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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-Myl9
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une al polipéptido de cadena ligera reguladora de miosina
(My1)9 o a un fragmento de unién a Myl9 del mismo, asi como a una composicion farmacéutica que comprende dicho
anticuerpo o fragmento de unién a Myl9 del mismo.

Antecedentes de la técnica

CD69 es una proteina transmembrana tipo Il que pertenece a la familia de las lectinas tipo C. CD69 se emplea
ampliamente como un indicador de la activacién de los linfocitos (Bibliografia 1 no de patente), y hasta ahora se ha
dado a conocer que esta implicada en enfermedades inflamatorias tales como inflamacién local, artritis, y sintomas
alérgicos de las vias respiratorias (Bibliografia 2 y 3 no de patente).

En los dltimos afnos, se ha dado a conocer que CD69 interactia con el polipéptido de cadena ligera reguladora de

miosina (Myl)9, que es una de las subunidades que configuran la miosina, y con esto, se han puesto a la vista
estrategias terapéuticas de enfermedades inflamatorias que se dirigen contra Myl9 (Bibliografia 1 de patente). Huang

et al. (Med. Oncol, 2014, 31:820) describen que la menor expresién de MYL9 puede desempenar un papel importante
en la progresién tumoral del cancer de préstata.

Un inhibidor del punto de control inmunitario es un grupo de farmacos contra el cancer desarrollados recientemente,
e inhibe las proteinas expresadas en las células cancerosas y linfocitos (células T) que frenan el sistema inmunitario.
Las proteinas se denominan puntos de control inmunitarios. Se sabe que la proteina 1 de muerte celular programada
(PD-1), el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), y el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), y
similares, actian como puntos de control inmunitarios. Se han aprobado varios inhibidores del punto de control
inmunitario como farmacos, y sus usos terapéuticos incluyen melanoma maligno, cancer de pulmén no microcitico,
carcinoma de células renales, linfoma maligno, mieloma multiple, cancer de cabeza y cuello, y cancer urotelial. Ademas,
el tratamiento de los inhibidores del punto de control inmunitario, solos o en combinacion con otro farmaco contra el
cancer, es eficaz contra canceres tales como el cancer colorrectal, cancer de mama, carcinoma hepatocelular, cancer
gastrico, cancer de eséfago, cancer de ovarios, cancer de pulmén microcitico, mesotelioma, cancer de endometrio,
segun los resultados de los ensayos clinicos.

Lista de citas
Bibliografia de patente
[Bibliografia 1 de patente] WO2014/192915
Bibliografia no de patente
[Bibliografia 1 no de patente] Testi, R. et al., Immunol. Today 15:479-483, 1994.

[Bibliografia 2 no de patente] Murata, K. et al.: CD69-null mice protected from arthritis induced with anti-type
Il collagen antibodies. Int. Immunol. 15:987-992, 2003

[Bibliografia 3 no de patente] Miki-Hosokawa, T. et al.: CD69 controls the pathogenesis of allergic airway
inflammation. J. Immunol. 183; 8203-8215, 2009

Sumario de la invencion
Problema técnico

Los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno pueden convertirse en farmacos terapéuticos deseables debido
a la especificidad de union que poseen. Los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno pueden emplearse para
minimizar los efectos secundarios potenciales al dirigirse Unicamente a células o tejidos particulares. Existe la
necesidad de identificar un anticuerpo util para dirigirse contra Myl9, asi como un anticuerpo humanizado que se use
como producto farmacéutico.

Por consiguiente, el objeto de la presente invencidn es proporcionar un anticuerpo anti-Myl9 o un fragmento de unién
a Myl9 del mismo que se una a Myl9 y pueda inhibir la interaccién entre Myl9 y CD69 en seres humanos, asi como
una composicion farmacéutica que comprenda el mismo.
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Solucion al problema

Como resultado de una extensa investigacion para resolver los problemas anteriores, los presentes inventores lograron
obtener un anticuerpo monoclonal de ratén anti-Myl9 de raton/humana que se une a Myl9 humana y de ratén y puede
inhibir la interaccién con CD69. En consecuencia, los presentes inventores obtuvieron un anticuerpo humanizado o
quimérico que comprende la secuencia de la regién determinante de la complementariedad (CDR, (a veces puede
denominarse "region hipervariable")) de dicho anticuerpo monoclonal de ratén anti-Myl9 de ratbn/humana en la region
variable de las cadenas pesadas y ligeras mediante la identificacion de la CDR de dicho anticuerpo monoclonal de
raton anti-Myl9 de ratén/humana.

En otras palabras, la presente invencion abarca las siguientes caracteristicas.

<insertar paginas 2a-2c

1.

[1] Un anticuerpo anti-polipéptido de cadena ligera reguladora de la miosina (Myl)9 o un fragmento de union
a Myl9 del mismo, en el que dicho anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en los siguientes
anticuerpos:

(1) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(2) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(3) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(4) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(5) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(6) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(7) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(8) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

(9) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66;

10. (10) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una region variable

3
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de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(11) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(12) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(13) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(14) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(15) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(16) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(17) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(18) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68;

(19) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 65;

20. (20) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoéacidos
expuesta en SEQ ID NO. 67;

(21) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 66; y

(22) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable
de cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 68.

[2] El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de uniéon a Myl9 del mismo segun [1], que comprende cadenas
pesadas y ligeras, en el que la regidn constante de dicha cadena pesada es IgG.
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[3] El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun [2], en el que la regién constante
de dicha cadena pesada es la regién constante de IgG2 humana.

[4] El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun [3], en el que dicha regién constante
de IgG2 humana posee mutaciones V234A y G237A.

[5] El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun [3] o [4], en el que dicha region
constante tiene la supresion del resto de lisina C-terminal.

[6] El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun [2], en el que la regién constante
de dicha cadena ligera comprende la region constante de Igk humana.

[7] Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a Myl9 del mismo
segun uno cualquiera de [1]-[6], y un vehiculo o aditivo farmacéuticamente aceptable.

[8] La composicion farmacéutica segun [7], para uso en el tratamiento de inflamacion alérgica de las vias
respiratorias o enfermedad inflamatoria del intestino.

[9] La composicidén farmacéutica segun [8], en la que la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis
ulcerosa o enfermedad de Crohn.

[10] La composicion farmacéutica segln [7], para uso en el tratamiento de cancer colorrectal, en el que la
composicién farmacéutica se usa en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1.

Una invencién de cualquier combinacion de uno o multiples aspectos de la presente invencion como se reivindica
también esta incluida en el alcance de la presente invencion.

Efectos ventajosos de la invencion

Segun la presente invencién, se proporciona un anticuerpo anti-Myl9 o un fragmento de unién a Myl9 del mismo que
se une a Myl9 como se reivindica y puede inhibir la interaccion entre Myl9 y CD69, asi como una composicién
farmacéutica que comprende el mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1-1 muestra cada una de la comparacién de secuencias de aminodcidos entre Myl9 de ratén y Myl9
humana (A), y la comparaciéon de secuencias de aminoacidos entre Myl3 de ratén y Myl3 humana (B).
**:aminoacido conservado; -: espacio; subrayado: secuencia de aminoacidos de un péptido usado para la
inmunizacion de ratones para preparar el Anticuerpo A.

La Figura 1-2 muestra cada una de la comparacién de secuencias de aminodcidos entre MyI3 de ratén y Myl9
de ratén (C), y la comparacion de secuencias de aminoacidos entre Myl3 humana y Myl9 humana (D).
~*:aminoacido conservado; -: espacio.

La Figura 2 es el resultado que muestra la capacidad de union del anticuerpo monoclonal anti-Myl9 de
raton/humana (Anticuerpo A) a Myl9 de ratén y Myl9 humana, asi como a MylI3 de ratén y Myl3 humana.

La Figura 3 muestra la unién dependiente de la concentracion de CD69 de ratén (A) con o (B) sin una cadena
de azucar a Myl9 de ratén, asi como que dicha unién fue significativamente inhibida por el anticuerpo
monoclonal anti-Myl9 de ratén/humana (Anticuerpo A) (C).

La Figura 4-1 muestra el efecto de supresion de la administracion del anticuerpo monoclonal anti-Myl9 de
raton/humana (Anticuerpo A) sobre la infiltracién celular alrededor del tubo bronquial que se induce en el
momento de la inflamacion de las vias respiratorias. La Figura 4A muestra los resultados de la tinciéon con
hematoxilina/eosina (tincién HE) y la tincién con PAS después de la administracién del anticuerpo monoclonal
anti-Myl9 de raton/humana (Anticuerpo A) a ratones con inflamacién inducida de las vias respiratorias. La
Figura 4B muestra el nimero de células infiltrantes observadas en el liquido de lavado broncoalveolar y los
tipos de células infiltrantes después de la administracion del anticuerpo monoclonal anti-Myl9 de
raton/humana (Anticuerpo A) a ratones con inflamacién inducida de las vias respiratorias. La Figura 4C
muestra la cantidad de citocina producida después de la administracién del anticuerpo monoclonal anti-Myl9
de ratdn/humana (Anticuerpo A) a ratones con inflamacion inducida de las vias respiratorias.

La Figura 4-2 muestra la comparacion de la resistencia de las vias respiratorias inducida por metacolina en
el Dia 17 después de la induccion de la inflamacion de las vias respiratorias entre el grupo de administracién
del Anticuerpo A (D), el grupo de administracién del anticuerpo policlonal anti-Myl9/12 (E), y los grupos de
administracién del anticuerpo de control (D, E).
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La Figura 5 muestra los resultados de la pérdida de peso (figura superior) y el indice de actividad de la
enfermedad (DAI) (figura inferior) debido al anticuerpo monoclonal anti-Myl9 de raton/humana (Anticuerpo A)
en un modelo de enfermedad inflamatoria del intestino de transferencia de linfocitos T CD4 positivos
CD45RB-fuertemente positivos (CD4 + CD45RB"d").

La Figura 6-1 muestra los resultados de ELISA que evallan la capacidad de unién de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra Myl9 humana.

La Figura 6-2 muestra los resultados de ELISA que evallan la capacidad de unién de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra Myl9 humana.

La Figura 6-3 muestra los resultados de ELISA que evallan la capacidad de unién de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra Myl9 humana.

La Figura 7 muestra cada una de la comparacion de secuencias de aminoacidos entre Myl9 de ratdn, Myl12a
de ratén y Myl12b de ratén (A), y la comparacion de secuencias de aminoacidos entre Myl9 humana, Myl12a
humana, y Myl12b humana (B). **:aminoacido conservado; -: espacio; subrayado: secuencia de aminoacidos
de un péptido usado para la inmunizacién de ratones para preparar el Anticuerpo A.

La Figura 8 muestra los resultados de ELISA que evallan la capacidad de unién del Anticuerpo A a Myl9 de
raton, Myl12a de ratén y Myl12b de ratén (A), asi como a Myl9 humana, Myl12a humana, y Myl12b humana

(B).

La Figura 9A muestra los resultados de ELISA que evalian la capacidad de unién de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra Myl12a y 12b humanas.

La Figura 9B muestra los resultados de ELISA que evaltan la capacidad de unién del anticuerpo humanizado
preparado a partir del Anticuerpo A contra Myl12a 'y 12b humanas.

La Figura 9C muestra los resultados de ELISA que evallan la capacidad de unién del anticuerpo humanizado
preparado a partir del Anticuerpo A contra Myl12a 'y 12b humanas.

La Figura 10 muestra la comparacion de secuencias de aminoacidos de regiones extracelulares de CD 69
humana y de raton.

La Figura 11 muestra la unién dependiente de la concentracion de la region extracelular de CD69 humana a
Myl9 humana, asi como a Myl12a y 12b, que tienen una alta homologia con Myl9 humana.

La Figura 12 muestra los resultados de la inhibicién dependiente de la concentracion del Anticuerpo A de la
unioén entre las regiones extracelulares de CD69 humana y Myl9 humana (A), Myl12a humana (B) o Myl12b
humana (C).

La Figura 13-1 muestra los resultados de la inhibicion dependiente de la concentracion de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A de la unién entre Myl9 humana y la region
extracelular de CD69 humana.

La Figura 13-2 es la continuacién de la Figura 13-1.

La Figura 13-3 es la continuacién de la Figura 13-2.

La Figura 13-4 es la continuacién de la Figura 13-3.

La Figura 13-5 es la continuacién de la Figura 13-4.

La Figura 14-1 muestra los resultados de la inhibicion dependiente de la concentracion de los anticuerpos
quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A de la unién entre Myl12a humana o Myl12b
humana y la regién extracelular de CD69 humana.

La Figura 14-2 es la continuacion de la Figura 14-1.

La Figura 14-3 es la continuacion de la Figura 14-2.

La Figura 14-4 es la continuacién de la Figura 14-3.
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La Figura 15 muestra los resultados del analisis de expresion de Myl9, Myl12a y Myl12b en tejido tumoral
subcutaneo en la linea celular de cancer colorrectal de raton CT26.WT

La Figura 16 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral en el grupo de control (A), el grupo de
administracion del Anticuerpo A solo (B), el grupo de administracion del anticuerpo anti PD-1 solo (C), y el
grupo de administracién de la combinacion del Anticuerpo A y el anticuerpo anti PD-1 (D), en modelos de
trasplante subcutaneo de la linea celular de cancer colorrectal de raton CT26.WT.

Descripcion de las realizaciones
segun se reivindican

La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-Myl9 como se reivindica, que se une al polipéptido de cadena
ligera reguladora de la miosina (descrito en lo sucesivo como Myl) 9.

El anticuerpo anti-Myl9 usado en la presente invencion es un anticuerpo que puede reconocer y unirse a Myl9, y como
se describe més abajo, dicho anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto. Como alternativa, el anticuerpo anti-Myl9
usado en la presente invencidon puede ser un anticuerpo recombinante (tal como un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado, o un anticuerpo humano), o un anticuerpo sintetizado quimicamente, asi como un fragmento
de unién a antigeno del mismo, siempre que posea la afinidad de unién a Myl9 y secuencia como se reivindica. Puede
entenderse que Myl9 aqui se refiere a Myl9 derivado de ser humana o de ratén. La secuencia de aminoacidos de Myl9
derivada de ser humana o de ratén se puede obtener de bases de datos publicas en las que se registra la informacién
de la secuencia de genes y de aminoéacidos, tal como Genbank proporcionada por el Centro Nacional para la
Informacioén Biotecnoldgica de los Estados Unidos de América; o la secuencia de aminoacidos se puede determinar a
partir de la informacién de la secuencia del gen Myl9 que se obtiene disefiando un cebador basado en la informacién
de la secuencia de bases de Myl9 de una especie animal estrechamente relacionada y clonando a partir del ARN
extraido de la especie animal deseada. Por ejemplo, la informacién de la secuencia de aminoacidos de Myl9 humana
y de ratén esté registrada en la base de datos con el nimero de acceso de Genbank NP_006088.2 (SEQ ID NO. 2), y
el numero de acceso de Genbank NP_742116.1 (SEQ ID NO. 1), respectivamente.

En un aspecto de la presente invencién, Myl9 comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 1, o un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene una o mdltiples
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en dicha secuencia de aminoacidos. "Mdltiple", como se usa
aqui en referencia a Myl9, no esta limitado siempre que se conserven las propiedades funcionales equivalentes a las
de un péptido representado por la secuencia de aminoacidos original del mismo, y es 2 a 20, por ejemplo 2a 15,2 a
10,2a9,2a8,2a7,2a6,02ab5. Enotro aspecto de la presente invencion, Myl9 comprende un péptido representado
por una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%, 92%, 93%, 94%, 0 95% de homologia
con la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 1.

Como se usa aqui, la "homologia" de la secuencia de aminodacidos significa una homologia calculada por Alineacién
por Pares usando el algoritmo CLUSTALW bajo la siguiente configuracion de parametros:

Tamario de K-tuplo (palabra): 1
Tamario de la ventana: 5

Penalizacion de espacio: 3

Numero de diagonales superiores: 5
Método de puntuacion: PORCENTAJE

En un aspecto de la presente invencién, Myl9 comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 2, o un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene una o multiples
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en dicha secuencia de aminoacidos. "Mdltiple", como se usa
aqui en referencia a Myl9, no esta limitado siempre que se conserven las propiedades funcionales equivalentes a las
de un péptido representado por la secuencia de aminoacidos original del mismo, y es 2 a 20, por ejemplo 2a 15,2 a
10,2a9,2a8,2a7,2a6,02ab. Enotro aspecto de la presente invencion, Myl9 comprende un péptido representado
por una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%, 92%, 93%, 94%, 0 95% de homologia
con la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 2.

En un aspecto de la presente invencién, Myl9 comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 3, o un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene una o multiples
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en dicha secuencia de aminoacidos. "Mdltiple", como se usa
aqui en referencia a Myl9, no esta limitado siempre que se conserven las propiedades funcionales equivalentes a las
de un péptido representado por la secuencia de aminoacidos original del mismo, y es 2 a 20, por ejemplo 2a 15,2 a
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10,2a9,2a8,2a7,2a6,02ab. Enotro aspecto de la presente invencion, Myl9 comprende un péptido representado
por una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%, 92%, 93%, 94%, 0 95% de homologia
con la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 3.

En un aspecto de la presente invencion, las secuencias de aminodcidos de Myl9 de raton y Myl12a de raton, y de Myl9
de ratén y Myl12b de ratén tienen una homologia del 94,2% y 93,6%, respectivamente, y de Myl12a de ratén y Myl12b
de raton tienen una homologia del 97,7%. Las secuencias de aminoacidos de Myl9 humana y Myl12a humana, y de
Myl9 humana y Myl12b humana tienen una homologia del 91,8% y 93,0%, respectivamente, y de Myl12a humana y
Myl12b humana tienen una homologia del 96,5%. Por esta razén, un anticuerpo que reconoce Myl9 a veces reconoce
Myl12a. Ademas, un anticuerpo que reconoce Myl9 a veces reconoce Myl12b. De este modo, en una realizacién de la
presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion también
puede reconocer Myl12a y/o Myl12b.

En un aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la
presente invencidén es un anticuerpo segun se reivindica que inhibe la unién entre Myl9 y la regién extracelular de
CD69. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unidén a Myl9 del mismo de la presente invencion puede
ser un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno como se reivindica que inhibe la unién entre cualquier parte de
la region extracelular de CD69 y Myl9, que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 4, o un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene una o mdltiples
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en dicha secuencia de aminoacidos. "Mdltiple", como se usa
aqui en referencia a la regién extracelular de CD69, es, pero no se limita a, 2 a 15, por ejemplo2a 14,2a13,2a 12,
2al11,2a10,2a9,2a8,2a7,2a6,02ab. Enotro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o
fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion puede ser un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno como se reivindica que inhibe la unién entre cualquier parte de la regi6on extracelular de CD69, que
comprende un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%,
92%, 93%, 94%, 0 95% de homologia con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 4 y MyI9.

En otro aspecto de la presente invencidn, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la
presente invencion es un anticuerpo segin se reivindica que inhibe la union entre Myl12a y/o Myl12b y la regién
extracelular de CD69. Por ejemplo, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente
invencion puede ser un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno como se reivindica que inhibe la unién entre
cualquier parte de la regiéon extracelular de CD69, que comprende un péptido representado por la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 97, o un péptido representado por una secuencia de aminodcidos que tiene
una o multiples sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en dicha secuencia de aminoacidos y Myl12a
y/o Myl12b. En otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo
de la presente invencion puede ser un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno como se reivindica que inhibe
la unién entre cualquier parte de la region extracelular de CD69, que comprende un péptido representado por una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%, 92%, 93%, 94%, 0 95% de homologia con la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 97 y Myl12a y/o Myl12b.

En un aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo como se
reivindica puede unirse a Myl9 de un mamifero (por ejemplo, roedores tales como ratén, rata, o conejo, mono, vaca,
caballo, cabra, ser humano, y similares) para inhibir la interaccion entre Myl9 y CD69, y preferiblemente puede unirse
a Myl9 humana para inhibir la interaccién entre Myl9 humana y CD69 humana. "Inhibe la interaccion entre Myl9 y
CD69" significa aqui la desaparicion o reduccion de la interaccion entre Myl9 y CD69. La interaccion entre Myl9 y CD69
se puede evaluar midiendo el cambio en la funcién de CD69 que se produce como resultado de que Myl9 y CD69
actlan en coexistencia (por ejemplo, expresion o mejora de la funcion de CD69, o funcién fisioldgica resultante del
cambio en la funcion de CD69 debido a la accion de Myl9), o midiendo la migraciéon de células CD4T que han
expresado CD69 a la médula ésea.

