac agaacaggac 180
agcaaagact caacttattc actctcecttec accctgacte tgtccaagge agactatgaa 240
aaacacaagg tatacgcctg cgaggttaca caccagggtt tgtctagtcc tgtcaccaag 300
tccttcaata ggggcgaatg t 321
<210> 72
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

79



10

15

<400> 72

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

<210> 73

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Val

<211> 1350
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 73

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

ES 2737649 T3

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

80

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



10

gaggtacagc
tcgtgtgegg
ccggaaaaac
cccgacacgg
cttcaaatgt
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta

aagagctgeg

cccagcegtet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gcegttgagt
ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 74
<211> 450
<212> PRT

ttgtcgagtc
cgtegggatt
gattggaatg
tcaaagggcg
cgtegttgaa
attggtattt
aaggaccaag
cactcggcetg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca

acaagactca

ttttgttecece
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagccteg
accaagtctce
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

gggaggagga
tgcgtttteg
ggtcgegtat
cttcacgatt
atcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcaag
ttctggtgte
cgtegtgacce
caagcctagce

cacttgtccece

accaaagcct
agacgtttcce
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgce
cggtcagect
ctttetgtac
ctgtteecgtg

cccagggaag

ttggtaaaac
tcgtatgata
atctccecgag
tcacgggaca
accgcgatgt
ggagccggaa
ctcgeececta
gattattttc
catacttttc
gtgccatcett
aatactaagg

ccatgeccectg

aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctceccagecee
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

cgggtgggtce
tgtegtgggt
ggggaggttc
atgcgaaaaa
attactgcgg
cgacggtgac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtcct
catctetggg
tcgataagceg

cccctgaact

tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 74

81

actcaaattg
gcgccagacg
gacatactat
cacgctttat
gaggcatgcg
ggtgtcgtcg
tacatcecggg
aaccgtgagce
gcaaagctct
cactcagacc

ggtggaaccc

tctgggeggt

tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatce
ccceccagtg
gtcecgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ala

Lys

65

Leu

Gly

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Ala
100

Val

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

ES 2737649 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ala

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp
105

82

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Val

Ala

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala



Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
355

Val

Ala

Leu

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

vVal

Thr

Vval

Cys

Ser

340

Pro

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

ES 2737649 T3

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
360

Ala

Ser

Phe

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

83

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

Val

vVal

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Gly

125

Gly

vVal

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
365

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Ser

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Ile
335

Val

Ser

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu



10

Thr

Glu
385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 75

<211> 1350
<212> ADN

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 75

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

ES 2737649 T3

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

84

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Trp

Val

400

Asp

His

Pro



10

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggatacgg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcgtct

gaggtgacat

tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 76
<211> 450
<212> PRT

tgttggagtc
cgtecgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctceccg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggcectg
gagcactcac
cactcagctce
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttecce

gtgttgttgt

gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2

aggaggaggyg
cgegttttea
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcaag
ttctggtgte
cgtcgtgacce
caagcctage
cacttgtccecce
accaaagcct

agacgtttce

acataatgcet
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgce
cggtcagect
ctttctgtac
ctgttecegtg

cccagggaag

<223> /nota= "Descripcién de secuencia artificial

<400> 76

737 649 T3

ttggtccagce
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgcgcgaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgeceecta
gattattttc
catacttttc
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgcectg
aaagatactc

cacgaggacc

aagaccaagc
gtgctgcacc
ctecccagecece
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgctgtect
catctctggg
tcgataageg
ccecctgaact
tgatgataag

cagaggttaa

ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

: Polipéptido sintético”

85

gttgcggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgcecatgeg
ggtgtegteg
tacatccggg
aaccgtgagce
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc

gttcaactgg

gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccccagtg
gtccecgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

ES 2737649 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

86

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Gly
125

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
370

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

ES 2737649 T3

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
375

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

87

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Gly

140

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
380

Gly

val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp



10

Glu
385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 77

<211> 1350
<212> ADN

ES 2737649 T3

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
390

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420

Ala Leu His Asn His Tyr Thr
435 440

Lys
450

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 77

Asn

Leu

Val

425

Gln

88

Tyr Lys
395

Tyr Ser
410

Phe Ser

Lys Ser

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Leu

Pro

Thr

Ser Val

Ser
445

430

Leu

Pro

Val

415

Met

Ser

Val

400

Asp

His

Pro



10

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgeg
cccagegtet
gaggtgacat
tacgttgatg

agtacatacc

gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 78
<211> 450
<212> PRT

tgttggagtc
cgtegggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actecgetceeg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggcetg
gagcactcac
cactcagcectce
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttecece
gtgttgttgt
gagtcgaagt

gtgtagtcag

gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcaag
ttctggtgtce
cgtegtgace
caagcctage
cacttgtcce
accaaagcct
agacgtttcce
acataatgct

tgttctcaca

caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgce
cggtcagect
ctttctgtac
ctgttcegtg

cccagggaag

ttggtccage
cactatgaca
atttcgagag
tcgcgegaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgccecta
gattattttce
catacttttc
gtgccatcett
aatactaagg
ccatgecectg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc

gtgctgcacc

ctcccagecece
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

cgggtggatc
tgtegtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgecgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgectgtect
catctetggg
tcgataagceg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga

aagactggct

ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 78

89

gttgecggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgeccatgeg
ggtgtcgtceg
tacatccggg
aaccgtgage
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccce
gttcaactgg
gcagtataat

caacggcaaa

gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
ccccccagtg
gtcccgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Phe