En otro aspecto de la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo como se
reivindica también puede unirse a Myl12a y/o Myl12b de un mamifero (por ejemplo, roedores tales como ratén, rata, o
conejo, mono, vaca, caballo, cabra, ser humano, y similares) para inhibir la interaccion entre Myl12a y/o Myl12b y
CD69, y preferiblemente también puede unirse a Myl12a humana y/o Myl12b humana para inhibir la interaccion entre
Myl12a humana y/o Myl12b humana y CD69 humana. "Inhibe la interaccién entre Myl12a y/o Myl12b y CD69" significa
aqui la desaparicion o reduccién de la interaccién entre Myl12a y/o Myl12b y CD69. La interaccién entre Myl12a y/o
Myl12b y CD69 se puede evaluar midiendo el cambio en la funcién de CD69 que se produce como resultado de que
Myl12a y/o Myl12b y CD69 actuan en coexistencia (por ejemplo, expresion o mejora de la funcion de CD69, o funcion
fisiologica resultante del cambio en la funcién de CD69 debido a la accion de Myl12a y/o Myl12b), o midiendo la
migracion de células CD4T que han expresado CD69 a la médula 6sea.

El método empleado para medir la propiedad de unién al antigeno (tal como la afinidad de unién y la reactividad entre
especies) del anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo puede ser un método bien conocido en el
campo por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la afinidad de uniéon se puede medir con, pero sin limitarse a, el
biosensor Biacore®, biosensor KinExA, ensayo de proximidad de centelleo, ELISA, inmunoensayo ORIGEN (IGEN
Inc.), citometria de flujo, extincion de fluorescencia, transicion de fluorescencia, visualizacion de levadura, o
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inmunotincién, y similares. La actividad neutralizante del anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo
frente a la union entre Myl9 y CD69 puede medirse con, pero no se limita a, biosensor Biacore®, ELISA, o citometria
de flujo, y similares.

El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de uniéon a Myl9 del mismo de la presente invencion puede ser preferiblemente
cualquiera de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, o un fragmento de unién a Myl9 del mismo que se
une a Myl9 u otras moléculas peptidicas que tienen la secuencia de aminoacidos de la region de unioén de Myl9 contra
dicho anticuerpo como se define en las reivindicaciones.

Un anticuerpo monoclonal aqui puede significar un anticuerpo que se obtiene de una poblaciéon de anticuerpos
sustancialmente uniformes. En otras palabras, los anticuerpos individuales contenidos en dicha poblacion son
idénticos excepto por una pequefia cantidad de mutantes naturales que pueden estar presentes. Un anticuerpo
monoclonal se dirige contra un solo sitio de antigeno. Ademas, a diferencia de un anticuerpo policlonal tipico, que se
dirige contra diferentes antigenos o diferentes epitopos, cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico epitopo
de un antigeno. El modificador "monoclonal” indica la propiedad de un anticuerpo que se obtiene a partir de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente uniforme, y no debe entenderse que se limita a requerir la produccién del
anticuerpo mediante un método particular.

El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencidn puede ser aqui de cualquier
clase, tal como IgG, IgA o IgM (o una subclase de las mismas), y no se limita a una clase particular. Las
inmunoglobulinas se clasifican en diferentes clases segln la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de la region
constante de la cadena pesada (a veces denominada como la cadena H). Existen cinco clases principales de
inmunoglobulina: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, algunas de las cuales pueden subdividirse en subclases (isotipos), tales
como IgG, IgGz, 1gGs, 1gGa, IgA1, e IgAz. La region constante de la cadena pesada correspondiente a las diferentes
clases de inmunoglobulina se denomina a, 8, €, v, y W, respectivamente. Ademas, los tipos de cadena ligera (a veces
denominada la cadena L) de un anticuerpo incluyen cadenas A y k.

En un aspecto, el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién puede ser un
anticuerpo 1gG, por ejemplo un anticuerpo IgG1 o un anticuerpo IgGz, y similar. Ademas, el anticuerpo anti-Myl9 o
fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién puede estar en forma de mondémero, dimero o multimero.

Un fragmento de union a Myl9 aqui es un fragmento estructural y funcional de un anticuerpo anti-Myl9, y no esta
particularmente limitado siempre que posea la capacidad de unién a Myl9 y la secuencia segun se reivindica. Los
ejemplos de tal fragmento de unién a Myl9 pueden incluir, pero no se limitan a, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, monocatenario
(scFv), variantes de los mismos, una proteina de fusion o un péptido de fusidbn que comprende una porcion de
anticuerpo, otras estructuras modificadas de una molécula de inmunoglobulina que comprende el sitio de
reconocimiento de Myl9, y similares.

El fragmento de uniéon a Myl9 de un anticuerpo anti-Myl9 se puede obtener mediante digestién proteolitica de un
anticuerpo completo, por ejemplo mediante una proteasa tal como papaina o pepsina, o se puede producir
directamente por una célula hospedante recombinante (por ejemplo, un eucariota tal como una célula de levadura,
una célula vegetal, una célula de insecto, o una célula de mamifero, o un procariota tal como E. coli). Por ejemplo, un
fragmento F(ab')z puede formarse recolectando directamente fragmentos Fab'-SH de E. coli y sometiéndolos a unién
quimica. F(ab')2 también se puede formar usando una cremallera de leucina GCN4, que promueve el ensamblaje de
moléculas F(ab')2. Ademas, se puede usar un sintetizador automatico cuando se produce un scFv mediante una
tecnologia de sintesis quimica. Cuando se produce un scFv mediante una tecnologia de recombinacion genética, se
puede introducir en una célula hospedante apropiada (por ejemplo, un eucariota, tal como una célula de levadura, una
célula vegetal, una célula de insecto, o una célula de mamifero, o un procariota tal como E. coli) un plasmido apropiado
que comprende un polinucledtido que codifica el scFv. El polinucledtido que codifica el scFv de interés puede
producirse mediante una operacion bien conocida, tal como la ligacién de polinucleétidos. El scFv producido como
resultado se puede aislar usando una tecnologia de purificacion de proteinas estdndar muy conocida en la técnica.

Una region variable de un anticuerpo aqui significa la region variable de una cadena ligera de anticuerpo, la region
variable de una cadena pesada de anticuerpo, o ambas. Ademas, una region constante de un anticuerpo aqui significa
la region constante de una cadena ligera de anticuerpo, la region constante de una cadena pesada de anticuerpo, o
ambas. La region variable de cadenas pesadas y ligeras consta cada una de cuatro regiones marco (FR) conectadas
por tres CDR, también conocidas como regiones hipervariables. Las CDR de cada cadena son retenidas en la vecindad
por las FR, y junto con las CDR en la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién al antigeno del
anticuerpo. La tecnologia para determinar la CDR puede incluir, pero no se limita a, por ejemplo, (1) un enfoque basado
en la variabilidad de la secuencia entre especies (tal como Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5th ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda MD); y (2) un enfoque basado en la investigacion de la estructura
cristalina de los complejos antigeno-anticuerpo (Al-lazikani et al., 1997 J. Molec. Biol. 273:927-948). Estos u otros
enfoques pueden emplearse en combinacion.

El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién es un anticuerpo
recombinante (tal como un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano) o un anticuerpo
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de mamifero no humano sintetizado quimicamente, (por ejemplo, roedores tales como ratén, rata, o conejo, mono,
vaca, caballo, cabra, y similares), o uno de sus fragmentos de uniéon a Myl9. El anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento
de unién a Myl9 de la presente invencion es un anticuerpo humanizado o quimérico, preferiblemente un anticuerpo
humanizado. Un anticuerpo quimérico es, por ejemplo, un anticuerpo en el que la regién variable de un anticuerpo no
humano (tal como el de raton o rata) se introduce en la region constante de un anticuerpo humano y, por ejemplo, se
refiere a un anticuerpo en el que la region variable deriva de un anticuerpo no humano y la regién constante deriva de
un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado es, por ejemplo, un anticuerpo en el que la regién hipervariable de
un anticuerpo no humano se introduce en un anticuerpo humano y, por ejemplo, se refiere a un anticuerpo en el que
la CDR deriva de un anticuerpo no humano y las regiones restantes del anticuerpo derivan de un anticuerpo humano.
Obsérvese que en la presente invencion el limite entre un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humanizado no
necesariamente tiene que estar claro, y un anticuerpo puede estar en un estado que puede denominarse anticuerpo
quimérico o anticuerpo humanizado. Un aspecto de un anticuerpo humanizado preferido aqui es un anticuerpo en el
que la CDR deriva de un anticuerpo de roedor y las regiones restantes del anticuerpo derivan de un anticuerpo humano,
particularmente de forma preferible un anticuerpo en el que la CDR deriva de un anticuerpo de ratdn y las regiones
restantes del anticuerpo derivan de un anticuerpo humano. La humanizacién también se puede llevar a cabo
introduciendo la secuencia CDR derivada de un anticuerpo de, por ejemplo, un roedor en el sitio correspondiente de
un anticuerpo humano con un método de injerto de CDR (véanse Jones et al., Nature 321:522-525(1986); Riechmann
et al., Nature 332:323-327(1988); y Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536(1988); Kontermann y Dubel, Antibody
Engineering, Springer Lab Manual (2001) y Tsurushita et al., Methods 36:69-83(2005)). En algunos casos, un
anticuerpo humanizado también puede ser un anticuerpo humanizado en el que varios restos de aminodacidos en el
FR se sustituyen por restos de aminoacidos derivados de un sitio similar en un anticuerpo no humano.

Puede ser importante para disminuir la antigenicidad que se seleccione el uso de regiones variables humanas tanto
para cadenas ligeras como pesadas en la produccion de un anticuerpo humanizado. La secuencia de aminodacidos de
la regién variable de roedores tales como anticuerpos de raton, rata, o conejo se analiza frente a la biblioteca completa
de secuencias FR humanas conocidas. A continuacién, la secuencia de aminodcidos de un anticuerpo humano que
es la mas cercana a la secuencia del anticuerpo de roedor se acepta como la FR humana del anticuerpo humanizado.
Por ejemplo, se puede utilizar como referencia O'Brien y Jones, Antibody Engineering (Springer Lab Manual), 567-590.
En otro método, se emplea un marco particular derivado de una secuencia comdn a todos los anticuerpos humanos
en un subgrupo particular de la cadena ligera o pesada. Puede emplearse el mismo marco para varios anticuerpos
humanizados diferentes. Por ejemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Set USA 89:4285-4289(1992), y Presta et al., J.
Immunol. 151:2623-2632(1993) se pueden usar como referencia.

Ademas, es deseable que el anticuerpo humanizado en general retenga la alta afinidad de unién frente a antigenos y
otras naturalezas bioldgicas preferidas. A fin de lograr este objetivo, segun un método, el anticuerpo humanizado se
prepara mediante una etapa de analisis de la secuencia original y varios productos humanizados conceptuales
empleando un modelo tridimensional de la secuencia original y la secuencia humanizada. En general, esta disponible
para uso un modelo de inmunoglobulina tridimensional, y se conoce por los expertos en la técnica. Esta disponible
para uso un programa informatico que ilustra y muestra una conformacién tridimensional potencial de una secuencia
de inmunoglobulina candidata seleccionada. Mediante la investigacion de estas conformaciones tridimensionales
ilustradas es posible el analisis de restos de aminoéacidos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata
para unirse a su antigeno. Mediante este método, los restos de FR pueden disefiarse de modo que se logre la
propiedad deseable del anticuerpo, tal como la retencion de la afinidad de union frente a uno o varios antigenos diana
(tal como Myl9 o un fragmento del mismo).

Un anticuerpo en el que el anticuerpo quimérico o humanizado ejemplificado anteriormente se altera apropiadamente
(por ejemplo, modificacion del anticuerpo, o sustitucion parcial, adicion o eliminacién de la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo) al tiempo que conserva la funcién de dicho anticuerpo (o con el fin de afadir o mejorar la funcién de
dicho anticuerpo), y la secuencia segun se reivindica, también esté incluido en el anticuerpo de la presente invencion.
Especificamente, también se incluye en el alcance de la presente invencién un anticuerpo en el que la lisina (Lys)
ubicada en el carboxi terminal (C-terminal) de la cadena pesada se elimina mediante un método artificial tal como la
modificacién genética para reducir la falta de uniformidad de los anticuerpos producidos por las células productoras
de anticuerpos. Los ejemplos de otras sustituciones parciales pueden incluir, pero no se limitan a, un anticuerpo en el
que el resto de aminoacido en la posicién 234 de la cadena pesada se muta de valina (V) a alanina (A), un anticuerpo
en el que el resto de aminodcido en la posicion 237 en la cadena pesada se muta de glicina (G) a alanina (A), asi
como una combinacién de los mismos, y similares. Obsérvese que dichas mutaciones se describen aqui como V234A
y G237A, respectivamente.

El anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de uniéon a Myl9 del mismo de la presente invencion puede modificarse como
se desee siempre que se conserve la secuencia reivindicada. La modificacion del anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de
unién a Myl9 del mismo de la presente invencién puede ser una modificacion que cambia (a) la estructura
tridimensional de la secuencia de aminoacidos en la region modificada, tal como la conformacién de lamina o hélice;
(b) el estado de carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana; o (c) el efecto de la modificacién en el
mantenimiento del volumen de la cadena lateral, o alternativamente, se puede implementar una modificacién en la que
estos cambios no se observan claramente.
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La modificacién del anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién se puede
lograr, por ejemplo, mediante sustitucion, supresion, adicién, y similares, de los restos de aminoacidos de
configuracién.

En la presente, un aminoacido se emplea en su significado mas amplio e incluye, no solo los aminoacidos naturales
tales como serina (Ser), asparagina (Asn), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle), alanina (Ala), tirosina (Tyr),
glicina (Gly), lisina (Lys), arginina (Arg), histidina (His), acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), glutamina (Gin),
treonina (Thr), cisteina (Cys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp) y prolina (Pro), sino también
aminoacidos no naturales tales como derivados y variantes de aminoacidos. Los expertos en la técnica reconoceran
que ala luz de esta amplia definicion, los ejemplos de aminoacidos aqui pueden incluir L-aminoacidos; D-aminoacidos;
aminoacidos modificados quimicamente tales como variantes y derivados de aminoacidos; aminoacidos que no son
materiales que configuran proteinas in vivo tales como norleucina, B-alanina, y ornitina; y compuestos sintetizados
quimicamente que tienen propiedades de aminoacidos bien conocidas por los expertos en la técnica. Los ejemplos de
un aminoacido no natural pueden incluir a-metilaminoacidos (tal como a-metilalanina), D-aminoacidos (tales como
acido D-aspartico y acido D-glutamico), aminodacidos similares a histidina (tales como 2-aminohistidina, B-
hidroxihistidina, homohistidina, a-fluorometilhistidina, y a-metilhistidina), aminoacidos que tienen un exceso de
metileno en la cadena lateral (homoaminoacidos), y aminoacidos en los que el grupo funcional carboxilato del
aminoacido en la cadena lateral esta sustituido con un grupo sulfonato (tal como &cido cisteico).

Los restos de aminoacidos de origen natural se pueden clasificar, por ejemplo, en los siguientes grupos segun las
propiedades generales de la cadena lateral:

(1) Hidrofobos: Met, Ala, Val, Leu e lle;

(2) Hidrofilos neutros: Cys, Sery Thr;

(3) Acidos: Asp y Glu;

(4) Basico: Asn, Gin, His, Lys y Arg;

(5) Residuos que influyen sobre la orientacion de la cadena: Gly y Pro; y
(6) Aromaticos: Trp, Tyry Phe.

Una sustitucion no conservativa de la secuencia de aminoacidos que configura un anticuerpo o un fragmento de union
al antigeno de este se puede llevar a cabo intercambiando un aminoacido que pertenezca a uno de estos grupos por
un aminoacido que pertenezca a otro grupo. Una sustitucién mas conservativa se puede llevar a cabo intercambiando
un aminoacido que pertenezca a uno de estos grupos por otro aminoacido que pertenezca al mismo grupo. De forma
similar, se puede llevar a cabo de forma adecuada una delecién o sustitucion de la secuencia de aminoacidos.

Una modificaciéon del aminoacido que configura el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo puede
ser, por ejemplo, una modificacion postraduccional tal como glicosilacion por un azucar, acetilacion, o fosforilacion. El
anticuerpo se puede glicosilar en una posicién conservada en su region constante. La glicosilacion de un anticuerpo
se lleva a cabo habitualmente mediante una unién a través de N o una unién a través de O. N-enlazado significa la
unién de un resto de azlcar a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripepticidas asparagina-
X-serina, asparagina-X-treonina y asparagina-X-cisteina(donde X es cualquier aminoacido distinto de prolina) son
secuencias de reconocimiento para afadir enzimaticamente un resto de azlcar a la cadena lateral de la asparagina.
Un sitio de glicosilacion potencial esta presente cuando cualquiera de estas secuencias tripeptidicas esta presente en
el anticuerpo o0 en un fragmento de unién a antigeno del mismo. La O-glicosilacion puede ser la union de N-
acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxi aminoacido (tal como serina o treonina), y en algunos casos
puede ser la unién a 5-hidroxi prolina o 5-hidroxi lisina. Las condiciones de glicosilacién (por ejemplo, cuando la
glicosilacion se lleva a cabo con un medio bioldgico, el tipo de célula hospedadora o medio celular, pH y similares)
pueden ser seleccionadas adecuadamente por los expertos en la técnica de acuerdo con el objetivo.

El anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente invencion puede modificarse adicionalmente
basandose en el sentido comun técnico bien conocido por los expertos en la técnica mediante otros métodos de
modificacién, solos 0 en combinacion, siempre que se conserve la secuencia reivindicada.

El anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion se puede producir mediante
un método bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el anticuerpo se puede producir con un hibridoma
que produce el anticuerpo Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion, o el anticuerpo se
puede producir integrando el gen que codifica el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la
presente invencidn en un vector de expresion, e introduciendo dicho vector de expresién en células de E. coli, células
COS de mono, células de ovario de hamster chino (CHO), y similares. El gen que codifica el anticuerpo anti-Myl9 o el
fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion posee preferiblemente un ADN que codifica una
secuencia sefal, y posee mas preferiblemente un ADN que codifica una secuencia senal en el extremo 5' del ADN
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que codifica la regién variable de la cadena pesada y del ADN que codifica la region variable de la cadena ligera. Una
secuencia sefnal son restos de aminoacidos que estan presentes en el extremo N de una proteina que es necesaria
para que una proteina secretora o una proteina de membrana integral pase a través de la bicapa lipidica después de
sintetizarse en el ribosoma. Una secuencia sefial aqui no esta particularmente limitada, siempre que sea una
secuencia que posea esta funcién. Una secuencia sefial que puede estar contenida en el anticuerpo anti-Myl9 o
fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién puede incluir secuencias sefal derivadas de seres
humanos, ratones, ratas, conejos, burros, cabras, caballos, aves, perros, gatos, levaduras, y similares. Un aspecto
especifico de la secuencia sefal puede incluir un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID NO. 12 como la secuencia sefal relacionada con la cadena pesada y un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO. 14 como la secuencia sefal relacionada con la cadena ligera.
Ademas, la sustitucién, adicién o eliminaciéon de uno o multiples (tales como 2, 3, 4 o 5) aminoacidos pueden estar
presentes en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO. 12 o la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO. 14, siempre que sea funcionalmente equivalente.

El anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de union a Myl9 del mismo de la presente invencién pueden ser aquellos que
se aislan o purifican segun métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. En la presente, «aislado» o
«purificado» se refiere a que se ha aislado o purificado artificialmente a partir del estado natural. Cuando una molécula
0 una composicion se produce de forma natural, significa que esta "aislada" o "purificada" cuando se ha cambiado o
se elimina de un entorno en el que existe originalmente, 0 ambos. Los ejemplos de un método de aislamiento o
purificacién pueden incluir, pero no se limitan a, electroforesis, medios biolégicos moleculares, inmunolégicos, o
cromatograficos, y similares, especificamente, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia hidréfoba, o
cromatografia HPLC de fase inversa, o enfoque isoeléctrico, y similares.

Aqui, un "inhibidor de punto de control inmunitario" significa un inhibidor contra una molécula de punto de control
inmunitario que participa en un mecanismo de punto de control inmunitario, un sistema para suprimir la activacion de
células T, e incluye un inhibidor de PD-1 y un inhibidor de CTLA-4. La expresién "molécula de punto de control
inmunitario" abarca tanto receptores como ligandos que funcionan como puntos de control inmunitario.