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro
130

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met

115

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

Ala

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

Pro

ES 2737649 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

Ser

90

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly
140

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Gly

125

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala



Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

vVal

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Vval

Gly

vVal

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

ES 2737649 T3

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

Vval

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

91

Pro

vVal

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Vval

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Vval

Pro

vVal

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
400



10

ES 2737649 T3

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 79

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 79

92



10

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagcegtcect
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat

aaggcaaagg

atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 80
<211> 450
<212> PRT

tgttggagtc
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgcetceceg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggcectg
gagcactcac
cactcagctce
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttcce
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc

ggcagcctcg

accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcttt
acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2

aggaggaggg
cgcgttttceca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcaag
ttctggtgte
cgtegtgacce
caagcctagce
cacttgtccc
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca

tgaaccacag

attgacctgce
cggtcagecct
ctttctgtac
ctgttecegtg

cccagggaag

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial

<400> 80

737 649 T3

ttggtccage
cactatgaca
atttcgagag
tcgecgegaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgcecececta
gattattttce
catacttttce
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgcececctg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctceccagecece

gtgtacactc

ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

cgggtggatce
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgectgtect
catctctggg
tcgataagceg
cceccectgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa

tgccacccag

gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

: Polipéptido sintético"

93

gttgcggcett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgecatgeg
ggtgtcgtcg
tacatcecggg
aaccgtgagce
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt

tagagaggaa

cagcgacatc
ccccececagtg
gtccecgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu
145

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met

115

Leu

Cys

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

Ala

Leu

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

Pro

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Ser

Lys
150

ES 2737649 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Lys

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

Ser

Phe

94

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Thr

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu
155

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Gly

125

Gly

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser
160



Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
405

ES 2737649 T3

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Ser Gly

Ser Leu
185

Thr Tyr
200

Lys Arg

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

265

Trp Tyr

280

Glu Glu

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

345

Glu Met

360

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu

95

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
410

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Phe

val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

vVal

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Ala

175

vVal

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val
415

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp



10

ES 2737649 T3

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210>81

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 81

96



10

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggattceg
cttcagatga
acgacggcegt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagegtcet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagyg
atgacaaaga

gcegttgagt

ctggatagtg
cagcagggta

cagaagtcac

<210> 82
<211> 450
<212> PRT

tgttggagtce
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actcgctccg
attggtattt
aaggaccaag
cactecggcetg
gagcactcac
cactcagcecte
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttecce
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg

accaagtctce
gggagagtaa

acgggtcttt

acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

aggaggaggyg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcecaag
ttctggtgtce
cgtegtgace
caagcctagce
cacttgtcce
accaaagcct
agacgtttcc
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctgce

cggtcagcect

ctttetgtac
ctgttcegtg

cccagggaag

ttggtccage
aactatgaca
atttcgagag
tcgegegaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctecgeccecta
gattattttc
catacttttc
gtgccatcett
aatactaagg
ccatgccectg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctceccagecee
gtgtacactc
ctggtgaaag

gagaacaatt

agtaagctga

atgcacgagg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgcgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgectgtect
catctetggg
tcgataagceg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacecce

acaagacaac

ctgtggacaa

cattgcacaa

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 82

97

gttgcggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgctttat
tcgccatgeg
ggtgtcgtcg
tacatcecggg
aaccgtgagce
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggceggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc

ccceccagtg

gtcecgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met

115

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

Pro

Val

Ala
165

ES 2737649 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Ser

Lys

150

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

98

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val
170

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Gly

125

Gly

Val

Phe

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
175

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val



Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

vVal

Gly

Asp

Trp
420

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

ES 2737649 T3

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Vval

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Ser Leu
185

Thr Tyr
200

Lys Arg

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

265

Trp Tyr

280

Glu Glu

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

345

Glu Met

360

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val
425

99

Ser

Ile

Vval

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

val

Val

205

Lys

Leu

Thr

vVal

vVal

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

val

Val

Pro

Thr

vVal
430

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His



ES 2737649 T3

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 83

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 83

100



10

gaagtacagt
tcgtgtgegg
ccggggaaag
ccggatteceg
cttcagatga
acgacggcgt
gcctcaacaa
ggcactgcag
tggaacagtg
ggcctgtact
tacatctgta
aagagctgcg
cccagegtet
gaggtgacat
tacgttgatg
agtacatacc
gaatacaaat
aaggcaaagg
atgacaaaga
gccgttgagt
ctggatagtg

cagcagggta

cagaagtcac

<210> 84
<211> 450
<212> PRT

tgttggagtce
cgtcgggatt
ggcttgaatg
tgaaaggaag
actecgcectceceg
attggtattt
aaggaccaag
cactcggcetg
gagcactcac
cactcagctc
atgtaaacca
acaagactca
ttttgttecce
gtgttgttgt
gagtcgaagt
gtgtagtcag
gcaaagtgtc
ggcagcctcg
accaagtctc
gggagagtaa
acgggtcettt

acgtcttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

aggaggaggg
caccttttca
ggtatcgtac
gtttacgatc
agcggaagat
cgatgtgtgg
tgtgttccca
cctegtcaag
ttctggtgte
cgtcgtgacc
caagcctage
cacttgtecce
accaaagcct
agacgtttcce
acataatgct
tgttctcaca
caacaaagca
tgaaccacag
attgacctge
cggtcagect
ctttectgtac

ctgttcegtg

cccagggaag

ttggtccage
tcgtatgaca
atttcgagag
tcgegegaca
acggcggtat
ggacaaggga
ctcgecccecta
gattattttc
catacttttce
gtgccatctt
aatactaagg
ccatgcececetg
aaagatactc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctcccagece
gtgtacactc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agtaagctga

atgcacgagg

cgggtggatc
tgtcgtgggt
ggggaggatc
attcaaagaa
actattgecgg
cgatggtcac
gcagcaagag
cagagccagt
ctgetgtect
catctctggg
tcgataagcg
cccctgaact
tgatgataag
cagaggttaa
ctagagagga
aagactggct
ctatcgagaa
tgccacccag
gcttctacce
acaagacaac
ctgtggacaa

cattgcacaa

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 84

101

gttgcggett
gaggcaggca
gacgtattac
tacgcetttat
tcgeccatgeg
ggtgtcgtceg
tacatcecggg
aaccgtgagce
gcaaagctct
cactcagacc
ggtggaaccc
tctgggeggt
tagaacaccc
gttcaactgg
gcagtataat
caacggcaaa
gactattagt
tagagaggaa
cagcgacatc
cceccccagtg
gtcecgetgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



Glu

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Met

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
180

Leu

Ser

Val

Arg

Thr

Ser

85

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

ES 2737649 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Thr

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
185

102

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Val

Val

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
190

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro



Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Vval

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

ES 2737649 T3

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

Vval

425

Gln

103

Ile

Val

Ala

Pro

250

vVal

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Vval

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

vVal

Ser

Glu

Pro

vVal

415

Met

Ser

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro



10

15

20

25

Gly Lys

<210> 85
<211> 657
<212> ADN

450

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 85

gacgtggtaa
atctcgtgta
tatttgcaaa
tcgggggtge
tcgegggtgg
tggacgttcg
ttcattttce
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccacce

gttacacacc

<210> 86
<211> 219
<212> PRT

tgacgcagac
gaagctcgca
agcccggaca
ccgaccgatt
aagcggagga
gaggcgggac
cacctagecga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgte

agggtttgtc

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gcegttgtec
gtcactcgtc
gtcaccgaag
ctcgggatcg
tctecggtgtce
aaaacttgag
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac

tagtcctgtce

cttecetgtet
cataccaacg
ctcttgatcet
ggttcgggga
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac

accaagtcct

cgctcggaga
ggaatacata
acaaagtatc
cggattttac
cgcagtcaac
cagttgctge
ctgectetgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata

tcaatagggg

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 86

104

tcaggecgtceg
tcttcactgg
caatcggttt
gttgaagatt
gcatgtcccg
ccccagegtg
cgtatgcettg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgecctgegag

cgaatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr
145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 87
<211> 657
<212> ADN

Val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

<213> Secuencia artificial

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2737649 T3

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

15

20

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 87

gatgtagtca
atctcegtgtce
tatctceccaga
tcgggggtge

tcgagggtceg

tggacgtttg
ttcattttce
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccacce

gttacacacc

<210> 88
<211> 219
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgeca
agcccggceca

cggatcggtt

aggcggagga

ggcaggggac

cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgte

agggtttgte

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gccgcettteg
gtcgttggta
gtecgeegeag
ctcgggatceg

tgtcggagtce

gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac

tagtcctgtce

ttgtcggtga
cacacaaacg
ctcttgatcet

gggtcaggaa

tacttttgtt

atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac

accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac

cgcagtccac

cagttgctge
ctgectetgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata

tcaatagggg

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 88

106

gccecgegtea
tctccattgg
caatcgcettt
gcttaagatt

acatgtcccce

ccccagegtg
cgtatgcettg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgegag

cgaatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



Asp

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 89
<211> 657
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2737649 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

107

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

15

<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 89

gatgtagtca
atctcgtgtce
tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtcg
tggacgtttg
ttcattttcce
ctcaacaact
tctggaaaca
tctteccacce

gttacacacc

<210> 90
<211> 219
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtce

agggtttgtce

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gccgettteg
gtcgttggta
gtcgeegeag
ctcgggatcg
tgtecggagtce
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac

tagtcctgtce

ttgtcggtga
cacacacacg
ctcttgatet
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac

accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagc
ctgecctetgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata

tcaatagggg

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 90

108

gcecegegtea
tctccattgg
caatcgcettt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagegtg
cgtatgcettg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgegag

cgaatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



Asp

Gln

His

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210>91
<211> 657
<212> ADN

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2737649 T3

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

109

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

15

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 91

gatgtagtca
atctegtgte
tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtcg
tggacgtttg
ttcattttcc
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttecacce

gttacacacc

<210> 92
<211> 219
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgeca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtce

agggtttgtce

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gccgettteg
gtcegttggta
gtcgeegeag
ctcgggatceg
tgtcggagtce
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac

tagtcctgtce

ttgtcggtga
cacacacaag
ctcttgatet
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgcea
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac

accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagce
ctgcctctgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata

tcaatagggg

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 92

110

gcccgegtca
tcteccattgg
caatcgettt
gcttaagatt
acatgtcccc
ccccagegtg
cgtatgcttg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcetgegag

cgaatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



Asp

Gln

Gln

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr
145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 93
<211> 657
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Vval

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2737649 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