Aqui, la expresidén "usado en combinacién con un inhibidor del punto de control inmunitario" significa que una
composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente
invencion y un vehiculo o aditivo farmacéuticamente aceptable se administran casi al mismo tiempo con un inhibidor
del punto de control inmunitario a un paciente con un tumor, como parte de un régimen terapéutico. La composicion
farmacéutica y el inhibidor del punto de control inmunitario se pueden administrar al paciente simultdneamente, por
separado, de forma continua, o en intervalos de tiempo, con una cantidad eficaz de cada uno, cuando se administran
en combinacién. El régimen terapéutico puede incluir otro agente anticanceroso. La composicién farmacéutica y el
inhibidor del punto de control inmunitario se pueden administrar al paciente en ciclos de administracién separados. Si
la composicion farmacéutica y el inhibidor del punto de control inmunitario se administran simultaneamente, se puede
administrar una Unica preparacion de combinacion que los comprenda.

Aqui, un "inhibidor de PD-1" significa una sustancia que actda directa o indirectamente sobre PD-1 para inhibir la
accion supresora de células T de PD-1. El inhibidor de PD-1 incluye un compuesto de bajo peso molecular, un péptido,
y un anticuerpo anti-PD-1 que se une a PD-1 para inhibir su accién supresora de células T, asi como un compuesto
de bajo peso molecular, un péptido, y un anticuerpo anti-PD-L1 que se une a PD-L1, e inhibe su actividad de union a
PD-1 para inhibir la accién supresora de células T de PD-1. El anticuerpo anti-PD-1 no se limita a, sino que incluye
pembrolizumab, nivolumab y MEDIO680 (AMP-514). El anticuerpo anti-PD-L1 no se limita a, sino que incluye
atezolizumab, durvalumab y avelumab.

Aqui, un "inhibidor de CTLA-4" significa una sustancia que actia sobre CTLA-4 para inhibir la accién supresora de
células T de CTLA-4. El inhibidor de CTLA-4 incluye un compuesto de bajo peso molecular, un péptido, y un anticuerpo
anti-CTLA-4 que se une a CTLA-4 para inhibir su accion supresora de células T. El anticuerpo anti-CTLA-4 no se limita
a ipilimumab y tremelimumab, sino que los incluye.

Aqui, “linfoma maligno” significa un grupo de tumores malignos sanguineos que se desarrollan a partir de tejidos
linfaticos. El linfoma maligno incluye el linfoma de Hodgkin y el linfoma no de Hodgkin, y el dltimo incluye el linfoma
difuso de células B grandes, y similares.

Aqui, "cancer de cabeza y cuello" significa una expresién general de tumor maligno que se desarrolla en la region
desde la cara hasta el cuello, e incluye como parte el cancer de células escamosas de cabeza y cuello.

Aqui, "cancer urotelial" significa tumor maligno epitelial que se desarrolla a partir de células uroteliales, e incluye cancer
pélvico renal, cancer del tracto urinario, y cancer de vejiga como términos mas especificos.

Aqui, “cancer de mama” significa un carcinoma que se desarrolla en los tejidos mamarios. Parte del cancer de mama

es el cancer de mama triple negativo que no expresa receptores de estrégeno, receptores de progesterona, y receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2).
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En la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo segun se reivindica tiene
la siguiente CDR:

(a) una CDR1 de cadena pesada que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 28;

(b) una CDR2 de cadena pesada que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 30;

(c) una CDR3 de cadena pesada que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 32;

(d) una CDR1 de cadena ligera que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 33;

(e) una CDR2 de cadena ligera que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO. 34;y

(f) una CDR3 de cadena ligera que consiste en un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO. 35.

En la presente invencion, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo comprende cadenas
pesada y ligera, la region variable de dicha cadena pesada comprende un péptido representado por la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NOs. 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 0 64, y la region variable de dicha cadena
ligera comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NOs. 65, 66, 67, 0
68, en las combinaciones reivindicadas.

La secuencia de aminoacidos de la region variable de dicha cadena pesada o ligera puede comprender la sustitucion,
adicién, o supresion de uno o multiples aminoacidos en dicha secuencia, siempre que se conserve la secuencia
reivindicada. Como se usa aqui, "multiple" no esta limitado, siempre que se conserve la afinidad de unién contra Myl9
y se inhiba la interaccién entre Myl9 y CD69, y es 2 a 15, mas preferiblemente 2 a 10, por ejemplo 9, 8,7, 6, 5, 4, 3,0
2. Alternativamente, la secuencia de aminoacidos de la regién variable de dicha cadena pesada o ligera comprende
un péptido representado por una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, por ejemplo 91%, 92%, 93%,
94%, 0 95% de homologia con dicha secuencia.

En la presente invencién, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo es un anticuerpo que
comprende regiones variables de cadena pesada y cadena ligera que consisten en las siguientes combinaciones.

(1) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(2) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(3) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(4) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(5) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(6) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(7) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado

por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
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(8) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

(9) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;

10. (10) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una regién variable de
cadena ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEQ ID NO. 68;

(11) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(12) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(13) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(14) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(15) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(16) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(17) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(18) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;

(19) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 65;

20. (20) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido
representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena
ligera que comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO.
67,

(21) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66; y

(22) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una regién variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-
Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente invencion.
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La composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente
invencion en una forma de preparacion acuosa o seca puede comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, un excipiente, y/o un estabilizador. Los ejemplos de un vehiculo, excipiente, o estabilizador aceptable
incluyen disolucién salina; un amortiguador tal como acido fosférico, acido citrico, u otros acidos organicos; un
antioxidante que incluye acido ascoérbico; un polipéptido de bajo peso molecular; una proteina (tal como albumina
sérica, gelatina, o inmunoglobulina); un polimero hidréfilo tal como polivinilpirrolidona; un aminoacido; monosacaridos,
disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; un quelante tal como EDTA; alcoholes
de azucar tales como manitol o sorbitol; un contraiéon que forma una sal tal como sodio; o un tensioactivo no i6nico tal
como TWEEN™, PLURONICS™, o PEG.

La composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente
invencion se puede encapsular, por ejemplo, en una microcapsula, en un sistema de administracion de farmacos
coloidal (tal como un liposoma, una microesfera de albimina, una microemulsién, una nanoparticula, o una
nanocapsula), o en una macroemulsién. Cuando se desea una administracién de liberaciéon sostenida del anticuerpo
en un preparado que tenga una propiedad de liberacion adecuada para cualquier enfermedad que requiera la
administracion del anticuerpo, se puede disefar una microencapsulacion del anticuerpo. Los ejemplos de una matriz
de liberacion sostenida incluyen un poliéster, un hidrogel (tal como poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol
vinilico)), acidos polilacticos, un copolimero de acido L-glutamico y y etil-L-glutamato, un etileno-acetato de vinilo no
degradable, un copolimero de acido lactico-acido glicélico degradable tal como LUPRON DEPOT™ (una microesfera
inyectable compuesta por copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico.

Como se describié anteriormente, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente
invencion puede inhibir la interaccion entre Myl9 y CD69. En consecuencia, la composicion farmacéutica que
comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de uniéon a Myl9 de la presente invencién puede ser til para tratar
una enfermedad atribuida a la interaccién entre Myl9 y CD69, por ejemplo inflamacion alérgica de las vias respiratorias
tales como asma, rinitis alérgica crénica, o alguna sinusitis, enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias tales
como sinusitis no incluida en la inflamacién alérgica de las vias respiratorias, y enfermedad inflamatoria intestinal tal
como colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad de Behcet, y disfuncion gastrointestinal eosinofilica.

En otro aspecto, la presente invencion engloba el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 para uso en un
método para tratar la enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias o la enfermedad inflamatoria intestinal.

Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 de la presente
invencion puede ser Util para tratar tumores tales como cancer colorrectal, melanoma maligno, cancer de pulmén no
microcitico, carcinoma de células renales, linfoma maligno, mieloma mdltiple, cancer de cabeza y cuello, cancer
urotelial, cancer de mama, carcinoma hepatocelular, cancer gastrico, cancer de es6fago, cancer de ovario, cancer de
pulmén microcitico, mesotelioma, y cancer de endometrio, cuando se combina con un inhibidor del punto de control
inmunitario.

En otro aspecto, la presente invencion engloba el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 para uso en un
método para tratar el cancer colorrectal, para administrarlo en combinacion con un anticuerpo anti-PD-1.

Cuando la composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 se usa
en combinacién con el inhibidor del punto de control inmunitario para tratar un tumor, el anticuerpo anti-Myl9 o su
fragmento de union a Myl9 es preferiblemente un anticuerpo o un fragmento de unién del mismo que también inhibe
la interaccion entre Myl12a y/o Myl12b y CD69.

El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencion puede emplearse en un
método terapéutico solo o en combinacién con otros agentes o composiciones (en el método de tratamiento de tumores,
el anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién se administra en combinacion
con el inhibidor del punto de control inmunitario). Por ejemplo, el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de unién a Myl9
del mismo de la presente invencién se puede administrar al mismo tiempo o0 en momentos diferentes con otro agente.
Tal terapia de combinacion comprende la administracion combinada (dos o mas agentes estan contenidos en la misma
preparacion o en una preparacion separada) y la administracién separada (por ejemplo, al mismo tiempo o
secuencialmente). Cuando dos o0 mas agentes se administran por separado, la administracion del anticuerpo anti-Myl9
o el fragmento de unién a Myl9 del mismo de la presente invencién puede ser antes o después del método terapéutico
que lo acomparia.

El sujeto al que se administra la composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento de
unién a Myl9 del mismo de la presente invencién no esta limitado, y la presente invencion se emplea para un ser
humano o un mamifero no humano (roedores tales como ratén, rata, o conejo, mono, vaca, caballo, cabra, y similares).

El método de administracion de la composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-Myl9 o el fragmento

de unién de Myl9 del mismo de la presente invencion a un sujeto (tal como la via de administracién, la dosis, la
frecuencia de administracién por dia, y el momento de la administracion) no esta limitado, y puede ser determinado

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2913162 T3

apropiadamente por los expertos en la técnica (como un médico) segun el estado de salud del sujeto, la extensién de
la enfermedad, el tipo de agente usado en combinacién, y similares.

La bibliografia citada aqui se proporciona Unicamente con el fin de describir la tecnologia relacionada anterior a la
fecha de presentacion de la presente solicitud, y no debe interpretarse como una admisién por parte de los presentes
inventores de que la presente invencion no tiene el derecho de preceder a dichas descripciones debido a invenciones
anteriores o por cualquier otra razén. Todas las descripciones de estos textos se basan en la informacion disponible
para los presentes solicitantes, y de ninguna manera configuran el reconocimiento de que estas descripciones son
correctas.

Los términos utilizados aqui se emplean para describir realizaciones particulares, y no pretenden limitar la invencion.

A menos que el contexto indique claramente que debe entenderse de otro modo, el término "comprende", como se
usa aqui, tiene la intencién de la presencia de los elementos descritos (tales como componentes, etapas, elementos,
0 numeros), y no excluye la presencia de otros elementos (tales como componentes, etapas, elementos, y nimeros).
La expresion "consiste en" engloba aspectos descritos por las expresiones "que consiste en" y/o "consiste
esencialmente en".

La expresion "actividad neutralizante", como se usa aqui, significa la actividad para inhibir la unién entre Myl9 y CD69,
y/o la actividad para reducir la transduccion de sefales, la respuesta de expresion molecular, o el cambio de
funcionalidad de la célula que se induce dentro del cuerpo humano debido a la interaccion entre Myl9 y CD69.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos utilizados en la presente (incluidos los términos técnicos y
cientificos) tienen los mismos significados que los que reconocen por lo general los expertos en la materia de la
tecnologia a la que pertenece la presente invencion. Los términos utilizados aqui, a menos que se defina
explicitamente de otra manera, deben interpretarse con significados consistentes con los significados aqui y en
campos técnicos relacionados, y no deben interpretarse con significados idealizados o excesivamente formales.

Términos tales como primero y segundo se emplean para representar diversos elementos, y debe reconocerse que
estos elementos no deben estar limitados por estos mismos términos. Estos términos se emplean Unicamente con el
fin de discriminar un elemento de otro, y es posible, por ejemplo, describir un primer elemento como un segundo
elemento, y de manera similar, describir un segundo elemento como un primer elemento sin salirse del alcance de la
presente invencion.

Los valores numéricos empleados aqui para indicar el contenido del componente o el intervalo de valores numéricos
y similares, a menos que se indique explicitamente, deben entenderse modificados por el término "alrededor de". Por
ejemplo, a menos que se indique explicitamente, se reconoce que "4°C" significa "alrededor de 4°C", y los expertos
en la técnica pueden reconocer de forma natural y razonable el alcance del mismo segun el sentido com(n técnico y
el contexto de la presente memoria descriptiva.

A menos que se indique claramente que significa otra cosa en el contexto, cuando se utilice en la memoria descriptiva
y las reivindicaciones de la presente, se debe reconocer que cada aspecto representado en forma singular también
puede ser una forma plural siempre que no se contradiga técnicamente, y viceversa.

A continuacién, la presente invencién se describira méas detalladamente haciendo referencia a los Ejemplos. Sin
embargo, la presente invencion se puede realizar mediante varios aspectos, y no debe interpretarse como limitada a
los ejemplos descritos aqui.

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccion de anticuerpo monoclonal anti-Myl9 de ratén/humana Producciéon de anticuerpo
monoclonal de ratén anti-Myl9 de raton/humana

Con el fin de producir un anticuerpo monoclonal contra Myl9 de ratén (nUmero de acceso de Genbank NP_742116.1,
SEQID NO. 1) y Myl9 humana (nimero de acceso de Genbank NP_006088.2, SEQ ID NO. 2), se prepararon mediante
las siguientes etapas un péptido que tiene cisteina (Cys) afadido al extremo C de la secuencia N-terminal comun a
MylI9 de ratén y Myl9 humana (posiciones 1 - 27) (en lo sucesivo denominado péptido Myl9 de ratén/humana) (SEQ
ID NO. 3) y una proteina que tiene hemocianina de lapa californiana (KLH) fusionada al mismo (denominada en lo
sucesivo “péptido de Myl9 de raton/humana-KLH”). En la Figura 1-1A se muestra la comparacion de las secuencias
de Myl9 de ratén y Myl9 humana.

En primer lugar, se sintetizé el péptido Myl9 de ratén/humana (SEQ ID NO. 3) enviandolo a TORAY Research Center,

Inc., y se produjo el péptido Myl9 de raton/humana-KLH con el Imject Maleimide-Activated mcKLH Spin Kit (Thermo
Fisher Scientific).
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Se mezclaron diez microgramos de péptido Myl9 de ratén/humana-KLH con la misma cantidad de adyuvante GERBU
(GERBU Biotechnik GmbH), y se inyectaron por via subcutanea en la almohadilla de la pata de ratones C57BL/6J.
Después, el péptido Myl9 de ratén/humana-KLH se administré de manera similar los Dias 3, 7 y 10. Se us6 adyuvante
GERBU (GERBU Biotechnik GmbH) los Dias 3 y 10. Los ratones se sacrificaron el Dia 13, y los ganglios linfaticos
periféricos se recolectaron para preparar las células de los ganglios linfaticos. En presencia de GenomeONE-CF
(Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.), las células de los ganglios linfaticos preparadas y las células de mieloma P3U1
(donadas por el profesor Jun Shimizu, Universidad de Kyoto) se fusionaron en una relacién de 5:1. Dichas células
fusionadas se cultivaron en una placa de plastico de 96 pocillos. Después de 7 dias de incubacién (5% de CO2, 37°C),
se recogi6 el sobrenadante del cultivo.

Con el sobrenadante de cultivo obtenido, se recogieron pocillos que tenian reactividad frente al péptido Myl9 de
ratén/humana, asi como actividad inhibidora frente a la union entre la proteina de la region extracelular CD69 de ratén
y Myl9 de raton.

La reactividad contra el péptido Myl9 de ratén/humana se evalué mediante ELISA con una proteina que tiene
seroalbumina bovina (BSA) fusionada con el péptido Myl9 de ratén/humana (SEQ ID NO. 3) (en lo sucesivo, péptido
Myl9 de ratébn/humana-BSA).

El péptido Myl9 de ratén/humana (SEQ ID NO. 3) se sintetiz6 enviandolo a TORAY Research Center, Inc., y el péptido-
BSA de Myl9 de ratén/humana se produjo con el Imject Maleimide-Activated BSA Spin Kit (Thermo Fisher Scientific).

Se doné de la Universidad de Chiba un plasmido que codifica la proteina de la region extracelular CD69 de raton
(posiciones 62-199) (SEQ ID NO. 4), que tiene una etiqueta Flag afiadida al extremo N (en lo sucesivo 3 x Flag-CD69
EC de ratdn), y se transfect6 en células Expi293F (Invitrogen/LifeTechnologies) con el ExpiFectamine 293 Transfection
Kit (Thermo Fisher Scientific/Gibco). Después de 4 dias de incubacion (8% de CO2, 37 °C), se recolecto el
sobrenadante del cultivo. A partir del sobrenadante del cultivo recogido, se purificaron 3 x Flag-CD69 EC de ratén con
Anti-Flag M2 Affinity Gel (SIGMA). Después de la purificacion, se realiz6 un tratamiento de escision de la cadena de
azucar con PNGase F (New England BioLabs).

Para la glutationa-S-transferasa (GST)-His-Myl9 de ratdn (en lo sucesivo, GST-His Myl9 de ratén), un plasmido donado
de la Universidad de Chiba se expresé en E. coli BL21-Gold (DE3) pLys (Agilent Technologies), y se purificé con
Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare).

Se llevé a cabo un ELISA empleando péptido Myl9 de ratén/humana-BSA segun las siguientes etapas. Se recubrieron
los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc) con péptido Myl9 de ratdn/humana-BSA. Después de una incubacion
durante la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a temperatura ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS
Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con Tween 20 al 0,02%/PBS, se afnadié a los pocillos el
sobrenadante del cultivo de dichas células fusionadas. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora
y lavar tres veces, se afnadié anticuerpo anti-lgG de ratdbn marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se
anadio disolucién de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afadié a los pocillos una cantidad igual de disolucién de extincién de la reaccion (H2SO4
2N), y se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).

La evaluacion de la actividad inhibidora frente a la unién entre la proteina de la region extracelular CD69 de raton y
Myl9 de ratéon se llevo a cabo segun las siguientes etapas. Se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc) con GST-His-Myl9 de ratén. Después de una incubacion durante la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a
temperatura ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres
veces con Tween 20 al 0,02%/PBS, se afadié a los pocillos el sobrenadante del cultivo de dichas células fusionadas.
Esto se incub6 a temperatura ambiente durante una hora. Se afadi6 a los pocillos 3 x Flag-CD69 EC de raton sometido
a tratamiento de escision de cadena de azucar. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar
tres veces, se anadi6é anticuerpo anti-Flag marcado con peroxidasa de rdbano picante (SIGMA), y se incubd a
temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se afiadié disolucion de TMBZ (3,3',5,5-
tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié a los
pocillos una cantidad igual de disolucién de extincién de la reaccion (H2SO4 2N), y se leyé la absorbancia a 450 nm
con un lector de microplacas (PerkinElmer).

Los hibridomas se clonaron de pocillos recogidos a través de las etapas anteriores limitando el método de dilucion
para obtener finalmente un clon de hibridoma que expresa anticuerpo de raton anti-Myl9 de raton/humana que tiene
actividad de reaccion contra el péptido Myl9 de raton/humana, asi como actividad inhibidora frente a la unién entre la
proteina de la regién extracelular CD69 de raton y Myl9 de raton.

El clon de hibridoma obtenido se cultivd, y el anticuerpo anti-Myl9 de ratén/humana ("Anticuerpo A" (algunas veces

descrito como "mAb A")) se purificé del sobrenadante del cultivo con Proteina A (GE Healthcare). El isotipo del
anticuerpo A se determin6 con el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales (Serotec) como IgG2c, k.
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Analisis de la capacidad de unién del Anticuerpo A contra la proteina Myl9 de raton/humana

La capacidad de union del Anticuerpo A contra Myl9 humana y de ratén se evalué mediante ELISA. Siguiendo las
etapas a continuacién, se produjeron las proteinas que tienen una etiqueta de histidina unida al extremo C de cada
uno de MylI3 de raton (No. de acceso Genbank NP_034989.1, SEQ ID NO. 5), Myl9 de raton, MyI3 humana (No. de
acceso Genbank NP_000249.1, SEQ ID NO. 6), y Myl9 humana (en lo sucesivo denominados respectivamente Myl3
de ratén-His, Myl9 de ratén-His, Myl3 humana-His, y Myl9 humana-His). Se muestra la comparacion de secuencias de
aminoacidos entre Myl3 de ratén y Myl3 humana (Figura 1-1B), MyI3 de raton y Myl9 de ratéon (Figura 1-2C), asi como
Myl3 humana y Myl9 humana (Figura 1-2D).

Los genes que codifican las proteinas Myl3 de raton y Myl9 de ratén se donaron por la Universidad de Chiba. Los
genes que codifican las proteinas Myl3 humana y Myl9 humana se amplificaron a partir de ADNc de corazén humano
mediante PCR. Estos genes se insertaron en el sitio Bglll/BamHI de un vector pET42b (Merck) que tenia insertado el
gen que codifica la secuencia de escisién de PreScission Protease (GE Healthcare). El vector producido se transformo
en la cepa de E. coli BL21-Gold (DE3) pLys (Agilent Technologies) para permitir la expresién de MylI3 de rat6n-His,
Myl9 de raton-His, Myl3 humana-His, y Myl9 humana-His con una etiqueta GST adjunta. Las proteinas expresadas se
purificaron con Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare), la etigueta GST se corté con PreScission
Protease, y MyI3 de ratdn-His, Myl9 de ratdn-His, Myl3 humana-His, y Myl9 humana-His se purificaron con TALON
Superflow Metal Affinity Resin (CLONTECH).

La capacidad de unién contra Myl9 de ratdn/humana se evalué siguiendo las etapas a continuacién mediante ELISA.
Se revistieron los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc) con Myl3 de ratén-His, Myl9 de ratén-His, Myl3 humana-
His, y Myl9 humana-His. Después de una incubacion durante la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a temperatura
ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con
Tween 20 al 0,02%/PBS, se realizaron diez diluciones en serie de cuatro veces del Anticuerpo A a partir de una
concentracién de 10 pg/ml, y se afadieron a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una
hora y lavar tres veces, se afadio anticuerpo anti-IlgG de ratén marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se
afnadi6 disolucién de TMBZ (3,3',5,5"-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadié a los pocillos una cantidad igual de disolucién de extincién de la reaccion (H2SOa4
2N), y se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).

El anticuerpo A mostré una unién dependiente de la concentracion a Myl9 de ratén y humana, pero no se unié a MyI3
de ratdn y humana, que tiene una homologia baja con Myl9 de ratén y humana (Figura 2).

Evaluacion de la actividad inhibidora del Anticuerpo A frente a la union entre la proteina de la region
extracelular CD69 de raton y Myl9 de raton

La evaluacion de la actividad inhibidora del Anticuerpo A frente a la union entre la proteina de la regién extracelular
CD69 de raton y Myl9 de ratdn se realizé mediante ELISA competitivo. En primer lugar, se produjeron la proteina de
la region extracelular CD69 de ratén y la proteina Myl9 de ratén.

Especificamente, cada Myl3 y Myl9 de ratén se clonaron a partir del ADNc de la médula 6sea y tejido del masculo
cardiaco, y se insertaron en el sitio de multiclonacion del vector pET42b (Merck). El vector de expresion producido se
transformé en células competentes de Rosetta (Merck), y se seleccionaron los clones que poseian el vector de
expresion. Cada uno de los medios de cultivo de clones precultivados se afiadié a 500 ml de disolucién de LB que
comprende kanamicina, y se cultivd en un agitador a 37°C. Se anadi6 IPTG (Nacalai) a una concentracion final de 1
mM a OD600 = 0,4, y se llevo a cabo la expresion inducida de proteinas Myl3 y Myl9 de ratén durante 3 horas a 37°C.
Después de 3 horas, las células se recogieron por centrifugacion, se lisaron con un amortiguador de lisis [Tris-HCI (pH
8,0) y NaCl 150 mM], y después se homogeneizaron con un sonicador mientras se enfriaban en hielo. La fraccién
insoluble se elimind por centrifugacién, se pas6 por un filtro de 0,45 um (Corning), y después se purificé con una
columna empacada con perlas de Ni-NTA (QIAGEN). Las perlas se lavaron con un amortiguador de lavado [Tris-HCI
(pH 8,0), NaCl 150 mM, e imidazol 10 mM], y a continuacion la proteina unida se eluyé con un amortiguador de elucion
[Tris-HCI (pH 8,0), NaCl 150 mM, e imidazol 500 mM]. Las proteinas GST-His-MyI3 de ratén y GST-His-Myl9 de raton
obtenidas se sometieron a desplazamiento de disolucién a PBS con PD10 (GE Healthcare). Se emple6 disolucién de
Bradford (BIO-RAD) para medir la concentracién de la proteina purificada.

A continuacién, se realiz6 un ELISA para analizar la presencia o ausencia de asociacion entre Myl9 de ratén y CD69
de ratdn (Figuras 3A y 3B). Especificamente, se anadieron la proteina GST-His-MyI3 de ratdn y la proteina GST-His-
Myl9 de ratén a una concentracién de 5 pg/ml, y se incubaron durante la noche a 4°C para inmovilizarlas en una placa
ELISA. Al dia siguiente, se empled Block Ace (Sumitomo Dainippon Pharma Co., Ltd.) para permitir el bloqueo a
temperatura ambiente durante una hora, y después se lavo tres veces con un amortiguador de lavado (HEPES 50 mM
(pH 6,5), NaCl 150 mM, y Tween 20 al 0,02%). Se afadi6é a cada pocillo una concentracion diferente de proteina 3 x
Flag CD69 EC de ratdn, y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante una hora y media. En la Figura 3B, se
emple6 proteina 3 x Flag CD69 EC de ratén, en la que la cadena de azucar unida a N se escindié con PNGase F
(NEB). El tratamiento de escision de la cadena de azucar unida a N se realiz6 empleando 1.000 U de PNGase F para
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4 ug de proteina 3 x Flag CD69 EC de raton. Después de lavar tres veces con el amortiguador de lavado, se anadio
el anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con HRP (Sigma), se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante una hora,
y después se lavo cinco veces con el amortiguador de lavado. Se usé disoluciéon de TMB (BIO-RAD) como sustrato
colorante, y la reaccion se detuvo con H2SO4 IN. Se empled SpectraMAX Paradigm (Molecular Device) para medir el
valor a 450 nm.

Como se muestra en las Figuras 3A y 3B, se detectd significativamente la unién dependiente de la concentracion de
CD69 de ratén a Myl9 de ratén.

Se realizd un ELISA competitivo para evaluar la actividad inhibidora del Anticuerpo A frente a la unién entre la proteina
de la region extracelular CD69 de ratén y Myl9 de raton. Especificamente, la proteina GST (Abcam) y la proteina GST-
His-Myl9 de ratén se afiadieron a una placa recubierta con glutationa (Thermo), para inmovilizarlas. Cada pocillo se
bloqued con Block Ace a temperatura ambiente durante una hora, y después se lavo tres veces con el amortiguador
de lavado (PBS y Tween 20 al 0,02%). Se anadieron el Anticuerpo A y el anticuerpo policlonal anti-Myl9/12 a las
concentraciones descritas en la Figura 3C, y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante una hora. Se
anadio proteina 3 x Flag CD69 EC de rat6n tratada con PNGase F, se hizo reaccionar durante la noche a 4°C, y se
lavo tres veces con el amortiguador de lavado. Se afnadié anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con HRP (Sigma), se
hizo reaccionar a temperatura ambiente durante una hora, y después se lavé cinco veces con el amortiguador de
lavado. Se us6 disolucion de TMB (BIO-RAD) como sustrato colorante, y la reaccion se detuvo con H2SO4 IN. Se
emple6 SpectraMAX Paradigm (Molecular Device) para medir el valor a 450 nm.

Como se muestra en la Figura 3C, la unién entre CD69 de raton y Myl9 de raton dependia de la concentracion, y se
inhibia significativamente en presencia del Anticuerpo A. Esta actividad inhibidora tendia a ser mayor que la de un
anticuerpo policlonal anti-Myl9/12.

Analisis de secuencia del Anticuerpo A

Las secuencias de ADN que codifican la secuencia sefal de las cadenas pesada y ligera, asi como la regién variable
del Anticuerpo A, se amplificaron mediante el método 5'-RACE (amplificacion rapida 5’ de extremos de ADNc). El ARN
total se prepar6 a partir de dicho hibridoma con RNeasy Mini Kit (QIAGEN), y se traté con ADNasa (QIAGEN, RNase
free DNase set). Se prepard ADNc bicatenario a partir de dicho ARN total con el cDNA Synthesis Kit (TAKARA). Se
anadié a dicho ADNc el adaptador 5' obtenido hibridando oligoDNA ad29S (ACATCACTCCGT) (SEQ ID NO. 7)y
oligoDNA ad29AS (ACGGAGTGATGTCCGTCGACGTATCTCTGCGTTGATACTTCAGCGTAGCT) (SEQID NO. 8). El
ADNCc obtenido se amplificd con el cebador directo 5' (cebador 5'-PCR4, AGCTACGCTGAAGTATCAACGCAGAG)
(SEQ ID NO. 9), y se empled el cebador inverso 3' (GCCAGTGGATAGACTGATGG (GCCAGTGGATAGACTGATGG
(SEQ ID NO. 10) para amplificar la cadena pesada de IgG de ratén, y se emple6 GATGGATACAGTTGGTGCAGC
(SEQ ID NO. 11) para amplificar la cadena ligera de Igk de ratén). EI ADNc amplificado se insert6 en el vector pCR2.1
(Invitrogen/LifeTechnologies). La secuencia génica del Anticuerpo A se analizé6 con ABI3130XL (SEQ ID NOs. 12 -
19).

Las secuencias de longitud completa de las cadenas pesada y ligera del Anticuerpo A se obtuvieron mediante las
siguientes etapas. ElI ARN total se prepar6 a partir de dicho hibridoma con RNeasy Mini Kit (QIAGEN), y se trat6 con
ADNasa (QIAGEN, RNase free DNase set). EI ADNc se prepar6 a partir de dicho ARN total con cDNA Synthesis Kit
(TAKARA). Con el ADNc obtenido como molde, las secuencias génicas que codifican las cadenas pesada y ligera del
Anticuerpo A se amplificaron mediante PCR con el cebador directo 5'
(GCGAAGCTTGCCGCCACCATGGAATGGAGCTGGGTCTTTC (SEQ ID NO. 20) usado para amplificar la cadena
pesada, y GCGAAGCTTGCCGCCACCATGAAGTTGCCTGTTAGGCTG (SEQ ID NO. 21) usado para amplificar la
cadena ligera) y con el cebador inverso 3' (GCGGAATTCATCATTTACCCAGAGACCGGGAGATGG (SEQ ID NO. 22)
usado para amplificar la cadena pesada, y GCGGAATTCACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAC (SEQ ID NO.
23) usado para amplificar la cadena ligera), y cada uno se cloné en los vectores pEE6.4 y pEE12.4 (Lonza). Las
secuencias génicas se analizaron con ABI3130XL (SEQ ID NOs. 12 - 19y 24 - 27).

Para la CDR del Anticuerpo A, la secuencia de aminoacidos del Anticuerpo A se numerd segun el sistema de
numeracion de Kabat con el software Abysis (patentado por UCL), y en funcién de esta numeracion, la CDR se
determiné segun la definicion de Kabat o el método de definicion de AbM para la identificacién de CDR (SEQ ID NOs.
28 - 43).

Ejemplo 2: Evaluacion del efecto del farmaco del Anticuerpo A en el modelo de inflamacion de las vias
respiratorias del raton inducida por OVA

El efecto de la administracion in vivo de anticuerpo de ratén purificado anti-Myl9 de ratén/humana (Anticuerpo A) sobre
la inflamacion alérgica de las vias respiratorias se verifico con un modelo de inflamacién de las vias respiratorias
inducida por OVA.

En primer lugar, se investigod el efecto supresor de la administracion del Anticuerpo A contra la infiltracién celular
alrededor del tubo bronquial que se induce en el momento de la inflamacidn de las vias respiratorias. Especificamente,
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se administraron intraperitonealmente a ratones BALB/c de tipo salvaje 100 pg/ratén (SIGMA) de ovoalbdmina (OVA)
con 4 mg/ratéon de Alum (Thermo) para la inmunizacién. El dia de la primera administracion se fij6 como el Dia 0, y la
segunda administracién se realizé el Dia 7. La inflamacion de las vias respiratorias se indujo sometiendo a los ratones
a inhalacién nebulizada de una disoluciéon de OVA al 1% (10 mg/ml de disolucién salina) durante 30 minutos con un
nebulizador de ondas ultrasénico (Omron) los Dias 14 y 16 (inhalacion de OVA). Se prepard un grupo sin inhalacion
de OVA como grupo control (Sin inhalacién). El anticuerpo A, o anticuerpo IgG2a, k de ratén (BioLegend) para el
control se administraron por via intraperitoneal a 100 pg cada uno los Dias 13 y 15. El Dia 18, el pulmdn del ratén se
reseco, se fijé con disolucion de formalina al 10%, y después se incrusté en parafina para producir secciones de tejido,
y se llevd a cabo la tincion con hematoxilina/eosina (tincion H & E) y tincién con PAS (acido peryddico de Schiff) (Figura
4-1A).

Como se muestra en la Figura 4-1A, se observd una infiltracién celular severa alrededor del tubo bronquial en el grupo
de administracién de anticuerpos de control que inhalé OVA, pero la infiltracion celular se suprimié significativamente
en el grupo de administracién de Anticuerpo A que inhalé OVA (Figura 4-1A parte superior). Ademas, se observo
produccion de mucosidad que se tifid positivamente para PAS dentro del tubo bronquial en el grupo de administracién
de anticuerpos de control que inhalé OVA, pero la produccion de mucosidad también se suprimio significativamente
en el grupo de administracion de Anticuerpo A que inhalé OVA (Figura 4-1A parte inferior).

Posteriormente, se realizd un lavado broncoalveolar el Dia 17 después de la induccion de la inflamacion de las vias
respiratorias, y se compar6 el nimero de células infiltrantes y tipos de células infiltrantes observados en el liquido de
lavado broncoalveolar (BALF) entre el grupo de administracion del Anticuerpo A y el grupo de administracion del
anticuerpo de control. El lavado broncoalveolar se realizé6 mediante la administracion intraperitoneal de pentobarbital
Na (70 - 90 mg/kg) a ratones para la anestesia, y luego se hizo una incision en las vias respiratorias para insertar una
canula (Becton Dickinson) e inyectar disolucién salina (Otsuka Pharmaceutical) en el pulmén para recolectar las
células. Se contd el numero de células para las células recogidas (todas las células). Ademas, estas células se
suspendieron en suero fetal bovino (FCS) y se pegaron en un portaobjetos con Cytospin 3 (Thermo Fisher Scientific).
Se empled el reactivo May-Gruenwald Giemsa (MERCK) para la tincién, y las células se identificaron en eosindfilos,
neutrdfilos, linfocitos y macréfagos segun criterios morfolégicos.

Como se muestra en la Figura 4-1B, el niUmero total de células infilirantes disminuyé significativamente, y el nimero
de varias células de eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos y macréfagos también disminuy6 significativamente en el grupo
de administracion del Anticuerpo A en comparacion con el grupo de administracion del anticuerpo de control.

Posteriormente, se compararon varias citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 y RANTES) contenidas en el liquido de lavado
broncoalveolar recolectado entre el grupo de administracién del Anticuerpo A y el grupo de administracién del
anticuerpo de control. Se usé Cytometric Bead Array (BD Biosciences) para la medida.

Como se muestra en la Figura 4-1C, la produccién de cualquiera de las citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 y RANTES) se
redujo en el grupo de administracion del Anticuerpo A en comparacién con el grupo de administracién del anticuerpo
de control.

Posteriormente, se comparé la resistencia de las vias respiratorias inducida por metacolina el Dia 17 después de la
induccion de la inflamacién de las vias respiratorias entre el grupo de administracion del anticuerpo A (Figura 4-2D),
el grupo de administracién del anticuerpo policlonal anti-Myl9/12 (Figura 4-2E), y los grupos de administracion de
anticuerpos de control.

Como se muestra en la Figura 4-2D, la resistencia de las vias respiratorias se elevé de forma dependiente de la
concentracién de metacolina en el grupo de administracion de anticuerpos de control, mientras que la elevacion se
suprimi6 significativamente en el grupo de administracion de Anticuerpo A. Ademas, como se muestra en la Figura 4-
2E, en el grupo al que se administrd el anticuerpo policlonal anti-Myl9/12, aunque se observa la supresién de la
elevacion de la resistencia de las vias respiratorias dependiente de la concentracién de metacolina, no se observé una
diferencia significativa en el efecto del mismo. Se sugirid6 que el Anticuerpo A tiene un efecto antiinflamatorio de las
vias respiratorias mas potente que el anticuerpo policlonal anti-Myl9/12.

Ejemplo 3: Evaluacion del efecto del farmaco del Anticuerpo A en el modelo de colitis raton

Powrie et al., Int. Immunol., 5, 1461-1471, 1993 se citd para la produccion del modelo de enfermedad inflamatoria
intestinal por transferencia de linfocitos T CD4-positivos CD45RB-fuerte positivos (CD4 + CD45RB"") Se resect el
bazo de ratones Balb/c hembra de 8 - 10 semanas de edad (Charles River Laboratories Japan, Inc.), y se trituré con
vidrio esmerilado para separar las células del bazo. A las células de bazo separadas se afnadieron 5 ml de agua
destilada que contenia cloruro de amonio 155 mM, acido carbénico hidrogeno potasio 10 mM, y EDTA-4Na 80 uM por
bazo, y se dej6 a temperatura ambiente durante 5 minutos para lisar los eritrocitos. Se anadié dos veces el volumen
de PBS a la disolucion de células de bazo, se centrifug6 a 1500 rpm durante 5 minutos y se recogié el precipitado. Los
linfocitos T CD4 se purificaron de las células de bazo separadas mediante el kit de aislamiento de células T CD4 (de
Miltenyi). Con el fin de separar los linfocitos T CD4-positivos CD45RB-fuerte positivos, los linfocitos T CD4 purificados
se sometieron a tincién doble con anticuerpo anti-CD4 marcado con ficoeritrina (PE) (de eBioscience) y anticuerpo
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anti-CD45RB marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (de eBioscience). Después de la doble tincién, las
células CD4-positivas CD45RB-fuerte positivas se clasificaron con FACSAria (de Becton, Dickinson and Company)
para recoger las células de interés. Después de lavar las células recolectadas con PBS, se suspendieron en PBS a
una concentracion celular de 2 x 108 células/ml. A la cavidad peritoneal de ratones hembra SCID de 8 semanas de
edad (CLEA Japan, Inc.), se transfirieron 250 pl cada uno, es decir, 5 x 10% células/raton de células CD4-positivas
CD45RB-fuerte positivas preparadas como antes. A ocho animales por grupo de ratones SCID con células CD4-
positivas CD45RB-fuerte positivas transferidas, se administraron 500 pg del anticuerpo de control (IgG de ratén) y 500
pg del Anticuerpo A (anticuerpo en disolucion de PBS) dos veces por semana a partir del Dia 11 después de la
transferencia celular. Obsérvese que la administracion se realizé desde la vena de la cola. Ademas, como grupo de
control negativo, se transfirieron, a 5 x 105 células/raton, linfocitos T CD4 de ratén que se purificaron con el kit de
aislamiento de células T CD4 (de Miltenyi) pero que no se separaron para la fuerza de expresién de CD45RB (células
CD4-positivas completas). La autopsia se realizé 27 dias después de la transferencia de células para puntuar y evaluar
la pérdida de peso y la naturaleza de las heces en el intestino grueso. La puntuacion de la naturaleza de las heces
empleada en la colitis inducida por sulfato de dextrano sodico (Cooper y col., Lab. Invest., 69, 238-249, 1993) se
utiliz6 para calificar la naturaleza de las heces.

Hubo una reduccion significativa en el indice de actividad de la enfermedad (DAI) en el grupo de administracion del
Anticuerpo A en comparacion con el grupo de administracién del anticuerpo de control (Figura 5).