111

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

15

20

<220>
<221> fuente

ES 2737649 T3

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 93

gatgtagtca
atctcgtgte
tatctccaga
tcgggggtge
tcgagggtcg
tggacgtttg
ttcattttcce
ctcaacaact
tctggaaaca
tcttccacce

gttacacacc

<210> 94
<211> 219
<212> PRT

tgacccaaac
ggtcatcgca
agcccggceca
cggatcggtt
aggcggagga
ggcaggggac
cacctagcga
tttacccacg
gtcaagagtc
tgactctgtc

agggtttgtce

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

gccgettteg
gtcgttggta
gtcgeegeag
ctcgggatcg
tgtcggagtce
gaaggtggaa
tgagcagctg
tgaggctaag
cgtgacagaa
caaggcagac

tagtcctgte

ttgtcggtga
cacacatacg
ctcttgatct
gggtcaggaa
tacttttgtt
atcaagcgca
aaaagcggta
gtgcagtgga
caggacagca
tatgaaaaac

accaagtcct

cgcccggaca
gtaatacgta
acaaagtgag
cggacttcac
cgcagtccac
cagttgcagce
ctgecctcetgt
aagtggataa
aagactcaac
acaaggtata

tcaatagggg

<223> /nota= "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 94

112

gccegegtceca
tctccattgg
caatcgcettt
gcttaagatt
acatgtccce
ccccagegtg
cgtatgcettg
tgcacttcaa
ttattcactc
cgcctgcgag

cgaatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



Asp

Gln

Tyr

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

<210> 95
<211> 1604
<212> PRT

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

ES 2737649 T3

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
200

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

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

<213> Homo sapiens

<400> 95

210

113

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Ala

Thr

Val

Ala

Phe

65

Pro

Val

Gly

Cys

Gln

145

Pro

Gly

Asn

Pro

Gln

Gly

Gly

50

Ser

Asp

Gly

Arg

Arg

130

Cys

Cys

Asp

Cys

Pro

Leu

Glu

35

Arg

Cys

Pro

Pro

Ser

115

His

Pro

Ala

Leu

Glu
195

Cys

Pro

20

Arg

Gly

Arg

Cys

Asp

100

Cys

Gly

Ala

Pro

Thr

180

Val

Leu

Ser

Cys

Val

Cys

Leu

85

Gly

Arg

Gly

Gly

Ser

165

Tyr

Asn

ES 2737649 T3

Asp

Arg

Gln

Cys

Pro

70

Ser

Arg

Ser

Thr

Tyr

150

Pro

Asp

Val

Gly

Glu

Leu

Gln

55

Arg

Ser

Phe

Asp

Cys

135

Thr

Cys

Cys

Asp

Ser

Ala

Glu

40

Ser

Gly

Pro

Leu

Val

120

Leu

Gly

Arg

Ala

Asp
200

Pro

Ala

25

Asp

Ser

Phe

Cys

Cys

105

Asp

Asn

Pro

Asn

Cys

185

Cys

114

Cys

10

Cys

Pro

Val

Arg

Ala

90

Ser

Glu

Thr

Leu

Gly

170

Leu

Pro

Ala

Leu

Cys

Val

Gly

75

His

Cys

Cys

Pro

Cys

155

Gly

Pro

Gly

Asn

Cys

His

Ala

60

Pro

Gly

Pro

Arg

Gly

140

Glu

Thr

Gly

His

Gly

Pro

Ser

45

Gly

Asp

Ala

Pro

Val

125

Ser

Asn

Cys

Phe

Arg
205

Gly

Pro

30

Gly

Thr

Cys

Arg

Gly

110

Gly

Phe

Pro

Arg

Glu

190

Cys

Arg

15

Gly

Pro

Ala

Ser

Cys

95

Tyr

Glu

Arg

Ala

Gln

175

Gly

Leu

Cys

Trp

Cys

Arg

Leu

80

Ser

Gln

Pro

Cys

Val

160

Ser

Gln

Asn



Gly

Pro

225

Leu

Gly

Ser

Thr

Lys

305

Cys

Ile

Val

Cys

Thr

385

Cys

Ile

Glu

Val

Gly

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Cys

290

Thr

His

Cys

Asp

Val

370

Gly

Arg

Cys

Cys

Asn
450

Thr

Trp

Pro

His

Asn

275

His

Gly

Glu

Thr

Glu

355

Asn

Pro

Asn

Met

Gln

435

Gly

Cys

Thr

Asn

Ser

260

Ile

Asp

Leu

Asp

Cys

340

Cys

Thr

Arg

Gln

Ala

420

Ser

Phe

val

Gly

Ala

245

Cys

Asp

Arg

Leu

Ala

325

Pro

Ser

Gln

Cys

Ala

405

Gly

Ser

Ser

ES 2737649 T3

Asp

Gln

230

Cys

vVal

Asp

val

Cys

310

Ile

Pro

Ile

Gly

Glu

390

Thr

Phe

Pro

Cys

Gly

215

Phe

His

Cys

Cys

Ala

295

His

Cys

Gly

Gly

Ser

375

Thr

Cys

Thr

Cys

Thr
455

Val Asn

Cys Thr

Asn Gly

Val Asn
265

Ala Thr
280

Ser Phe

Leu Asp

Asp Thr

Phe Thr
345

Ala Asn
360

Phe Leu

Asp Val

Leu Asp

Gly Thr

425

Val Asn
440

Cys Pro

115

Thr

Glu

Gly

250

Gly

Ala

Tyr

Asp

Asn

330

Gly

Pro

Cys

Asn

Arg

410

Tyr

Gly

Ser

Tyr

Asp

235

Thr

Trp

Val

Cys

Ala

315

Pro

Gly

Cys

Gln

Glu

395

Ile

Cys

Gly

Gly

Asn

220

Vval

Cys

Thr

Cys

Ala

300

Cys

Val

Ala

Glu

Cys

380

Cys

Gly

Glu

Val

Phe
460

Cys

Asp

Phe

Gly

Phe

285

Cys

Val

Asn

Cys

His

365

Gly

Leu

Gln

Val

Cys

445

Ser

Gln

Glu

Asn

Glu

270

His

Pro

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Arg

Ser

Phe

Asp

430

Lys

Gly

Cys

Cys

Thr

255

Ser

Gly

Met

Asn

Arg

335

Gln

Gly

Gly

Gly

Thr

415

Ile

Asp

Ser

Pro

Gln

240

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro

320

Ala

Asp

Arg

Tyr

Pro

400

Cys

Asp

Arg

Thr



Cys

465

Ala

Gly

Asp

Cys

Asp

545

Leu

Asn

Gly

Gly

Ser

625

Ser

Ala

Arg

Gln

Lys

Phe

Pro

Ala

530

Glu

Val

Cys

Val

Phe

610

Pro

Cys

His

Pro

Cys

690

Ala

Leu

Cys

Glu

Cys

515

Cys

Cys

Asp

Glu

Cys

595

Thr

Cys

Leu

Pro

Gly

675

Ser

Gly

Asp

Val

Gly

500

His

Ala

Arg

Lys

Val

580

Arg

Gly

Gly

Cys

Cys

660

Gly

Gln

Gly

Val

Asp

485

Thr

His

Pro

Ser

Tyr

565

Asn

Asp

Pro

Glu

Pro

645

Ala

Phe

Ser

Thr

ES 2737649 T3

Asp

470

Gln

Leu

Gly

Gly

Gln

550

Leu

Ile

Gly

Leu

Gly

630

Pro

His

Arg

Leu

Cys

Glu

Pro

Cys

Arg

Tyr

535

Pro

Cys

Asp

Ile

Cys

615

Gly

Gly

Glu

Cys

Ala

695

Ser

Cys

Asp

Asp

Cys

520

Thr

Cys

Arg

Asp

Asn

600

Asn

Ser

Ser

Pro

Vval

680

Arg

Ser

Ala

Gly

Arg

505

vVal

Gly

Arg

Cys

Cys

585

Arg

vVal

Cys

Leu

Cys

665

Cys

Asp

Asp

116

Ser

Tyr

490

Asn

Asp

Thr

His

Pro

570

Ala

Tyr

Glu

Val

Pro

650

Ser

Glu

Ala

Gly

Thr

475

Glu

vVal

Gly

Arg

Gly

555

Ser

Ser

Asp

Ile

Asp

635

Pro

His

Pro

Cys

Met

Pro

Cys

Asp

Ile

Cys

540

Gly

Gly

Asn

Cys

Asn

620

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

700

Gly

Cys

Arg

Asp

Ala

525

Glu

Lys

Thr

Pro

vVal

605

Glu

Glu

Cys

Ile

Trp

685

Ser

Phe

Arg

Cys

Cys

510

Ser

Ser

Cys

Thr

Cys

590

Cys

Cys

Asn

Leu

Cys

670

Ser

Gln

His

Asn

Ala

495

Ser

Phe

Gln

Leu

Gly

575

Thr

Gln

Ala

Gly

Pro

655

Tyr

Gly

Pro

Cys

Gly

480

Glu

Pro

Ser

Val

Asp

560

Vval

Phe

Pro

Ser

Phe

640

Pro

Asp

Pro

Cys

Thr
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Cys

Thr

Gln

Gln

Gly

785

Gly

Asn

Ser

Val

His

865

His

Gly

Pro

Ser

Phe
945

Pro

Pro

Leu

Gln

770

Ile

Tyr

Pro

Cys

Asp

850

Val

Cys

Gly

Gly

Arg

930

Arg

Pro

Asn

Pro

755

Asp

Cys

Thr

Cys

Ser

835

Glu

Ala

Glu

Thr

Tyr

915

Pro

Cys

Gly

Pro

740

Val

Val

Thr

Gly

Leu

820

Cys

Cys

Ser

Gln

Cys

900

Thr

Cys

Thr

Val

725

Cys

Cys

Asp

Asn

Pro

805

Asn

Leu

Leu

Phe

Asp

885

vVal

Gly

Leu

Cys
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710

Gln

Glu

Ser

Glu

Leu

790

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr

870

Leu

Asp

Ala

His

Leu
950

Gly

His

Cys

Cys

775

Ala

Cys

Gly

Gly

Asn

855

Cys

Pro

Gly

His

Gly

935

Glu

Arg

Gly

Pro

760

Ala

Gly

Asp

Ser

Phe

840

Pro

Thr

Asp

val

Cys

920

Gly

Ser

Gln

Gly

745

Gln

Gly

Ser

Gln

Cys

825

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

905

Gln

vVal

Phe

117

Cys

730

Arg

Gly

Pro

Phe

Asp

810

Gln

Gly

Gly

Pro

Ser

890

Ser

His

Cys

Thr

715

Glu

Cys

Trp

Ala

Ser

795

Ile

Asp

Pro

Pro

Pro

875

Pro

Phe

Glu

Ser

Gly
955

Leu

Glu

Gln

Pro

780

Cys

Asn

Gly

Arg

Gly

860

Gly

Ser

Ser

Ala

Ala

940

Pro

Leu

Ser

Gly

765

Cys

Thr

Asp

Val

Cys

845

Thr

Tyr

Ser

Cys

Asp

925

Ala

Gln

Ser

Ala

750

Pro

Gly

Cys

Cys

Gly

830

Ala

Cys

Gly

Cys

Leu

910

Pro

His

Cys

Pro

735

Pro

Arg

Pro

His

Asp

815

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

895

Cys

Cys

Pro

Gln

720

Cys

Gly

Cys

His

Gly

800

Pro

Phe

Asp

Asp

Phe

880

Asn

Arg

Leu

Gly

Thr
960
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Val

Leu

Gly

Asp

Gly

Cys

Cys

val

Ile

Leu

Pro

val

Thr

Ala

Gly
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Val Asp Trp Cys Ser Arg Gln Pro Cys Gln Asn Gly Gly Arg Cys
965 970 975