Ejemplo 4: Produccion de anticuerpos quiméricos y humanizados a partir del Anticuerpo A Preparacion de
anticuerpo quimérico y anticuerpo humanizado

Primero, se construy6 un vector de expresion para un anticuerpo quimérico. Como cadena pesada, la secuencia del
gen que codifica la secuencia sefal de la cadena pesada del Anticuerpo A (SEQ ID NO. 16) y la secuencia del gen
que codifica la regién variable (SEQ ID NO. 17) se insertaron en un vector de expresion (pcDNA3.4) que comprende
la secuencia génica (SEQ ID NO. 45) que codifica la regién constante de IgG2 humana que tiene las mutaciones
V234A y G237A y la supresion del resto de lisina C-terminal (SEQ ID NO. 44), y como cadena ligera, la secuencia
génica que codifica la secuencia sefal de la cadena ligera del Anticuerpo A (SEQ ID NO. 18) y la secuencia del gen
que codifica la regién variable (SEQ ID NO. 19) se insertaron en un vector de expresion (pcDNA3.4) que comprende
la secuencia génica (SEQ ID NO. 47) que codifica la regiéon constante de Igk humana (SEQ ID NO. 46), construyendo
asi un vector de expresién para un anticuerpo quimérico. Para producir el anticuerpo quimérico, utilizando el sistema
de expresion Expi293 (Gibco/ThermoFisher), dicho vector de expresién se transfecté en una célula Expi293F
(Gibco/ThermoFisher). El sobrenadante se recogid y purificdé con Proteina A (GE Healthcare). Aqui, "V234A"
representa una mutacién en la que la valina en la posicion 234 se sustituye por alanina y "G237A" representa una
mutacion en la que la glicina en la posicion 237 se sustituye por alanina.

Posteriormente, se disefé la regién variable del anticuerpo humanizado. Basado en la alta homologia con la region
marco (FR) del Anticuerpo A, la FR de un anticuerpo humano, IGKV2-28*01 (SEQ ID NO.* 48) o IGKV2-24-01 (SEQ
ID NO. 49) y JK4 (SEQ ID NO. 50) para la cadena ligera, e IGHV1-69*02 (SEC ID NO.-02 (SEQ ID NO. 51), IGHV1-
46+01 (SEQ ID NO. 52), o IGHV7-4-1-02 (SEQ ID NO. 53) y JH4 (SEQ ID NO. 54) para la cadena pesada, se
seleccionaron como FR del anticuerpo humanizado. Después, se empleé un modelo de prediccién de estructura 3D
del Anticuerpo A de raton para predecir el aminoacido en la FR que interactia con el aminoacido de CDR, y se injerté
junto con CDR (SEQ ID NOs. 28 - 35). La regién constante de IgG2 humana que posee las mutaciones V234A y
G237A y que tiene la eliminacion del resto de lisina C-terminal (SEQ ID NO. 44), y la regién constante de Igk humana
(SEQ ID NO. 46), se emplearon cada una como las regiones constantes de cadenas pesada y ligera. HK1-4 (SEQ ID
NO. 55), HK1-5 (SEQ ID NO. 56), HK1-6 (SEQ ID NO. 57), HK1-A (SEQ ID NO. 58), HK2-5 (SEQ ID NO. 59), HK2-6
(SEQ ID NO. 60), HK2-9 (SEQ ID NO. 61), y HK3-2 (SEQ ID NO. 62) se disefiaron como regiones variables de cadena
pesada del anticuerpo humanizado a cuya CDR determinada por el método de definicion de Kabat (SEQ ID NOs. 28,
30y 32) se injertaron, HA1-4 (SEQ ID NO. 63) y HA1-6*01 (SEQ ID NO. 64) se disefiaron como regiones variables de
cadena pesada del anticuerpo humanizado a cuya CDR determinada por el método de definicion de AbM (SEQ ID
NOs. 29, 31, 32) se injertaron, HK1-4, HK1-5, HK1-6, HK1-A, HA1-4 y HA1-6 se disefiaron como regiones variables
de cadena pesada del anticuerpo humanizado que emplea IGHV1-69+02 y JH4, HK2-5, HK2-6 y HK2-9 se disefiaron
como regiones variables de cadena pesada del anticuerpo humanizado que emplea IGHV1-46*01 y JH4, HK3-2 se
dised como regiones variables de cadena pesada del anticuerpo humanizado que emplea IGHV7-4-1*02 y JH4, L1-
4 (SEQ ID NO. 65), L1-5 (SEQ ID NO. 66), y L1-A (SEQ ID NO. 67) se disefiaron como regiones variables de cadena
ligera del anticuerpo humanizado que emplea IGKV2-28*01 y JK4, y L4-2 (SEQ ID NO.* 68) se disefi6 como regiones
variables de cadena ligera del anticuerpo humanizado que emplea IGKV2-24*01 y JK4.

Las secuencias génicas que codifican las secuencias de aminodacidos de HK1-4, HK1-5 y HK1-6 se produjeron
disefiando una secuencia de aminoacidos en la que las CDR de cadena pesada del Anticuerpo A (SEQ ID NOs. 28,
30y 32) se injertaron en IGHV1-69*02 (SEQ ID NO.IGHV1-69+ 51) y JH4 (SEQ ID NO. 54) y la secuencia sefal (SEQ
ID NO. 69) se anadi6 en el extremo N, convirtiendo la secuencia de aminoacidos disefiada en una secuencia génica,
y sintetizando la secuencia génica mediante GenScript USA Inc., e introduciendo mutaciones mediante PCR (HK1-4:
SEQ ID NO. 70, HK1-5: SEQ ID NO. 71, HK1-6: SEQ ID NO. 72, secuencia sefnal: SEQ ID NO. 73). La secuencia
génica que codifica la secuencia de aminoacidos de HK1-A se convirtié a partir de una secuencia de aminoacidos que
tiene la secuencia senal (SEQ ID NO. 69) anadida en el extremo N de HK1-A y sintetizada mediante GenScript USA

21



10

15

20

25

30

35

ES2913162 T3

Inc. (HK1-A: SEQ ID NO. 74, secuencia sefnal: SEQ ID NO. 75). Las secuencias génicas que codifican las secuencias
de aminodcidos de HK2-5, HK2-6 y HK2-9 se produjeron disefiando una secuencia de aminoacidos en la que las CDR
de cadena pesada del Anticuerpo A (SEQ ID NOs. 28, 30 y 32) se injertaron en IGHV1-46*01 (SEQ ID NO.*. 52) y JH4
(SEQ ID NO. 54) y la secuencia sefial (SEQ ID NO. 69) se anadié en el extremo N, convirtiendo la secuencia de
aminoacidos disefiada en una secuencia génica, y sintetizando la secuencia génica mediante GenScript USA Inc., e
introduciendo mutaciones mediante PCR (HK2-5: SEQ ID NO. 76, HK2-6: SEQ ID NO. 77, HK2-9: SEQ ID NO. 78,
secuencia sefal: SEQ ID NO. 79). La secuencia génica que codifica la secuencia de aminoacidos de HK3-2 se sintetizo
convirtiendo una secuencia de aminoacidos que tiene la secuencia sefial (SEQ ID NO. 69) anadida en el extremo N
de HK3-2 en una secuencia génica mediante GenScript USA Inc. (HK3-2: SEQ ID NO. 80, secuencia sefal: SEQ ID
NO. 81). Las secuencias génicas que codifican las secuencias de aminoacidos HA1-4 y HA1-6 se produjeron
disefiando una secuencia de aminoacidos en la que las CDR de cadena pesada del Anticuerpo A (SEQ ID NOs. 29,
31,y 32) en IGHV1-69*02 (SEQ ID NO.* 51) y JH4 (SEQ ID NO. 54) y la secuencia sefal (SEQ ID NO. 69) se afadio
en el extremo N, convirtiéndose en una secuencia génica, y sintetizando la secuencia génica mediante GenScript USA
Inc., e introduciendo mutaciones mediante PCR (HA1-4: SEQ ID NO. 82, HA1-6: SEQ ID NO. 83, secuencia sefal:
SEQ ID NO. 84). Las secuencias génicas que codifican las secuencias de aminoacidos de L1-4 y L1-5 se produjeron
disefiando una secuencia de aminoacidos en la que las CDR de cadena ligera del Anticuerpo A (SEQ ID NOs. 33 - 35)
en IGKV2-28*01 (SEQ ID NO.- 48) y JK4 (SEQ ID NO. 50) y la secuencia sefnal (SEQ ID NO. 85) se afiadié en el
extremo N, convirtiéndose en una secuencia génica, y sintetizando la secuencia génica mediante GenScript USA Inc.,
e introduciendo mutaciones mediante PCR (L1-4: SEQ ID NO. 86, L1-5: SEQ ID NO. 87, secuencia senal: SEQ ID NO.
88). Las secuencias génicas que codifican las secuencias de aminodacidos de L1-A y L4-2 se sintetizaron convirtiendo
las secuencias de aminodcidos que tienen la secuencia sefal (SEQ ID NO. 85) afadida en el extremo N de L1-A 'y L4-
2 en secuencias génicas mediante GenScript USA Inc. (L1-A: SEQ ID NO. 89, secuencia sefnal de L1-A: SEQ ID NO.
90, L4-2: SEQ ID NO. 91, secuencia sefal de L4-2: SEQ ID NO. 92). Los genes que codifican estas regiones variables
de cadena pesada humanizadas y secuencias sefnal se insertaron en un vector de expresion (pcDNA3.4) que
comprende una secuencia génica (SEQ ID NO. 45) que codifica la region constante de IgG2 humana que posee las
mutaciones V234A y G237A y que tiene la supresién del resto de lisina C-terminal (SEQ ID NO. 44). Los genes que
codifican estas regiones variables de cadena ligera humanizadas y secuencias sefial se insertaron en un vector de
expresion (pcDNA3.4) que comprende una secuencia génica (SEQ ID NO. 47) que codifica la region constante de Igk
humana (SEQ ID NO. 46). Aqui, "V234A" representa una mutacion en la que la valina en la posicion 234 se sustituye
por alanina y "G237A" representa una mutacion en la que la glicina en la posicién 237 se sustituye por alanina. Para
producir el anticuerpo, utilizando el sistema de expresion Expi293 (Gibco/ThermoFisher), dicho vector de expresion se
transfectd en células Expi293F (Gibco/ThermoFisher) en las combinaciones que se muestran en la Tabla 1. El
sobrenadante se recogio y purifico con Proteina A (GE Healthcare).

[Tabla 1]
Anticuerpo Cadena H Cadena L
Rll:)r.nanizado Region variable Region variable
Nombre | Secuencia de | Secuencia de |Nombre |Secuencia de | Secuencia de
aminoacidos (SEQ |acido nucleico aminoacidos (SEQ |acido nucleico
ID NO.) (SEQID NO.) ID NO.) (SEQID NO.)

110 HA1-6 64 83 L1-5 66 87

111 HA1-4 |63 82 L1-5 66 87

112 HK1-5 |56 71 L1-5 66 87

113 HK1-6 |57 72 L1-5 66 87

114 HK1-4 |55 70 L1-5 66 87

115 HK1-A |58 74 L1-5 66 87

116 HK2-5 |59 76 L1-5 66 87

117 HK2-6 |60 77 L1-5 66 87

118 HK2-9 |61 78 L1-5 66 87

121 HA1-6 64 83 L4-2 68 91

122 HA1-4 |63 82 L4-2 68 91

123 HK1-5 |56 71 L4-2 68 91

124 HK1-6 |57 72 L4-2 68 91

125 HK1-4 |55 70 L4-2 68 91
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Anticugrpo Cadena H Cadena L
r’:ll:)rhanlzado Region variable Region variable
Nombre | Secuencia de | Secuencia de |Nombre |Secuencia de | Secuencia de

aminoacidos (SEQ |acido nucleico aminoacidos (SEQ |éacido nucleico
ID NO.) (SEQID NO.) ID NO.) (SEQID NO.)

126 HK1-A |58 74 L4-2 68 91

127 HK2-5 |59 76 L4-2 68 91

128 HK2-6 |60 77 L4-2 68 91

129 HK2-9 |61 78 L4-2 68 91

131 HK3-2 |62 80 L1-4 65 86

132 HK3-2 |62 80 L1-A 67 89

133 HK3-2 |62 80 L1-5 66 87

134 HK3-2 |62 80 L4-2 68 91

Analisis de la capacidad de unién de anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir_del
Anticuerpo A contra la proteina Myl9 humana

La capacidad de union de los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra Myl9
humana se evalué mediante ELISA. Las proteinas Myl3 humana-His y Myl9 humana-His se prepararon mediante
métodos descritos en el Ejemplo 1.

La capacidad de unién contra Myl9 humana se evalu6 siguiendo las etapas a continuaciéon mediante ELISA. Myl3
humana-His y Myl9 humana-His se revistieron sobre los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc). Después de una
incubacién durante la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a temperatura ambiente durante una hora con 1 x Block
Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con Tween 20 al 0,02%/PBS, se realizaron siete
diluciones en serie de seis veces de los anticuerpos chiméricos y humanizados a partir de una concentraciéon de 10
pg/ml, y se anadieron a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar tres veces,
se afiadié anticuerpo anti-lgG humana marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson ImmunoResearch
Laboratories), y se incub6 a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se afadié disolucion
de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a temperatura ambiente.
Se afadié a los pocillos una cantidad igual de disolucion de extincion de la reaccién (H2SO4 2N), y se leyd la
absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (PerkinElmer).

Todos los anticuerpos humanizados de la Tabla 1 se unieron en funcién de la concentracion a Myl9 humana en la
misma medida que el anticuerpo quimérico, y no se unieron a Myl3 humana (Figuras 6-1 a 6-3).

Ejemplo 5: Capacidad de union del Anticuerpo A y el anticuerpo quimérico y humanizado del mismo contra
las proteinas Myl12a y 12b de ratén/humana

Preparacion de proteinas Myl12a y Myl12b de ratdn/humana

Siguiendo las etapas a continuacién, se produjeron las proteinas que tienen una etiqueta de histidina unida al extremo
C de cada una de Myl12a de raton (No. de acceso de Genbank NP_080340.2, SEQ ID NO. 93), Myl12b de ratén (No.
de acceso de Genbank NP_075891.1, SEQ ID NO. 94), Myl12a humana (No. de acceso de Genbank NP_001289976.1,
SEQ ID NO. 95) y Myl12b humana (No. de acceso de Genbank No.NP_001138416.1 SEQ ID NO. 96) (en lo sucesivo
denominadas respectivamente Myl12a de raton-His, Myl12b de raton-His, Myl12a humana-His, y Myl12b humana-His).
Se muestra la comparacién de secuencias de aminodacidos entre Myl9, Myl12a y Myl12b de ratén (Figura 7A), asi
como Myl9, Myl12a y Myl12b humanas (Figura 7B).

Los genes que codifican las proteinas Myl12a y MylI2b de ratén se donaron por la Universidad de Chiba. Los genes
que codifican las proteinas Myl12a y Myl12b humanas se amplificaron mediante PCR a partir de ADNc de corazén o
intestino delgado humano. Estos genes se insertaron en el sitio Bglll/BamHI de un vector pET42b (Merck) que tenia
insertado el gen que codifica la secuencia de escision de PreScission Protease (GE Healthcare). El vector producido
se transformé en la cepa de E. coli BL21-Gold (DE3) pLys (Agilent Technologies) para permitir la expresion de Myl12a-
His de ratén, Myl12b-His de raton, Myl12a-His humano, y Myl12b-His humano con una etiqueta GST adjunta. Las
proteinas expresadas se purificaron con Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare), la etiqueta GST se cortd
con PreScission Protease, y Myl12a de raton-His, Myl12b de ratén-His, Myl12a humana-His, y Myl12b humana-His se
purificaron con TALON Superflow Metal Affinity Resin (CLONTECH).
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A Myl12a de raton-His, Myl12b de raton-His, Myl12a humana-His, Myl12b humana-His, o Myl3 de ratén-His, Myl9 de
raton-His, Myl3 humana-His, Myl9 humana-His, purificadas en el Ejemplo 1, se afnadié ditiotreitol (Wako) a la
concentracién final de 50 mM, y la incubacién se realiz6 a 4°C durante una hora para obtener los monémeros. La
didlisis se realiz6 con PBS después de la incubacién.

Analisis de la capacidad de unidn del Anticuerpo A contra las proteinas Myl12a y Myl12b de ratén/humanas

La capacidad de unién del Anticuerpo A contra Myl12a y Myl12b de raton/humanas se evalué siguiendo las etapas a
continuacion mediante ELISA. Myl3 de raton-His, Myl9 de ratdn-His, Myl12a de ratdén-His, Myl12b de ratdn-His, Myl3
humana-His, Myl9 humana-His, Myl12a humana-His, y Myl12b humana-His se recubieron en los pocillos de una placa
de 96 pocillos (Nunc). Después de una incubacién durante la noche a 4°C, los pocillos se bloguearon a temperatura
ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con
Tween 20 al 0,02%/PBS, se realizaron once diluciones en serie de cuatro veces del Anticuerpo A a partir de una
concentracion de 10 ug/ml, y se afadieron a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una
hora y lavar tres veces, se afadi6 anticuerpo anti-IlgG de ratén marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se
anadio disolucién de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afadié a los pocillos una cantidad igual de disolucién de extincién de la reaccion (H2SO4
2N), y se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

El anticuerpo A mostr6 una union dependiente de la concentracion a Myl12a y Myl12b, que tienen una alta homologia
con Myl9 humana y de ratén, pero no se unié a Myl3 humana y de ratdn, que tienen una homologia baja con Myl9
humana y de raton (Figuras 8A y B).

Analisis de la capacidad de unién de anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir_del
Anticuerpo A contra las proteinas Myl12a y Myl12b humanas

La capacidad de unién de los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A contra
Myl12a Myl12b humanas se evalu6 siguiendo las etapas a continuacién mediante ELISA. Myl3 humana-His, Myl9
humana-His, Myl12a humana-His y Myl12b humana-His se revistieron sobre los pocillos de una placa de 96 pocillos
(Nunc), respectivamente. Después de una incubacion durante la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a temperatura
ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con
Tween 20 al 0,02%/PBS, los anticuerpos quiméricos y humanizados se diluyeron a la concentracion de 0,01, 0,1 y 1
pg/ml, respectivamente, y se anadieron a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora
y lavar tres veces, se anadié anticuerpo anti-lgG humana marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se
afnadio disolucién de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadié a los pocillos una cantidad igual de disolucién de extincién de la reaccion (H2SOa4
2N), y se ley0 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

Los anticuerpos quiméricos y humanizados mostraron uniéon dependiente de la concentracion a Myl12a y Myl12b, que
tienen una alta homologia con Myl9 humana, pero no se unieron a Myl3 humana, que tiene una baja homologia con
Myl9 humana (Figuras 9-A a 9-C).

Ejemplo 6: Efecto inhibidor del Anticuerpo A y sus anticuerpos quiméricos y humanizados frente a la actividad
de unidn entre Myl9 humana, Myl12a humana y Myl12b humana y la proteina de la region extracelular CD69
humana

Unidn entre las proteinas Myl9, Myl12a y Myl12b humanas y la proteina de la region extracelular CD69 humana

La unién de las proteinas Myl9, Myl12a y Myl12b humanas y la proteina de la regién extracelular CD69 humana se
evalué mediante ELISA. Se produjo una proteina que tenia una etiqueta Flag afadida al extremo N de la regién
extracelular (posiciones 64-199, SEQ ID NO. 97) de proteina CD69 humana (a continuacién, proteina 3 x Flag-CD69
EC humana) siguiendo las etapas a continuacion. Se muestra la comparacion de secuencias de aminodcidos entre
proteina CD69 humana y de ratén, regién extracelular (Figura 10).

La Universidad de Chiba proporcioné un plasmido de expresion que comprende un gen que codifica la proteina 3 x
Flag-CD69 EC humana, y se transfecté en células Expi293F (Invitrogen/LifeTechnologies) con el kit de transfecciéon
ExpiFectamine 293 (Thermo Fisher Scientific/Gibco). Después de 4 dias de incubacién (8% de CO2, 37 °C), se
recolect6 el sobrenadante del cultivo. A partir del sobrenadante del cultivo recogido, se purificé proteina 3 x Flag-CD69
EC humana con gel de afinidad Anti-Flag M2 (SIGMA). Después de la purificacion, la proteina dimerizada se recogié
usando Superdex200 o Superdex75.