Gln Thr Gly Ala Tyr Cys Leu Cys Pro Pro Gly Trp Ser Gly Arg
980 985 930

Cys Asp Ile Arg Ser Leu Pro Cys Arg Glu Ala Ala Ala Gln Ile
995 1000 1005

Val Arg Leu Glu Gln Leu Cys Gln Ala Gly Gly Gln Cys Val
1010 1015 1020

Glu Asp Ser Ser His Tyr Cys Val Cys Pro Glu Gly Arg Thr
1025 1030 1035

Ser His Cys Glu Gln Glu Val Asp Pro Cys Leu Ala Gln Pro
1040 1045 1050

Gln His Gly Gly Thr Cys Arg Gly Tyr Met Gly Gly Tyr Met
1055 1060 1065

Glu Cys Leu Pro Gly Tyr Asn Gly Asp Asn Cys Glu Asp Asp
1070 1075 1080

Asp Glu Cys Ala Ser Gln Pro Cys Gln His Gly Gly Ser Cys
1085 1090 1095

Asp Leu Val Ala Arg Tyr Leu Cys Ser Cys Pro Pro Gly Thr
1100 1105 1110

Gly Val Leu Cys Glu Ile Asn Glu Asp Asp Cys Gly Pro Gly
1115 1120 1125

Pro Leu Asp Ser Gly Pro Arg Cys Leu His Asn Gly Thr Cys
1130 1135 1140

Asp Leu Val Gly Gly Phe Arg Cys Thr Cys Pro Pro Gly Tyr
1145 1150 1155

Gly Leu Arg Cys Glu Ala Asp Ile Asn Glu Cys Arg Ser Gly
1160 1165 1170

Cys His Ala Ala His Thr Arg Asp Cys Leu Gln Asp Pro Gly
1175 1180 1185

Gly Phe Arg Cys Leu Cys His Ala Gly Phe Ser Gly Pro Arg
1190 1195 1200
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Cys