La evaluacién de la unién entre Myl9, Myl12a y Myl12b humanas y la proteina de la region extracelular CD69 humana
se llevé a cabo mediante ELISA. Myl3 humana-His, Myl9 humana-His, Myl12a humana-His y Myl12b humana-His,
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preparadas en el Ejemplo 5, se revistieron sobre los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc), respectivamente.
Después de una incubacién durante la noche a 4°C, los pocillos se bloguearon a temperatura ambiente durante una
hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con Tween 20 al 0,02%/PBS,
se realizaron seis diluciones en serie de tres veces de proteina 3 x Flag-CD69 EC humana a partir de una
concentracién de 10 ug/ml mediante NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/ 0,02% de Tween 20, y se afiadieron a los
pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y media y lavar tres veces con NaOAc 50 mM
(pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, se afiadié el anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con peroxidasa de rabano
picante (SIGMA), y se incub6é a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5 veces, se anadio
disolucién de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos a temperatura
ambiente. Se anadié a los pocillos una cantidad igual de disolucion de extincién de la reaccién (H2SO4 2N), y se leyo
la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

La proteina de la region extracelular CD69 humana mostr6 unidon dependiente de la concentracion a Myl9, Myl12a 'y
Myl12b humanas, que tienen una alta homologia con Myl9 humana, pero no se unieron a Myl3 humana, que tiene una
baja homologia con Myl9 humana (Figura 11).

Evaluacion de la actividad inhibidora del Anticuerpo A contra la actividad de unién de Myl9 humana, Myl12a
humana y Myl12b humana, y proteina de la region extracelular CD69 humana

La evaluacién de la actividad inhibidora del Anticuerpo A frente a la uniéon entre Myl9 humana, Myl12a humana y
Myl12b humana, y la proteina de la regién extracelular CD69 humana se llevo a cabo segun las siguientes etapas
mediante ELISA. Myl9 humana-His, Myl12a humana-His y Myl12b humana-His, preparadas en el Ejemplo 5, se
revistieron sobre los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc), respectivamente. Después de una incubacién durante
la noche a 4°C, los pocillos se bloquearon a temperatura ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma
Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con Tween 20 al 0,02%/PBS, se realizaron siete diluciones en serie
de tres veces el Anticuerpo A o el anticuerpo de control (anticuerpo anti-dinitrofenol, IgG2c, k de raton) a partir de una
concentracién de 30 pg/ml con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, y se anadieron a los pocillos.
Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar tres veces, la proteina 3 x Flag-CD69 EC
humana se diluy6 a una concentracion de 10 pg/ml con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, y
se afnadi6 a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y media y lavar tres veces con
NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, se afnadié el anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con
peroxidasa de rabano picante (SIGMA), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5
veces, se anadio disolucion de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos
a temperatura ambiente. Se afnadié a los pocillos una cantidad igual de disolucion de extincion de la reaccién (H2SO4
2N), y se ley0 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

El anticuerpo A mostré una inhibicién dependiente de la concentracion contra la unién entre Myl9 humana, Myl12a
humana y Myl12b humana, y la proteina de la region extracelular CD69 humana (Figura 12). El anticuerpo de control
no mostrd actividad inhibidora. El fondo de la figura indica la coloracion entre proteina 3 x Flag-CD69 EC humana y
anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con peroxidasa de rabano picante (SIGMA) en un pocillo en el que Myl9 humana-
His, Myl12a humana-His o Myl12b humana-His no estan inmovilizadas.

Evaluacion de la actividad inhibidora de anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir _del
Anticuerpo A frente a la actividad de union de la proteina de la regidon extracelular humana CD69 y Myl9

humana

La evaluaciéon de la actividad inhibidora de los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del
Anticuerpo A frente a la unién entre Myl9 humana y la proteina de la regién extracelular CD69 humana se llevé a cabo
segun las siguientes etapas mediante ELISA. Myl9 humana-His, preparada en el Ejemplo 5, se revistieron sobre los
pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc). Después de una incubacion durante la noche a 4°C, los pocillos se
bloguearon a temperatura ambiente durante una hora con 1 x Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Lid.). Después
de lavar tres veces con Tween 20/PBS al 0,02%, se realizaron siete diluciones en serie de tres veces de Anticuerpo
A, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, o anticuerpo de control (IgG2 humana, k, Sigma), a partir de una
concentracién de 30 pug/ml mediante NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, y se afiadieron a los
pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar tres veces, la proteina 3 x Flag-CD69
EC humana se diluyé a una concentracion de 10 ug/ml con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%,
y se afiadi6 a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y media y lavar tres veces
con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, se ariadi6 el anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con
peroxidasa de rabano picante (SIGMA), y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Después de lavar 5
veces, se anadid disolucion de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5 - 20 minutos
a temperatura ambiente. Se afadié a los pocillos una cantidad igual de disolucion de extincion de la reaccién (H2SO4
2N), y se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

Los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A mostraron una inhibicién dependiente

de la concentracion contra la unién entre Myl9 humana y la proteina de la regién extracelular CD69 humana (Figuras
13-1 a 13-5). El anticuerpo de control no mostré actividad inhibidora. El fondo de la figura indica la coloracién entre
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proteina 3 x Flag-CD69 EC humana y anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con peroxidasa de rdbano picante (SIGMA)
en un pocillo en el que Myl9 humana-His no esta inmovilizada.

Evaluacion de la actividad inhibidora de anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir_del
Anticuerpo A frente a la actividad de union de Myl12a humana y Myl12b humana y la proteina de la reqion
extracelular CD69 humana

La evaluacion de la actividad inhibidora de los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del
Anticuerpo A frente a la union entre Myl12a humana y Myl12b humana y la proteina de la region extracelular CD69
humana se llevé a cabo segun las siguientes etapas mediante ELISA. Myl12a-His y Myl12b-His humanas, preparadas
en el Ejemplo 5, se revistieron sobre los pocillos de una placa de 96 pocillos (Nunc), respectivamente. Después de
una incubacién durante la noche a 4°C, los pocillos se bloguearon a temperatura ambiente durante una hora con 1 x
Block Ace (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Después de lavar tres veces con Tween 20 al 0,02%/PBS, el anticuerpo
A, el anticuerpo quimérico, los anticuerpos humanizados, o el anticuerpo de control (IgG2 humana, k, Sigma) se
diluyeron a concentraciones de 0,1, 1 y 10 pg/ml con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, y se
anadieron a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y lavar tres veces, la proteina
3 x Flag-CD69 EC humana se diluyé a una concentracién de 10 pg/ml con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween
20 al 0,02%, y se anadio a los pocillos. Después de incubar a temperatura ambiente durante una hora y media y lavar
tres veces con NaOAc 50 mM (pH 5,5)/NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,02%, se afadié el anticuerpo anti-Flag (M2)
marcado con peroxidasa de rabano picante (SIGMA), y se incub6 a temperatura ambiente durante una hora. Después
de lavar 5 veces, se afiadié disolucion de TMBZ (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a los pocillos, y se incubaron durante 5
- 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié a los pocillos una cantidad igual de disolucién de extinciéon de la
reaccion (H2SOa4 2N), y se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microplacas (Thermo Scientific).

Los anticuerpos quiméricos y humanizados preparados a partir del Anticuerpo A mostraron una inhibiciéon dependiente
de la concentracion contra la union entre Myl12a y Myl12b humanas y la proteina de la regidén extracelular CD69
humana (Figuras 14-1 a 14-4). El anticuerpo de control no mostré actividad inhibidora. El fondo de la figura significa la
coloracién entre proteina 3 x Flag-CD69 EC humana y anticuerpo anti-Flag (M2) marcado con peroxidasa de rabano
picante (SIGMA) en un pocillo en el que Myl12a humana-His o Myl12b humana-His no estan inmovilizadas.

Ejemplo 7: Efecto antitumoral de la administracion combinada de Anticuerpo A y anticuerpo anti-PD-1

La linea celular de cancer colorrectal de raton CT26.WT (ATCC No. CRT-2638), cultivada en medio de cultivo
RPMI1640 que contenia FBS al 10% y penicilina/estreptomicina, se suspendié en una disolucion salina amortiguada
con fosfato para obtener una suspension celular de una concentracion de 1 x 107 células/ml. La suspensién celular se
trasplantd por via subcutanea en la region posterior derecha de ratones de 6 semanas de edad (BALB/c, hembra,
Charles River Laboratories Japan, Inc.) a una dosis de 0,1 ml. Seis dias después del trasplante, se midié el diametro
mayor y el eje corto del tumor con un calibrador digital electrénico (Digimatic (TM) Caliper, Mitutoyo Corporation). El
volumen del tumor se calculé mediante la siguiente formula de calculo.

Volumen del tumor (mm?3) = diametro mas largo (mm) x eje corto (mm) x eje corto (mm)/2

La Figura 15 muestra los resultados del analisis de la expresion génica del tejido tumoral subcutaneo de la linea celular
de cancer colorrectal de raton CT26.WT. El acido nucleico se extrajo del tejido tumoral derivado de CT26.WT con el
reactivo TRIzol (marca registrada) (Thermo Fisher Scientific), y el ARN total se prepar6 con el kit Mini Rneasy (Qiagen).
A partir del ARN total, se preparé una biblioteca con el kit de preparacion de bibliotecas de ARN especifico de cadena
SureSelect (Agilent Technologies) para el analisis de RNASeq, y la secuenciacion se realizé con HiSeq4000 (illumine).
Los archivos Fastq obtenidos por la secuenciacion se normalizaron por el método TPM (Transcripto Por Milldn), y se
midio la expresion de Myl9, Myl12a y Myl12b. La expresion de Myl9 fue baja, y las expresiones de Myl12a y Myl12b
fueron altas en el tejido tumoral.

Los ratones se dividieron en grupos de modo que el valor promedio del volumen tumoral de cada grupo fuera casi
igual en base al volumen tumoral del primer dia de la administracién. El Anticuerpo Ay el anticuerpo anti-PD-1 (BoXCell,
Catalogo #: BE0146) se prepararon en una disolucién de 2 mg/ml con disolucién salina amortiguada con fosfato, y se
administraron por via intraperitoneal a ratones a una dosis de 0,1 ml/ratén dos veces durante siete dias, cuatro veces
en total (Dias 6, 9, 13 y 16 después del trasplante de células cancerosas). En el grupo de control, se administr6 una
disolucién salina amortiguada con fosfato por via intraperitoneal a ratones a una dosis de 0,2 ml/ratéon dos veces cada
siete dias, cuatro veces en total (Dias 6, 9, 13 y 16 después del trasplante de células cancerosas). Cada grupo tenia
7-8 ratones.

La Figura 16 muestra los cambios con el paso de los dias de los volimenes tumorales calculados en el grupo de
control (A), grupo de administracion de Anticuerpo A (B), grupo de administracién de anticuerpo anti-PD-1 (C), y
combinacion de grupo de administracion de Anticuerpo A y anticuerpo anti-PD-1 (D) hasta los ultimos dias del ensayo
(Dia 30). Como se muestra en la Figura 16B,
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El Anticuerpo A solo casi no inhibia el crecimiento del tumor. El anticuerpo anti-PD-1 solo inhibia ligeramente el
crecimiento del tumor en comparaciéon con el grupo de control (Figura 16C). La administracion combinada de
Anticuerpo Ay anticuerpo anti-PD-1 inhibi6 significativamente el crecimiento del tumor, y se confirm6 la desaparicion
del tumor en ratones (2/10) ('Figura 16D). Los resultados anteriores sugieren un efecto sinérgico por la administracién
combinada del Anticuerpo Ay el anticuerpo anti-PD-1.

Aplicabilidad Industrial

Se puede proporcionar un anticuerpo anti-Myl9 o un fragmento de unién a Myl9 del mismo que se une a Myl9 y puede
inhibir la interaccion entre Myl9 y CD69, asi como una composicion farmacéutica que comprende el mismo. El
anticuerpo o la composicién farmacéutica segun la presente invencion pueden ser Utiles para tratar una enfermedad
atribuida a la interaccion entre Myl9 y CD69, por ejemplo inflamacién alérgica de las vias respiratorias tales como
asma, rinitis alérgica crénica, o alguna sinusitis, enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias tales como sinusitis
no incluida en la inflamacion alérgica de las vias respiratorias, y enfermedad inflamatoria intestinal tal como colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad de Behcet, y disfuncién gastrointestinal eosinofilica. El anticuerpo segun
la presente invencion también puede inhibir la interaccion entre Myl12 y CD69. Por consiguiente, el anticuerpo o la
composicion farmacéutica segun la presente invencion pueden ser Utiles para tratar una enfermedad asociada con la
interaccion entre Myl9 y/o Myl12 y CD69, por ejemplo tumores tales como cancer colorrectal, melanoma maligno,
cancer de pulmén no microcitico, carcinoma de células renales, linfoma maligno, mieloma mudltiple, cancer de cabeza
y cuello, cancer urotelial, cancer de mama, carcinoma hepatocelular, cancer gastrico, cancer de eséfago, cancer de
ovario, cancer de pulmoén microcitico, mesotelioma, y cancer de endometrio, cuando se combina con un inhibidor del
punto de control inmunitario. Las realizaciones a las que se hace referencia bajo "descripcion" no forman parte de la
invencion.
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Asp

Leu

Tyr

Phe

Gln

Gln

Phe

Asn

Pro

80

Gly

Glu

Thr

Arg

Thr
160

Met Ser Ser Lys Arg Ala Lys Ala Lys Thr Thr Lys Lys Arg Pro Gln

1

5

10

Arg Ala Thr Ser Asn Val Phe Ala Met Phe Asp Cys
25

<210>4

<211> 138

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

20

29

15



Asn

Ser

Arg

Gln

Glu

65

Trp

Gly

val

Phe

<210>5

<211> 204

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Met

Ala

Val Gly

Asp His

Thr Cys
35

Arg Ser
50

Lys Asp

Ile Gly

Lys Glu

Ser Vval

115

His Trp
130

Lys

His

20

Tyr

Cys

Met

Leu

Phe

100

Asn

Val

Tyr

val

Phe

Ser

Thr

Lys

85

Asn

His

Cys

ES2913162 T3

Asn

Ala

Phe

Glu

Phe

70

Asn

Ser

Lys

Ser

Cys

Thr

Ser

Asp

55

Leu

Glu

Trp

Asn

Lys
135

Pro

Cys

Thr

40

Ala

Lys

Ala

Phe

vVal

120

Pro

Gly

Lys

25

Thr

Ala

Arg

Asn

Asn

105

Thr

Ser

Leu

10

Asn

Thr

Thr

Tyr

Gln

90

Leu

Ala

Arg

Tyr

Glu

Lys

Leu

Ser

75

Thr

Thr

vVal

Glu

Trp

Ser

Ala

60

Gly

Trp

Gly

Asp

Lys

Ile

Trp

45

val

Glu

Lys

Ser

Cys
125

Leu

Ser

30

Ala

Ile

Leu

Trp

Gly

110

Glu

Glu

15

Tyr

Leu

Asp

Glu

Ala

95

Arg

Ala

Ser

Lys

Ala

Ser

His

80

Asn

Cys

Asn

Ala Pro Lys Lys Pro Glu Pro Lys Lys Asp Asp Ala Lys Ala Ala

5

10

15

Pro Lys Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ala Ala Pro Ala Ala Ala Pro

20

25

30

30



Ala Ala

Ser Lys
50

Glu Ala
65

Thr Tyr

Thr Gln

Leu Asn

His Ile
130

Gly Leu
145

Glu Leu

Glu Val

Asn Tyr

<210>6

<211> 195

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Ala

Pro Lys

Lys Glu

Ala Pro
35

Ile Lys

Phe Leu

Gly Gln

Ala Glu
100

Ser Lys
115

Ser Lys

Arg Val

Arg His

Glu Lys

180

Glu Ala
195

Glu

Ile

Leu

Cys

85

Val

Met

Asn

Phe

vVal

165

Leu

Phe

ES2913162 T3

Pro

Glu

Phe

70

Gly

Leu

Met

Lys

Asp

150

Leu

Met

Val

Glu

Phe

55

Asp

Asp

Arg

Asp

Asp

135

Lys

Ala

Ala

Lys

Pro Lys Lys Pro Glu

5

Ala Ala Pro Ala Pro

20

Val Glu Phe Asp Ala

35

Arg

40

Thr

Arg

vVal

Val

Phe

120

Thr

Glu

Thr

Gly

His
200

Pro

Ala

Pro

Pro

Thr

Leu

Leu

105

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln

185

Ile

Lys

Lys

Glu

Pro

Arg

90

Gly

Thr

Thr

Asn

Gly

170

Glu

Met

Glu

Gln

Lys

75

Ala

Lys

Phe

Tyr

Gly

155

Glu

Asp

Ala

Ala

Ile

60

Gly

Leu

Pro

Leu

Glu

140

Thr

Arg

Ser

Ser

Lys Asp Asp

10

Pro Pro Pro Glu

25

Ser Lys Ile Lys Ile

40

31

Glu

45

Glu

Glu

Gly

Lys

Pro

125

Asp

Val

Leu

Asn

Ala

Pro

Phe

Glu

Met

Gln

Gln

110

Met

Phe

Met

Thr

Gly
190

Lys

Asp

Phe

Lys

Asn

95

Glu

Leu

Val

Gly

Glu

175

Cys

Ala
15

Ala

Lys

Ile

80

Pro

Glu

Gln

Glu

Ala

160

Asp

Ile

Ala

Glu Arg Pro

30

Glu Phe Thr Pro

45



10

15

20

25

30

Gln

50

Lys

Ala

Lys

Phe

Tyr

130

Gly

Glu

Asp

Ser

Ile

Cys

Leu

Pro

Leu

115

Glu

Thr

Arg

Ser

Ser
195

Glu

Glu

Gly

Arg

100

Pro

Asp

Val

Leu

Asn
180

Glu

Met

Gln

85

Gln

Met

Phe

Met

Thr

165

Gly

ES2913162 T3

Phe

Lys

70

Asn

Glu

Leu

Val

Gly

150

Glu

Cys

Lys

55

Ile

Pro

Glu

Gln

Glu

135

Ala

Asp

Ile

Glu

Thr

Thr

Leu

His

120

Gly

Glu

Glu

Asn

acggagtgat gtccgtcgac gtatctctge gttgatactt cagegtaget 50

Glu
Pro
65
Arg
Gly
Thr
Thr
Asn
145
Gly
Glu
Met

<210>7

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 7

acatcactcc gt 12

<210>8

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 8

<210>9

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400>9

agctacgctg aagtatcaac gcagag 26

Ala

Tyr

Gln

Asn

105

Ile

Leu

Leu

Val

Tyr
185

32

Phe

Gly

Ala

Thr

Ser

Arg

Arg

Glu

170

Glu

Met

Gln

75

Glu

Lys

Lys

Val

His

155

Lys

Ala

Leu

60

Cys

Val

Met

Asn

Phe

140

val

Leu

Phe

Phe

Gly

Leu

Met

Lys

125

Asp

Leu

Met

Val

Asp

Asp

Arg

Asp

110

Asp

Lys

Ala

Ala

Lys
190

Arg

Val

vVal

95

Phe

Thr

Glu

Thr

Gly

175

His

Thr

Leu

Leu

Glu

Gly

Gly

Leu

160

Gln

Ile
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15

20

25

30

35

40

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 10
gccagtggat agactgatgg 20

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 11
gatggataca gttggtgcag c 21

<210> 12

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 12

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Ile Ala Gly

1

Val Gln Ser

<210> 13

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 13

5

ES2913162 T3

33

10

15



10

15

20

<210> 14
<211>19
<212> PRT

Gln

Ser

Glu

Gly

Lys

65

Met

Thr

Val

Val

Val

Met

Ala

50

Gly

Glu

Asp

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 14

Gln

Thr

His

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Val
115

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Arg

Asp

100

Ser

Gln

Ser

vVal

Pro

Ile

Ser

85

Tyr

Ala

ES2913162 T3

Gln

Cys

Lys

Glu

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ala
105

Glu

10

Gly

Val

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

val

Tyr

His

Ala

Ser

75

Ser

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp lle Pro Ala1 510 15

Ser Ser Ser

<210> 15
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 15

34

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

15

20

25

30

<210> 16
<211> 57

Asp

Asp

Asn

Pro

Val

Gln

Gly

Lys

Val Met

Ala Ser

Asn Thr

35

Leu Leu

50

Asp

65

Thr

Thr

Lys

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Arg

His

Phe Ser

Val Glu

Val Pro

100

<223> Polinucleétido sintético

<400> 16

ES2913162 T3

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu His

Ile Ser Lys

55

Ser
70

Gly Gly

Ala
85

Glu Asp

Pro Leu Thr

Pro Leu

Ser
25

Arg

Trp
40

Tyr

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Phe Gly

105

atggaatgga gctgggtctt tctcttecte cigtcagtaa ttgcaggtgt ccaatee 57

<210> 17

<211> 351

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 17

<210> 18
<211> 57

caggttcaac
tcctgecaagg
cctgtgcatg
aatcagaagt

atggagctcc

tacgacgggt

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tgcagcagtce
cttcgggcta
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac

ttgcttactyg

tggggctgag
cacatttact
gattggagct
ggccatactg

atctgaggac

gggccaaggg

gtggtgagge
gactatgaaa
attgatcctg
actgcagaca

tctgeegtet

actctggtca

35

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Ala

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

val

Leu

Pro

Leu
15

Ser

Val
30

His

Gly Arg

45

Phe
60

Arg

Asp Phe

75

Tyr Phe

Gly Thr

ctggggcecttce
tgcactgggt
aaactggtgg
aatcctccaa

attactgtac

ctgtectetge

Ser

Thr

Cys

Lys

Gly Val

Leu

Lys

Gln
95

Ser

Leu Glu

110

agtgacgctg
gaagcagaca
tactgcctac
cacagcctac

agactatgat

a

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Leu

60

120

180

240

300

351
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15

20

25

<223> Polinucleétido sintético

<400> 18

ES2913162 T3

atgaagttgc ctgttaggct gttggtgctg atgttctgga ttcctgetic cagecagt 57

<210> 19
<211> 339
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 19
gatgttgtga

atctcttgca
tacctgecaga
tctggggtcce
accagagtgg
ccgctcacgt

<210> 20
<211>40
<212> ADN

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggccg
cagacaggtt
aggctgagga

tcggtgetgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 20

tccactctee
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

gaccaagctg

ctgcctgtceca
cacagtaatg
ctcctgatet
ggatcaggga
tatttctget

gagctgaaa

gcgaagcttg ccgecaccat ggaatggage tgggtettic 40

<210> 21

gtcttggaga
gaaacaccta
ccaaagtttce
cagatttcac

ctcaaaatac

36

tcaagcctcee
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

60

120

180

240

300

339
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15

20

25

30

35

40

ES2913162 T3

<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 21
gcgaagcttg ccgecaccat gaagttgect gttaggetg 39

<210> 22

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 22
gcggaattca teatttacce agagaccggg agatgg 36

<210> 23

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 23
gcggaattca ctaacactca ttcctgttga agetcttgac 40

<210> 24

<211> 335

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 24

37



Ala

Gly

Phe

Gly

Ser

65

Thr

Ile

Glu

Lys

Thr

Pro

Val

50

Ser

Cys

Glu

Cys

Thr

Thr

Glu

35

His

Ser

Asn

Pro

Pro
115

Thr

Gly

20

Pro

Thr

Val

val

Arg

100

Pro

Ala

Ser

Val

Phe

Thr

Ala

85

val

Cys

ES2913162 T3

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

70

His

Pro

Ala

Ser

val

Leu

Ala

55

Thr

Pro

Ile

Ala

val

Thr

Thr

40

Leu

Ser

Ala

Thr

Pro
120

Tyr

Leu

25

Trp

Leu

Asn

Ser

Gln

105

Asp

38

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

90

Asn

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

75

Thr

Pro

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

60

Pro

Lys

Cys

Gly

Pro

val

Ser

45

Leu

Ser

Val

Pro

Gly
125

Val

Lys

30

Leu

Tyr

Gln

Asp

Pro

110

Pro

Cys

15

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

95

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile

80

Lys

Lys

Val



10

Phe Ile
130

Pro Met
145

Val Gln

Thr Gln

Ala Leu

Cys Lys
210

Ser Lys
225

Pro Pro

Ile Thr

Gly Arg

Asp Gly
290

Trp Glu
305

His Asn

<210> 25

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 25

Phe

Val

Ile

Thr

Pro

195

val

Pro

Ala

Gly

Thr

275

Ser

Arg

His

Pro

Thr

Ser

His

180

Ile

Asn

Arg

Glu

Phe

260

Glu

Tyr

Gly

Leu

Pro

Cys

Trp

165

Arg

Gln

Asn

Gly

Glu

245

Leu

Gln

Phe

Ser

Thr
325

ES2913162 T3

Lys

Val

150

Phe

Glu

His

Arg

Pro

230

Met

Pro

Asn

Met

Leu

310

Thr

Ile

135

vVal

val

Asp

Gln

Ala

215

Vval

Thr

Ala

Tyr

Tyr

295

Phe

Lys

Lys

Val

Asn

Tyr

Asp

200

Leu

Arg

Lys

Glu

Lys

280

Ser

Ala

Thr

Asp

Asp

Asn

Asn

185

Trp

Pro

Ala

Lys

Ile

265

Asn

Lys

Cys

Ile

39

val

Val

val

170

Ser

Met

Ser

Pro

Glu

250

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
330

Leu

Ser

155

Glu

Thr

Ser

Pro

Gln

235

Phe

val

Ala

Arg

Val

315

Arg

Met

140

Glu

Val

Leu

Gly

Ile

220

val

Ser

Asp

Thr

val

300

Val

Ser

Ile

Asp

His

Arg

Lys

205

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

285

Gln

His

Leu

Ser

Asp

Thr

Val

190

Glu

Lys

Val

Thr

Thr

270

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

Pro

Ala

175

Val

Phe

Thr

Leu

Cys

255

Ser

Asp

Ser

Gly

Lys
335

Ser

Asp

160

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

240

Met

Asn

Ser

Thr

Leu
320



10

Arg Ala

Gln Leu

Tyr Pro

Gln Asn
50

Thr Tyr
65

Arg His

Pro Ile

<210> 26

<211> 1008

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Thr

Lys

35

Gly

Ser

Asn

Val

<223> Polinucleétido sintético

<400> 26

Ala

Ser

20

Asp

Val

Met

Ser

Lys
100

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

Tyr

85

Ser

ES2913162 T3

Pro

Gly

Asn

Asn

Ser

70

Thr

Phe

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

40

Ile

10

vVal

Lys

Asp

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Ile

Gln

Thr

75

His

Cys

Pro

Phe

Asp

Asp

60

Lys

Lys

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
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15

20

<210> 27

gccaaaacaa
tccteggtga
tggaactctg
ctctacaccc
acctgcaatg
gtgcccataa
gacctcttgg
atctccctga
gtccagatca
agagaggatt
tggatgagtg
gagaaaacca
ccaccagcag
ttacctgecg
aacaccgcaa
caaaagagca

cacaatcacc

<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

cagccccate
ctctaggatg
gatccctgte
tcagcagctce
tggcccacce
cacagaaccc
gtggaccatc
gccccatggt
gctggtttgt
acaacagtac
gcaaggagtt
tctcaaaacc
aagagatgac
aaattgctgt
cagtcctgga
cttgggaaag

ttacgactaa

<223> Polinucleétido sintético

<400> 27

<210> 28
<211>5

cgggctgatg
ggaggtgcct
tggaagattg
agcaaagaca
cgacataaca

agcttcaaca

<212> PRT

ctgcaccaac
cagtecgtgtg
atggcagtga
gcacctacag
gctatacctg

ggaatgagtg

ES2913162 T3

ggtctatcca
cctggtcaag
cagtggtgtg
agtgactgta
ggcaagcagc
ctgtcctcca
cgtcttcatc
cacatgtgtg
gaacaacgtg
tctcegggtg
caaatgcaag
cagagggcca
taagaaagag
ggactggacc
ctctgatggt
aggaagtctt

gaccatctcce

tgtatccatc
cttecttgaac
acgacaaaat
catgagcage
tgaggccact

ttag

ctggcccectg
ggttatttce
cacaccttce
acctcgaaca
accaaagtgg
ctcaaagagt
ttccctccaa
gtggtggatg
gaagtacaca
gtcagtgcce
gtcaacaaca
gtaagagctce
ttcagtctga
agcaatgggc
tectacttca
ttcgeectget

cggtctetgg

ttceccaccat
aacttctacc
ggcgtectga
accctcacgt

cacaagacat

41

tgtgtggagg
ctgagccagt
cagctctccet
cctggeccag
acaagaaaat
gtcccccatg
agatcaagga
tgagcgagga
cagctcagac
tccceatcca
gagccctceccece
cacaggtata
cctgcatgat
gtacagagca
tgtacagcaa
cagtggtcca

gtaaatga

ccagtgagca
ccaaagacat
acagttggac
tgaccaagga

caacttcacc

tacaactggce
gaccttgacc
gcagtctggce
ccagaccatc
tgagcccaga
cgcagctcca
tgtactcatg
tgacccagac
acaaacccat
gcaccaggac
atcccccatce
tgtcttgect
cacaggcttc
aaactacaag
gctcagagta

cgagggtctg

gttaacatct
caatgtcaag
tgatcaggac
cgagtatgaa

cattgtcaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1008

60

120

180

240

300

324
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50

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 28
Asp Tyr Glu Met His 15

<210> 29

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 29

<210> 30

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 30

Ala Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Thr Ala Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1

Gly
<210> 31
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 31

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

ES2913162 T3

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Glu Met His

1

5

10

Ala Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Thr Ala

1

5

42

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 32

<210> 33

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 33

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
5

1

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 34

<210> 35

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 35

<210> 36

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 36
gactatgaaa tgcac 15

<210> 37
<211> 30
<212> ADN

Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr

1

ES2913162 T3

5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

Ser Gln Asn Thr His Val Pro Pro Leu Thr

1

5

43

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2913162 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 37
ggctacacat ttactgacta tgaaatgcac 30

<210> 38

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 38
gctattgatc ctgaaactgg tggtactgcc tacaatcaga agttcaaggg ¢ 51

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 39
gctattgatc ctgaaactgg tggtactgce 30

<210> 40

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 40
tatgattacg acgggtttgc ttac 24

<210> 41

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 41
agatctagtc agagccttgt acacagtaat ggaaacacct atttacat 48

<210> 42
<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 42
aaagtttcca accgatttic t 21

<210> 43

44



10

15

ES2913162 T3

<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 43
tctcaaaata cacatgttcc tccgetcacg 30

<210> 44

<211> 325

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 44

45



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

145

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Ala

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

Val

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

Val

Phe

Gly

195

Ile

Val

Ser

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

Arg

100

Ala

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Gly

Ser

Val

Phe

val

Val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

ES2913162 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

val

Phe

120

Pro

val

Thr

val

Cys

200

Ser

Pro

Vval

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

46

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Pro

vVal

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

Vval

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Pro

Val

val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile



10

Ala Val Glu

Thr Pro Pro
275

Leu Thr Val
290

Ser Val Met
305

Ser Leu Ser

<210> 45

<211> 978

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético
<400> 45

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

ES2913162 T3

245

Glu Ser Asn

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg
295

Glu Ala Leu
310

Gly
325

Gly Gln
265

Asp Gly
280

Trp Gln

His Asn

47

250

Pro

Ser

Gln

His

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu
285

Gly Asn Val
300

Tyr Thr Gln
315

255

Tyr Lys

270

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser

Thr

Lys

Cys

Leu
320



10

gctagcacaa
tccactgeeg
tggaactcag
ggcctgtact
tatacatgca
aaatgctgeg
ctgtttececte
gtggtcgtgg
gtcgaagtge
gtcgtgagtg
aaagtgtcta
cagccaaggg
caggtctcac
gaatctaatg
ggatccttct

gtcttttect
teeetgtcte ctggetga 978
<210> 46
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46

aaggccccte
ctctgggcectg
gcgecctgac
ccctgtctag
acgtggacca
tggaatgccce
caaagcccaa
acgtgtccca
ataatgcaaa
tgctgacagt
ataagggcct
aaccccaggt
tgacttgtct
gacagcccga
ttctgtatte

gctcetgtgat

ES2913162 T3

tgtcttcect
tctggtcaag
cagcggagtc
tgtggtcacc
taagccatct
accttgtcect
agacacactg
cgaggatccc
gactaaacct
cgtgcaccag
gcccgeccect
gtacacactg
ggtgaaaggg
aaacaattac
aaagctgacc

gcacgaagcc

ctggctcect
gattacttce
cacacatttc
gtgccttcaa
aatactaagg
gctccaccag
atgatcagca
gaagtccagt
cgggaggaac
gactggctga
atcgagaaaa
cccectagte
ttctatccat
aagaccacac
gtggataaaa

ctgcacaacc

48

gctcecegete
ctgagccagt
ccgetgtget
gcaatttcgg
tcgataaaac
ccgetgecace
gaactcctga
ttaactggta
agttcaactc
acggaaagga
caattagtaa
gcgaggaaat
ccgacattge
cacccatgcet

gccggtggea

actacactca

cacctcegag
cactgtgagt
gcagagctcce
gactcagacc
cgtggagcga
aagcgtgttc
ggtcacctge
cgtggatggg
tacctttaga
gtataagtgc
gactaaaggc
gacaaagaac
cgtggagtgg
ggacagcgat
gcagggcaat

gaagtccctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

15

20

<210> 47
<211> 324
<212> ADN

Arg Thr

Gln Leu
Tyr Pro
Ser

Gly

Thr
65

Tyr
His

Lys

Pro Val

<213> Homo sapiens

<400> 47

cgtacggtceg
gggaccgcct
tggaaagtcg
agcaaggatt
aagcacaaag

tcctttaaca

<210> 48
<211> 101
<212> PRT

ccgeececte
ccgtggtgtg
acaacgctct
ccacctattc
tctatgectg

ggggagagtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 48

Val Ala

Ser
20

Lys

Arg Glu

35

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

Thr Lys

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

cgtgtttatt
cctgetgaac
gcagtctgge
tctgagetcece
cgaagtgacc

ttga

ES2913162 T3

Pro Ser

Thr Ala

Lys Val

40

Glu Ser

55

Ser Thr

70

Ala Cys

Phe Asn

tttectecat
aatttctacc
aatagtcagg
accctgacac

caccaggggce

val

Ser

Gln

val

Leu

Glu

Arg

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

vVal

Gly
105

Ile

10

Vval

Lys

Glu

Leu

Thr
90

Glu

Phe

Cys

val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

ctgacgaaca
ccegggaggce
agtcagtgac
tgagcaaagc

tgagcagtcc

49

gctgaagagt
caaggtgcag
tgaacaggac
agattacgaa

agtgaccaag

60

120

180

240

300

324



10

<210> 49
<211>100
<212> PRT

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Leu

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 49

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

Ile

Pro

Gly

Arg

Arg

val

Ala

Tyr

35

Leu

Phe

val

Thr

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

ES2913162 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Thr

Cys

Ser

Lys

55

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

val

Pro

Arg

Trp

40

Ile

Ala

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

50

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Vval

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Pro

Ser

Arg

Phe

Phe

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Thr

Val

Gly

Gly

Leu

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Leu

15

His

Gln

vVal

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Ala

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile



10

15

20

25

30

ES2913162 T3

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala

Thr Gln Phe Pro

<210> 50

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 50

<210> 51

<211>98

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 51
Gln Val
1
Ser val
Thr Ile
Gly Arg

50

Gln Gly
65
Met Glu
Ala Arg

<210> 52

<211>98

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

100

85

90

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Vval

20

Trp

Ile

Val

Ser

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

5

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Gly Ala

Ala

Ala
40

Gly

Ser
25

Pro

Ile

Ala Asp

Ser

51

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

10

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Pro

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



10

15

Val

Val

Met

Ile

50

Gly

Glu

Arg

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 52
Gln
1
Ser
Tyr
Gly
Gln
65
Met
Ala

<210> 53

<211> 98

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 53

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Vval

20

Trp

Asn

val

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

52

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

vVal

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



10

15

20

25

<210> 54
<211> 15
<212> PRT

Gln

Ser

Ala

Gly

Thr
65

Leu

Ala

Val

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 54

<210> 55
<211> 117
<212> PRT

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

val

Ser

Val

Thr

Val

Ser

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe
70

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly Ser

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asn

Leu Asp

Ala Glu

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser
75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Lys Pro

Phe Thr
30

Leu Glu
45

Ala Gln

Ser Thr

Val Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Gly

Ala

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 55

5

53

10

15



10

Gln Val

Ser Val

Glu Met

Gly Ala
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Asp

Val Thr

115

<210> 56

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 56

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Arg

Asp

100

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

54

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

val

Gly

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



ES2913162 T3

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

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

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

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

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

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

Ala Asp Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 57
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 57

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

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

55



10

Glu Met

Gly Ala
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Asp

Val Thr

<210> 58

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 58

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

val
115

Trp

Asp

Val

Arg

Asp

100

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Asp

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

56

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Gln Val

Ser Val

Glu Met

Gly Ala
50

Lys Gly
65

Met Glu

Thr Asp

Val Thr

115

<210> 59

<211>117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 59

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Arg

Asp

100

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

57

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

ES2913162 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

25

Glu Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40

Gly Ala Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly

50 55

Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

85

Ala Asp Tyr Asp Tyr Asp Gly Phe Ala

100

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 60

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 60

105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

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

1 5

10

15

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

20

25

58

30



10

Glu Met

Gly Ala
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Asp

Val Thr

<210> 61

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 61

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

val
115

Trp

Asp

Ala

Ser

Asp

100

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Arg

Glu

Met

70

Leu

Asp

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

59

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Glu Met His
35

Gly Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Asp Tyr
Val Thr val
115
<210> 62
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 62

Leu

val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Asp

100

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

60

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Gln Val Gln Leu Val

Ser Val Lys Val Ser
20

Glu Met His Trp Val
35

Gly Ala Ile Asp Pro
50

Lys Gly Arg Phe Val
65

Leu Gln Ile Ser Ser
85

Ala Asp Tyr Asp Tyr
100

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 63

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 63

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Phe

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Gly

Gly Ser

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Gly

Leu Asp

Ala Glu

Phe Ala
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

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

1 5

10

15

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

20

25

61

30



10

Glu Met

Gly Ala
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Asp

Val Thr

<210> 64

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 64

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

val
115

Trp

Asp

Ala

Arg

Asp

100

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Asp

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

62

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Gln Val

Ser Val

Glu Met

Gly Ala
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Asp

Val Thr

115

<210> 65

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 65

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

Leu

val

20

Trp

Asp

Val

Arg

Asp

100

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

ES2913162 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly Gly

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

63

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



ES2913162 T3

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

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

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

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

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

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

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

<210> 66

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 66

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

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

64



10

Asn Gly Asn
35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Val

Lys

<210> 67

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 67

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

ES2913162 T3

Leu His

Ser Lys
55

Ser Gly
70

Glu Asp

Leu Thr

Trp

40

Val

Ser

val

Phe

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

65

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp
75

Val Tyr
90

Gly Gly

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Thr

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Lys

Gly

Gly

Leu

Ser

Val
110

Gln

Val

Lys

Gln

95

Glu

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Ile



10

Asp Val

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Lys

<210> 68

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 68

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

val

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

ES2913162 T3

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Leu

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Thr

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Val

Phe

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

66

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Gly

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Thr

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Lys

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Val
110

Pro

15

His

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Ile



10

15

20

<210> 69
<211>19
<212> PRT

Asp Ile Val

Gln Pro Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Arg Leu
50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Thr His Val

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 69

<210>70
<211> 351
<212> ADN

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

ES2913162 T3

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Leu

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Thr

Pro

Arg

Trp

40

val

Ala

Val

Phe

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Gly

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Phe

Thr

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Lys

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

val
110

Leu

15

His

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Asn

Ile

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1

Val His Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 70

5

67

10

15



10

15

20

25

<210> 71

<211> 351

caggtccagce
agttgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctgc

tatgatggct

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtccagtc
ccteeggegg
gactggagtg
ttaaaggccg
gtagtctgeg

tcgectattg

<223> Polinucleétido sintético

<400> 71

<210> 72

caggtccagc
agttgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctgt

tatgatggct

<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtccagtc
cctececggegg
gactggagtg
ttaaaggccg
ctagtctgeg

tcgectattg

<223> Polinucleétido sintético

<400> 72

<210> 73

caggtccagc
agttgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctgc

tatgatggcet

tggtccagtc
ccteceggegg
gactggagtg
ttaaaggccg
gtagtctgcecg

tcgectattyg

ES2913162 T3

aggagccgaa
gactttcagce
gatgggagct
ggcgaccatt
gtctgaagat

gggccagggg

aggagccgaa
gactttcagce
gatgggagct
ggtgaccatt
gtctgaagat

gggccagggg

aggagccgaa
gactttcagce
gatgggagct
ggtgaccatt

gtctgaagat

gggccagggyg

gtgaagaaac
gactacgaga
atcgatcctg
acagcagaca
acagccgtct

accctggtga

gtgaagaaac
gactacgaga
atcgatcctg
acagcagaca
acagccegtcet

accctggtga

gtgaagaaac
gactacgaga
atcgatcctg
acagcagaca

acagccgtct

accctggtga

68

ccgggagcete
tgcactgggt
aaacaggagg
agtccacttc
actattgtgce

cagtctcaag

ccgggagetce
tgcactgggt
aaacaggagg
agtccacttc
actattgtgce

cagtctcaag

ccgggagcete
tgcactgggt
aaacaggagg
agtccacttc

actattgtgce

cagtctcaag

cgtgaaggtc
gaggcaggct
cactgcatac
taccgcctat
tgattacgac

[

cgtgaaggtc
gaggcaggct
cactgcatac
taccgcectat
tgattacgac

[

cgtgaaggtc
gaggcaggct
cactgcatac
taccgcectat

tgattacgac

c

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

351



10

15

20

25

30

35

40

ES2913162 T3

<211> 57
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 73
atggaatggt cttgggtett tetgticttt ctgtctgtca caaccggagt geatage 57