Gly

Phe

Arg

Pro

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

Gln

Pro

Asp

Asn

Tyr

Asn

Gln
1205

Gly
1220

Thr
1235

Val
1250

Cys
1265

Leu
1280

Ala
1295

Ser
1310

Ala
1325

Pro
1340

Ala
1355

Gly
1370

Pro
1385

Asn
1400

Asp
1415

Pro
1430

Thr

Gln

Cys

Ala

Gln

Ser

Ser

Cys

Gln

Glu

Lys

Cys

Trp

Ser

Asn

Val

Val

Cys

His

Arg

Gln

Gly

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

Gly

Arg

Arg

Phe

Tyr

Leu

Arg

Cys

Ser

Thr

Pro

Ala

Pro

Trp

Ser

Gly

Trp

Gln

Cys

Asp

Glu
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Ser

Pro

Ala

Cys

Pro

Ser

Ser

Ala

Thr

Glu

Asp

Asp

Cys

Asp

Cys

Lys

Pro
1210

Ser
1225

Gln
1240

Arg
1255

Arg
1270

Cys
1285

Cys
1300

Pro
1315

Gly
1330

Glu
1345

Gln
1360

Gly
1375

Glu
1390

Pro
1405

His
1420

Tyr
1435

Cys

Pro

Pro

Glu

Gly

Arg

Ala

Leu

Pro

Pro

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

119

Glu

Gly

Phe

Leu

Pro

Ser

Ala

Ala

Arg

Cys

Asp

Leu

Cys

Gly

Ala

Ser

Pro

Trp

Gln

Arg

Phe

Ala

Pro

Cys

Cys

Asp

Cys

Gln

Ser

Gly

Asp

Gln

Gly

Gly

Cys

Cys

Pro

Pro

Phe

Glu

Pro

Arg

Ser

Cys

Ser

Arg

His

Pro
1215

Gly
1230

Pro
1245

Pro
1260

Ala
1275

Gly
1290

Cys
1305

Phe
1320

Ala
1335

Arg
1350

Glu
1365

Leu
1380

Trp
1395

Pro
1410

Glu
1425

Phe
1440

Cys

Gly

Arg

Val

Cys

Ser

Leu

Arg

Pro

Ala

Cys

Ser

Arg

Ala

Arg

Ala

Gln

Leu

Cys

Gly

Pro

Pro

His

Cys

Ala

Ala

Asn

Vval

Leu

Cys

Thr

Asp

His

Thr

Glu

Val

Pro

Pro

Gly

Ala

Ala

Cys

Ser

Gly

Phe

Leu

Cys

Gly



10

Arg

Leu

Leu

Ser

Leu

Tyr

Leu

Asn

Asp

Glu

Pro

<210> 96

<211> 428
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

Ala Pro Pro Cys Leu Asp Gly Ser Pro Cys Ala Asn

1

Thr Gln Leu Pro Ser Arg Glu Ala Ala Cys Leu Cys

Val Gly Glu Arg Cys Gln Leu Glu Asp Pro Cys His

Cys
1445

Asp
1460

Val
1475

Ala
1490

Arg
1505

His
1520

Ala
1535

Arg
1550

Ala
1565

Arg
1580

Leu
1595

Asp

Cys

Leu

Asp

Phe

Arg

Pro

Leu

Gln

Leu

Glu

20

35

Gln

Ala

Thr

Phe

Arg

Pro

Glu

Cys

Ser

Asp

Pro

5

Gly

Ser

Val

Leu

Leu

Ser

Val

Leu

Ala

Phe

Pro
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Cys

Glu

Leu

Gln

Asp

Pro

Ile

Gln

Ala

Pro

Glu

Asn
1450

Val
1465

Leu
1480

Arg
1495

Ala
1510

Gly
1525

Gly
1540

Ser
1555

Asp
1570

Tyr
1585

Pro
1600

40

Thr

Pro

Pro

Leu

His

Ser

Ser

Pro

Tyr

Pro

Ser

25

120

Glu

Ala

Pro

Ser

Gly

Glu

Val

Glu

Leu

Leu

Val

10

Glu

Leu

Glu

Ala

Gln

Pro

Val

Asn

Gly

Arg

Pro

Cys

Leu

Glu

Ile

Ala

Arg

Met

Asp

Ala

Asp

Leu

Gly
1455

Ala
1470

Leu
1485

Leu
1500

Met
1515

Ala
1530

Leu
1545

His
1560

Leu
1575

Val
1590

Trp

Arg

Leu

Arg

Val

Arg

Glu

Cys

Ser

Arg

Asp

Gly

Arg

Thr

Phe

Arg

Ile

Phe

Ala

Gly

Gly

Val

Ser

Ser

Pro

Glu

Asp

Pro

Val

Glu

Gly Gly Arg Cys

15

Pro Pro Gly Trp

30

Ser Gly Pro Cys
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Ala

Phe

65

Pro

Val

Gly

Cys

Gln

145

Pro

Gly

Asn

Gly

Pro

225

Leu

Gly

Ser

Thr

Gly

50

Ser

Asp

Gly

Arg

Arg

130

Cys

Cys

Asp

Cys

Gly

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Cys
290

Arg

Cys

Pro

Pro

Ser

115

His

Pro

Ala

Leu

Glu

195

Thr

Trp

Pro

His

Asn

275

His

Gly

Arg

Cys

Asp

100

Cys

Gly

Ala

Pro

Thr

180

Val

Cys

Thr

Asn

Ser

260

Ile

Asp

val

Cys

Leu

85

Gly

Arg

Gly

Gly

Ser

165

Tyr

Asn

Val

Gly

Ala

245

Cys

Asp

Arg
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Cys

Pro

70

Ser

Arg

Ser

Thr

Tyr

150

Pro

Asp

Val

Asp

Gln

230

Cys

Val

Asp

Val

Gln

55

Arg

Ser

Phe

Asp

Cys

135

Thr

Cys

Cys

Asp

Gly

215

Phe

His

Cys

Cys

Ala
295

Ser Ser

Gly Phe

Pro Cys

Leu Cys
105

Val Asp
120

Leu Asn

Gly Pro

Arg Asn

Ala Cys
185

Asp Cys
200

Val Asn

Cys Thr

Asn Gly

Val Asn

265

Ala Thr
280

Ser Phe

121

val

Arg

Ala

90

Ser

Glu

Thr

Leu

Gly

170

Leu

Pro

Thr

Glu

Gly

250

Gly

Ala

Tyr

Vval

Gly

75

His

Cys

Cys

Pro

Cys

155

Gly

Pro

Gly

Tyr

Asp

235

Thr

Trp

val

Cys

Ala

60

Pro

Gly

Pro

Arg

Gly

140

Glu

Thr

Gly

His

Asn

220

val

Cys

Thr

Cys

Ala
300

Gly

Asp

Ala

Pro

Val

125

Ser

Asn

Cys

Phe

Arg

205

Cys

Asp

Phe

Gly

Phe

285

Cys

Thr

Cys

Arg

Gly

110

Gly

Phe

Pro

Arg

Glu

190

Cys

Gln

Glu

Asn

Glu

270

His

Pro

Ala

Ser

Cys

95

Tyr

Glu

Arg

Ala

Gln

175

Gly

Leu

Cys

Cys

Thr

255

Ser

Gly

Met

Arg

Leu

80

Ser

Gln

Pro

Cys

Val

160

Ser

Gln

Asn

Pro

Gln

240

Leu

Cys

Ala

Gly



Lys

305

Cys

Ile

Val

Cys

Thr
385

Cys

Ile

Thr

His

Cys

Asp

Val

370

Gly

Arg

Cys

Gly

Glu

Thr

Glu

355

Asn

Pro

Asn

Met

Leu

Asp

Cys

340

Cys

Thr

Arg

Gln

Ala
420

Leu

Ala

325

Pro

Ser

Gln

Cys

Ala

405

Gly

Cys

310

Ile

Pro

Ile

Gly

Glu

390

Thr

Phe
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His

Cys

Gly

Gly

Ser

375

Thr

Cys

Thr

Leu

Asp

Phe

Ala

360

Phe

Asp

Leu

Gly

Asp

Thr

Thr

345

Asn

Leu

Val

Asp

Thr
425

122

Asp

Asn

330

Gly

Pro

Cys

Asn

Arg

410

Tyr

Ala

315

Pro

Gly

Cys

Gln

Glu

395

Ile

Cys

Cys

Val

Ala

Glu

Cys

380

Cys

Gly

Glu

Val

Asn

Cys

His

365

Gly

Leu

Gln

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Arg

Ser

Phe

Asn

Arg

335

Gln

Gly

Gly

Gly

Thr
415

Pro

320

Ala

Asp

Arg

Tyr

Pro

400

Cys



Lys

305

Cys

Ile

Val

Cys

Thr
385

Cys

Ile

Thr

His

Cys

Asp

Val

370

Gly

Arg

Cys

Gly

Glu

Thr

Glu

355

Asn

Pro

Asn

Met

Leu

Asp

Cys

340

Cys

Thr

Arg

Gln

Ala
420

Leu

Ala

325

Pro

Ser

Gln

Cys

Ala

405

Gly

Cys

310

Ile

Pro

Ile

Gly

Glu

390

Thr

Phe
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His

Cys

Gly

Gly

Ser

375

Thr

Cys

Thr

Leu

Asp

Phe

Ala

360

Phe

Asp

Leu

Gly

Asp

Thr

Thr

345

Asn

Leu

Val

Asp

Thr
425

122

Asp

Asn

330

Gly

Pro

Cys

Asn

Arg

410

Tyr

Ala

315

Pro

Gly

Cys

Gln

Glu

395

Ile

Cys

Cys

Val

Ala

Glu

Cys

380

Cys

Gly

Glu

Val

Asn

Cys

His

365

Gly

Leu

Gln

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Arg

Ser

Phe

Asn

Arg

335

Gln

Gly

Gly

Gly

Thr
415

Pro

320

Ala

Asp

Arg

Tyr

Pro

400

Cys
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una regién variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina y una regioén variable de la cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste
en:

(@)

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:62, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:63, una CDRL2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:9 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10;

(i) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una CDRH1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:51, una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:53, y una CDRH3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7; y

(i) una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:64, una CDRL2 que comprende la secuencia de amino&cidos de
la SEQ ID NO:9, y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:10.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde las secuencias de CDR estan interpuestas entre secuencias
estructurales humanas o humanizadas.

3. Un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina y una regioén variable de la cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste
en:

(a) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H);

(b) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:46 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H);

(c) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una region variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q);

(d) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de amino&cidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:48 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q);

(e) una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:36 (Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y);

(f) una region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:38 (Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una regién variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
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que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:50 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y).

4. Un anticuerpo aislado que se une a Notch3 humana que comprende una cadena pesada de inmunoglobulina y
una cadena ligera de inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa);
(b) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 (Hu4F11 Kv2D-29 N28H Kappa);
(c) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa);
(d) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 92 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Q Kappa);
(e) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 78
(Sh4F11 Hv3-23 A28T S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa);
(f) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80
(Sh4F11 Hv3-23 S31H T62S), y una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94 (Hu4F11 Kv2D-29 N28Y Kappa).

5. Un acido nucleico o acidos nucleicos aislado(s) que comprende(n) una secuencia de nucledtidos que codifica una
cadena pesada de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y una secuencia de nucleétidos
que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. Un vector o vectores de expresién que comprende(n) el acido nucleico o acidos nucleicos de la reivindicacién 5.
7. Una célula hospedadora que comprende el vector o vectores de expresion de la reivindicacion 6.

8. Un método para producir un anticuerpo que se une a Notch3 humana o un fragmento de unién al antigeno del
anticuerpo, comprendiendo el método:

(a) cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 7 en condiciones para que la célula hospedadora exprese
un polipéptido o polipéptidos que comprende(n) la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina y la
region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina, de este modo, produciendo el anticuerpo o el fragmento
de unién al antigeno del anticuerpo; y

(b) purificar el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno del anticuerpo.

9. Un método para inhibir o reducir la proliferaciéon de una célula tumoral in vitro que comprende exponer la célula a
una cantidad eficaz del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para inhibir o reducir la proliferacion
de la célula tumoral.

10. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en el tratamiento del cancer en un
sujeto humano, opcionalmente, en donde el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de mama,
cancer de ovario, cancer de préstata, cancer cervical, cancer de pulmén, cancer de cerebro, cancer de piel, cancer
colorrectal, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer de cabeza y de cuello, y leucemia.

11. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el anticuerpo tiene una KD de 35 nM o

inferior, 25 nM o inferior, 15 nM o inferior, 5 nM o inferior o0 1 nM o inferior, segun se mide mediante resonancia de
plasmoén superficial.
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FIG. 2

ECD de Notch3 humano (aminoacidos 40-1643)
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FIG. 2 (cont.)
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FIG. 3

Repeticiones 1-11 tipo EGF de Notch3 humano (aminoacidos 40-467)

130
DPCLESFCAH
190
FRCOQCPAGYT

250

CLNGGT
310

VCVNGWTGES

VGERCQLED

140

GA]

RCEVGEDG

GPLCENFAVP

CVDEVNTYNC

o
3z

Ec;

4

CSONIDDOAT

380

40

B
a( 100

~HSGEC s T o KT
PCHSGPCAGR GVCOSEVVAG

1540 160

APSPCRNGG TCRQSGDLTY

280
CTEDVIORECQOL

340

DRVASEFYCAC

i

92U E

00

DVDECSTGAN

450 460
RNOATCLDRT GOFTCTCMAG

129

TARFSCRCER

170

BECRVG

L PCRH

PCEHLGRCYN

FTGETYCE

o0

NGGECTOL

120

~ry

GFRGEPDCSLE

180
SGTCLNTEGS
240
CNCEVNVDDC
300

CENT H5C

360

LDDACVSNPC



ES 2737649 T3

FIG. 4

Especificidad de union de mAb de Notch3
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FIG. 5A

Porcentaje de union de JAG1-Fc a rhNotch3 en presencia
del anticuerpo Notch3

FIG. 5B

Parcentaje de unién de JAG2-Fc a rhNotch3 en presencia
del anticuerpo Notch3

Control especifico de Notch3
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FIG. 5C

L T —

Porcentaje de unién de DLL1-Fc a rhNotch3 en presencia
del anticuerpo Notch3

&

&

A4S

35
21

o

Control especifico de Notch3

Porcentaje de union de DLL4-Fc a rhNotch3 en presencia
del anticuerpo Notch3

A S S S S S 3 T S S A A S S A A S A A A T VS e

132



ES 2737649 T3

FIG. 6A

Inhibicidn de senalizaciéon de Notch3 estimulada por JAG-Fc
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FIG. 6B
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FIG. 11
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FIG. 12B
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