<210> 74

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 74

caéétccagc
agttgcaagg
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctgce

tatgacgggt

tggtccagtce
ccagcgggta
gactggagtg
ttaaaggccg
ggtccctgag

tcgectactg

aggagccgag
cacattcagc
gatcggagca
ggccaccatc

atctgaagac

ggggcaggga

gtgaagaaac
gattatgaga
attgaccctg
acagctgata
actgcagtgt

accctggtga

ccggcagcetce
tgcactgggt
aaacaggcgg
agtcaactag
actattgtac

cagtctctag

cgtgaaggtc
caggcaggca
gactgcctac
caccgcttat
cgactacgat

t

<210> 75

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 75
atggaatggt catgggtctt tctgttcttt ctgtcagtca caaccggagt gcatage 57

<210> 76

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 76
caggtccagc tggtgcagtc aggagccgaa gtgaagaaac ccggcgcatc cgtgaaggtce
tcttgcaaag ccagcgggta caccttcaca gactatgaga tgcactgggt ccgacaggca

ccaggacagg gactggagtg gatgggagct atcgatcctg aaacaggegg gactgcatac

69

60

120

180

240

300

351

60

120

180



10

15

20

25

30

<210> 77
<211> 351

ES2913162 T3

aaccagaagt ttaaaggccg ggtgactatg accgcagaca catcaactag caccgcctat

atggagctga gctccctgag gagcgaagat accgecegtgt actattgtge tgattacgac

tatgatgggt tcgettactg ggggcaggga accctggtga cagtcetctag t

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 77

<210> 78
<211> 351

caggtccage
tcttgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctga

tatgatgggt

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtgcagtc
ccagcgggta
gactggagtg
ttaaaggccg
gctcectgag

tcgettactg

<223> Polinucleétido sintético

<400> 78

<210> 79
<211> 57

caggtccagc
tcttgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
atggagctga

tatgatgggt

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtgcagtc
ccagcgggta
gactggagtg
ttaaaggccg
gctcectgag

tcgettactg

<223> Polinucleétido sintético

aggagccgaa
caccttcaca
gatgggagcet
ggcgactatg
gagcgaagat

ggggcaggga

aggagccgaa
caccttcaca
gatgggagct
ggtgactatg
gagcgaagat

ggggcaggga

gtgaagaaac
gactatgaga
atcgatcctg
accgcagaca
accgccgtgt

accctggtga

gtgaagaaac
gactatgaga
atcgatcctg
accgcagaca
accgccgtgt

accctggtga

70

ccggegeate
tgcactgggt
aaacaggcgg
catcaactag
actattgtgce

cagtctctag

ccggegecate
tgcactgggt
aaacaggcgg
aatcaactag
actattgtgce

cagtctctag

cgtgaaggtc
ccgacaggca
gactgcatac
caccgcctat
tgattacgac

t

cgtgaaggtc
ccgacaggca
gactgcatac
caccgcctat
tgattacgac

t

240

300

351

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

351



10

15

20

25

30

35

<400> 79

ES2913162 T3

atggaatggt catgggtctt tctgttcttt ctgtccgtca caaccggggt ccactct 57

<210> 80
<211> 351

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 80

<210> 81
<211> 57

caggtgcagce
agctgcaaag
ccaggacagg
aaccagaagt
ctgcagatta

tacgacggcet

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtgcagtc
cctcecggata
gactggagtg
ttaaagggag
gctccctgaa

tcgectattg

<223> Polinucleétido sintético

<400> 81

tgggagcgag
caccttcaca
gatgggecgcet
attegtgttt
ggccgaagat

ggggcaggga

ctgaagaaac
gactatgaga
atcgatcctg
agtctggaca
accgcectgtet

acactggtca

atggaatggt cttgggtctt ttgttcttt ctgtctgtca caaccggggt ceactct 57

<210> 82
<211> 351

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 82

caggtccagce
agttgcaaag
ccaggacagg
gctcagaagt
atggagctge

tatgatgggt

tggtccagag
cctcecgggta
gactggagtg
ttcagggceg
gtagtctgcg

tcgectactg

tggggctgaa
caccttcaca
gatgggagct
ggcgactatt
gagcgaagat

ggggcaggga

gtgaagaaac
gactatgaga
atcgatcctg
accgctgaca
acagcagtct

actctggtga

71

ccggggcecatc
tgcactgggt
aaactggcgg
catctgtcag
actattgtgce

ctgtectctte

ccggcagcectce
tgcactgggt
aaaccggcgg
aatccacatc
actattgtgce

ccgtcetcaag

agtgaaggtc
gcggcaggea
gaccgcatac
tactgecctat
tgactacgat

t

cgtgaaggtc
gaggcaggca
gacagcctac
tactgcatat
cgattacgac

c

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

351
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15

20

25

30

35

40

<210> 83
<211> 351

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 83

<210> 84
<211> 57

caggtecage
agttgcaaag
ccaggacagg
gctcagaagt
atggagctge

tatgatgggt

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tggtccagag
cctcegggta
gactggagtg
ttcagggecg
gtagtctgceg

tcgectactg

<223> Polinucleétido sintético

<400> 84

ES2913162 T3

tggggctgaa
caccttcaca
gatgggagcet
ggtgactatt
gagcgaagat

ggggcaggga

gtgaagaaac
gactatgaga
atcgatcctg
accgctgaca
acagcagtct

actctggtga

atggaatggt cttgggtctt tctgttcttt ctgagegtga ctaccggagt geatage 57

<210> 85
<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 85

<210> 86

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

1

Asp Ala Arg Cys

<211> 339

<212> AD

N

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

5

10

72

ccggcagetce cgtgaaggtce
tgcactgggt gaggcaggca
aaaccggcgg gacagcctac
aatccacatc tactgcatat
actattgtgce cgattacgac

ccgtctcaag ¢

15

buU

120

180

240

300

351
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<400> 86

gatattgtga tgacccagtc tcctectgtcce ctgccagtga caccaggaga
atcagttgca ggagctccca gtectetggte cacagtaacg gcaatactta
tatctgcaga agccagggca gagcccccag ctgctgatct ccaaagtgtce
agcggagtcce ctgacagatt ttcaggcage gggtccggaa ccgatttcac

tccegggtgg aggctgaaga cgtgggegtce tacttttgtt ctcagaatac

cctectgactt ttggecggggg aaccaaggtc gagatcaag
<210> 87
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 87

gatattgtga tgacccagtc tcctctgtcece ctgtcaatca caccaggaga
atcagttgca ggagctccca gtctctggtec cacagtaacg gcaatactta
tatctgcaga agccagggca gagcccccag ctgectgatct ccaaagtgte
agcggagtce ctgacagatt ttcaggcagec gggtccggaa ccgatttcac

tccegggtgg aggctgaaga cgtgggegtce tacttttgtt ctcagaatac

cctctgactt ttggcggggg aaccaaggtc gagatcaag

<210> 88

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 88

atgtccgtge ctactcaggt getggggcetg ctgetgetgt ggctgaccga tgeecegcetge 60
<210> 89

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 89

73

gcctgectcet
cctgecattgg
aaaccggttc
actgaagatt

ccacgtgcce

gcaggcctcet
cctgcattgg
aaaccggttce
actgaagatt

ccacgtgcce

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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gatgtcgtga
atcagttgca
tatctgcaga
tctggagtcce
agtcgggtgg

cctctgactt

tgacccagtc
ggagctccca
agccagggca
ctgacagatt
aggctgaaga

ttggcggggg
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tcctetgage
gtcactggtc
gtccccccag
ttcaggcagc
cgtgggegte

aaccaaggtc

ctgccagtga
cacagcaacg
ctgctgatct
gggtccggaa
tacttctgtt

gagatcaag

caccaggaga
gcaatactta
ctaaagtgag
ccgatttcac

ctcagaatac

<210> 90

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 90
atgtccgtgce ctactcaggt getggggctg ctgetgetgt ggetgaccga tgeccgatgt 60

<210> 91

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 91

gatgtcgtga
atcagttgca
tatctgcaga
tetggagtece
agtcgggtgg

cctctgactt

tgacccagtc
ggagctccca
agccagggca
ctgacagatt
aggctgaaga

ttggcggggg

tcctetgage
gtcactggtc
gtccececccag
ttcaggecage
cgtgggegtce

aaccaaggtc

ctgccagtga
cacagcaacg
ctgctgatct
gggtceggaa
tacttctgtt

gagatcaag

caccaggaga
gcaatactta
ctaaagtgag
ccgatttcac

ctcagaatac

<210> 92

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 92
atgagcgtge ctacccaggt getgggactg ctgetgetgt ggotgactga tgeccgatgt 60

<210> 93
<211>172

74

gcctgeetcet
cctgcattgg
taaccggtte
actgaagatt

ccacgtgcce

gcctgecetcet
cctgcattgg
taaccggttc
actgaagatt

ccacgtgecece

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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15

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 93

Met

Arg

Glu

Ile

Pro
65

Ile

Thr

Glu

Thr

Glu
145

Arg

<210> 94

<211>172

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 94

Ser

Ala

Phe

Asp

50

Thr

Asn

Asp

Ala

Met

130

Ala

Ile

Ser

Thr

Lys
35

Lys

Asp

Phe

Pro

Ile

115

Gly

Pro

Leu

Lys

Ser

20

Glu

Glu

Glu

Thr

Glu

100

Gly

Asp

Ile

Lys

Arg

Asn

Ala

Asp

Tyr

Met

85

Asp

Thr

Arg

Asp

His
165
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Ala

Val

Phe

Leu

Leu

70

Phe

val

Ile

Phe

Lys

150

Gly

Lys

Phe

Asn

His

55

Asp

Leu

Ile

Gln

Thr

135

Lys

Ala

Thr Lys

Ala Met
25

Met Ile
40

Asp Met

Ala Met

Thr Met

Arg Asn

105

Glu Asp

120

Asp Glu

Gly Asn

Lys Asp

75

Thr
10

Phe

Asp

Leu

Met

Phe

90

Ala

Tyr

Glu

Phe

Lys
170

Thr

Asp

Gln

Ala

Asn

75

Gly

Phe

Leu

Val

Asn

155

Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

60

Glu

Glu

Ala

Arg

Asp

140

Tyr

Asp

Lys

Ser

Arg
45

Met

Ala

Lys

Cys

Glu

125

Glu

Ile

Arg

Gln
30

Asp

Gly

Pro

Leu

Phe

110

Leu

Leu

Glu

Pro
15

Ile

Gly

Lys

Gly

Asn

95

Asp

Leu

Tyr

Phe

Gln

Gln

Phe

Asn

Pro

80

Gly

Glu

Thr

Arg

Thr
160
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Met

Arg

Glu

Ile

Pro
65

Ile

Thr

Glu

Thr

Glu
145

Arg

<210> 95

<211> 171

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

Ser

Ala

Phe

Asp

50

Thr

Asn

Asp

Ala

Met

130

Ala

Ile

Ser

Thr

Lys

35

Lys

Asp

Phe

Pro

Thr

115

Gly

Pro

Leu

Lys

Ser

20

Glu

Glu

Ala

Thr

Glu

100

Gly

Asp

Ile

Lys

Lys

Asn

Ala

Asp

Tyr

Met
85

Asp

Thr

Arg

Asp

His
165
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Ala

Val

Phe

Leu

Leu

70

Phe

Val

Ile

Phe

Lys

150

Gly

Lys

Phe

Asn

His

55

Asp

Leu

Ile

Gln

Thr

135

Lys

Ala

Thr Lys

Ala Met
25

Met Ile
40

Asp Met

Ala Met

Thr Met

Arg Asn
105

Glu Asp

120

Asp Glu

Gly Asn

Lys Asp

76

Thr

10

Phe

Asp

Leu

Met

Phe
90

Ala

Tyr

Glu

Phe

Lys
170

Thr

Asp

Gln

Ala

Asn

75

Gly

Phe

Leu

Val

Asn

155

Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

60

Glu

Glu

Ala

Arg

Asp

140

Tyr

Asp

Lys

Ser

Arg

45

Leu

Ala

Lys

Cys

Glu

125

Glu

Ile

Arg

Gln

30

Asp

Gly

Pro

Leu

Phe
110

Leu

Leu

Glu

Pro

15

Ile

Gly

Lys

Gly

Asn
95

Asp

Leu

Tyr

Phe

Gln

Gln

Phe

Asn

Pro

80

Gly

Glu

Thr

Arg

Thr
160



10

Met

Ala

Phe

Asp

Thr
65

Asn

Asp

Ala

Met

Ala
145

Ile

<210> 96

<211>172

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

Ser

Thr

Lys

Lys

50

Asp

Phe

Pro

Thr

Gly
130

Pro

Leu

Ser

Ser

Glu

35

Glu

Glu

Thr

Glu

Gly

115

Asp

Ile

Lys

Lys

Asn

20

Ala

Asp

Tyr

Met

Asp

100

Thr

Asp

His

Arg

Val

Phe

Leu

Leu

Phe

85

Val

Ile

Phe

Lys

Gly
165
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Thr

Phe

Asn

His

Asp

70

Leu

Ile

Gln

Thr

Lys
150

Ala

Lys

Ala

Met

Asp

55

Ala

Thr

Arg

Glu

Asp
135

Gly

Lys

Thr Lys

Met Phe
25

Ile Asp
40

Met Leu

Met Met

Met Phe

Asn Ala

105

Asp Tyr
120

Glu Glu

Asn Phe

Asp Lys

77

Thr

10

Asp

Gln

Ala

Asn

Gly

90

Phe

Leu

Val

Asn

Asp
170

Lys

Gln

Asn

Ser

Glu

75

Glu

Ala

Arg

Asp

Tyr
155

Asp

Lys

Ser

Arg

Leu

60

Ala

Lys

Cys

Glu

Glu
140

Ile

Arg

Gln

Asp

45

Gly

Pro

Leu

Phe

Leu

125

Leu

Glu

Pro

Ile

30

Gly

Lys

Gly

Asn

Asp

110

Leu

Tyr

Phe

Gln

15

Gln

Phe

Asn

Pro

Gly

95

Glu

Thr

Arg

Thr

Arg

Glu

Ile

Pro

Ile

80

Thr

Glu

Thr

Glu

Arg
160



Met

Arg

Glu

Ile

Pro
65

Ile

Thr

Glu

Thr

Glu
145

Arg

<210> 97

<211> 136

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

Ser

Ala

Phe

Asp

50

Thr

Asn

Asp

Ala

Met

130

Ala

Ile

Ser

Thr

Lys

35

Lys

Asp

Phe

Pro

Thr

115

Gly

Pro

Leu

Lys

Ser

20

Glu

Glu

Ala

Thr

Glu

100

Gly

Asp

Ile

Lys

Lys

Asn

Ala

Asp

Tyr

Met

85

Asp

Thr

Arg

Asp

His
165
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Ala

Val

Phe

Leu

Leu

70

Phe

val

Ile

Phe

Lys

150

Gly

Lys

Phe

Asn

His

55

Asp

Leu

Ile

Gln

Thr

135

Lys

Ala

Thr Lys

Ala Met
25

Met Ile

40

Asp Met

Ala Met

Thr Met

Arg Asn

105

Glu Asp

120

Asp Glu

Gly Asn

Lys Asp

78

Thr

10

Phe

Asp

Leu

Met

Phe

Ala

Tyr

Glu

Phe

Lys
170

Thr

Asp

Gln

Ala

Asn

75

Gly

Phe

Leu

Val

Asn

155

Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

60

Glu

Glu

Ala

Arg

Asp

140

Tyr

Asp

Lys

Ser

Arg

45

Leu

Ala

Lys

Cys

Glu

125

Glu

Ile

Arg

Gln

30

Asp

Gly

Pro

Leu

Phe

110

Leu

Leu

Glu

Pro

15

Ile

Gly

Lys

Gly

Asn

95

Asp

Leu

Tyr

Phe

Gln

Gln

Phe

Asn

Pro

80

Gly

Glu

Thr

Arg

Thr
160



Gly

Ser

Cys

Ala

Asp

65

Gly

Glu

Leu

Trp

Gln

His

Tyr

Cys

50

Met

Leu

Phe

Lys

Ile
130

Tyr

val

Phe

35

Ser

Asn

Lys

Asn

Asn

115

Cys

Asn

Ser

20

Ile

Glu

Phe

Lys

Asn

100

Thr

Asn

Cys

Ser

Ser

His

Leu

Glu

85

Trp

Glu

Lys
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Pro

Cys

Thr

Gly

Lys

70

Pro

Phe

Vval

Pro

Gly

Ser

Val

Ala

55

Arg

Gly

Asn

Ser

Tyr
135

Gln Tyr

Glu Asp
25

Lys Arg
40

Thr Leu

Tyr Ala

His Pro

Val Thr

105

Ser Met
120

Lys

79

Thr

10

Trp

Ser

Ala

Gly

Trp

90

Gly

Glu

Phe

vVal

Trp

Val

Arg

75

Lys

Ser

Cys

Ser

Gly

Thr

Ile

60

Glu

Trp

Asp

Glu

Met

Tyr

Ser

45

Asp

Glu

Ser

Lys

Lys
125

Pro

Gln

30

Ala

Ser

His

Asn

Cys

110

Asn

Ser

15

Arg

Gln

Glu

Trp

Gly

95

Val

Leu

Asp

Lys

Asn

Lys

Val

80

Lys

Phe

Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-polipéptido de cadena ligera reguladora de la miosina (Myl)9 o un fragmento de unién a Myl9 del
mismo, en el que dicho anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en los siguientes anticuerpos:

(1) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(2) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(3) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(4) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(5) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(6) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(7) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(8) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(9) un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66;
(10) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 64, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(11) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 63, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(12) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 56, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(13) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 57, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(14) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 55, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(15) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 58, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(16) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 59, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(17) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 60, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(18) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 61, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68;
(19) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 65;
(20) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 67;
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(21) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 66; y

(22) un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende un péptido representado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 62, y una region variable de cadena ligera que
comprende un péptido representado por la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 68.

2. El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun la reivindicacién 1 que comprende cadenas
pesadas y ligeras, en el que la regidn constante de dicha cadena pesada es IgG.

3. El anticuerpo anti-Myl9 o su fragmento de unién a Myl9 segun la reivindicacion 2, en el que la regidén constante de
dicha cadena pesada es la region constante de IgG2 humana.

4. El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de uniéon a Myl9 del mismo segun la reivindicacién 3, en el que dicha regién
constante de IgG2 humana posee mutaciones V234A y G237A.

5. El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun la reivindicacion 3 6 4, en el que dicha region
constante tiene la supresion del resto de lisina C-terminal.

6. El anticuerpo anti-Myl9 o fragmento de unién a Myl9 del mismo segun la reivindicacion 2, en el que la regién
constante de dicha cadena ligera comprende la region constante de Igk humana.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de uniéon a Myl9 del mismo segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, y un vehiculo o aditivo farmacéuticamente aceptable.

8. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 7, para uso en el tratamiento de inflamacion alérgica de las
vias respiratorias 0 enfermedad inflamatoria del intestino.

9. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7, en la que la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis
ulcerosa o enfermedad de Crohn.

10. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 7, para uso en el tratamiento del cancer colorrectal, en la que
la composicion farmacéutica se usa en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1.
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Fig.3 ,

Absorbancia (450 nm)
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Fig.4-1
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Fig.15

Expresion de los genes Myl9, Myl12a
y Myl12b en tumor CT26. WT
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