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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-transglutaminasa 2
La presente invencion se refiere a inhibidores de TG2 y a métodos para proporcionar y usar dichos inhibidores.

La transglutaminasa tipo 2 (TG2; también conocida como transglutaminasa tisular, Tgt) es parte de la familia de las
transglutaminasas de 9 miembros mas amplia que incluye el factor Xllla, que es critico para la coagulacién de la
sangre, asi como la transglutaminasa de queratinocitos (TG1) y la transglutaminasa epidérmica (TG3) que participan
en la diferenciacién terminal del queratinocito. Ademas, existen otros miembros de la familia de TG tales como TG
tipos 4 a 7 donde no se ha identificado funcién definitiva hasta la fecha.

TG2 funciona principalmente como enzima de reticulacion de proteinas catalizando la formacién de enlaces
isodipeptidicos de g(y-glutamil)lisina. La elevada expresion de TG2 conduce a la reticulacion aberrante de proteinas,
que se ha asociado a varias patologias que incluyen diversos tipos de cicatrizaciéon de tejido, formacion de ovillos
neurofibrilares en varios trastornos del cerebro y resistencia a quimioterapia en algunos canceres. TG2 también es
capaz de desamidar proteinas. TG2 desamida gliadina y el complejo TG2/gliadina es el autoantigeno primario en
celiaquia. Ademas, TG2 tiene una funcién de unién a GTP y puede actuar de GTPasa, aunque ésta no se ha
asociado a una funcion patoldgica.

La elevada actividad de TG2 se asocia principalmente a cicatrizacion anormal [1] que conduce a fibrosis hepatica [2],
pulmonar [3], del corazén [4] y renal, [5], asi como a aterosclerosis [6]. El proceso de cicatrizacion y fibrosis se
asocia al aumento de sintesis y, lo que es mas importante, la elevada exportacién de TG2 al espacio intersticial. Una
vez fuera de la célula, TG2 es capaz de reticular proteinas de la matriz extracelular (ECM) tales como fibronectina y
colageno [7] por la incorporacion de un enlace dipeptidico de g(y-glutamil)lisina [8]. Los estudios han mostrado que
esto puede acelerar la deposicion de componentes de ECM disponibles, mientras que al mismo tiempo confiere
resistencia a la eliminacién proteolitica por el sistema de la metaloproteinasa de matriz (MMP) [9, 10]. Tomado
conjuntamente, esto provoca una acumulacion de proteinas de ECM y asi tejido cicatricial [9]. Ademas, TG2 tiene
una funcién emergente en la activacion de TGF-B1 latente en el proceso de cicatrizacion [11] y también se ha
asociado a las vias de activacion de interleucina-6 [12] y del factor de necrosis tumoral o [13].

La inhibicion de TG2 in vitro disminuye los niveles de matriz extracelular [14], mientras que las células derivadas de
ratones inactivados en TG2 tienen niveles mas bajos de ECM madura [9]. La aplicacién in vivo de inhibidores de pan
TG en modelos de enfermedad renal crénica reducen el desarrollo de glomeruloesclerosis vy fibrosis tubulointersticial,
preservando la funcién renal [15, 16].

Se observan beneficios similares en el raton inactivado en TG2 sometido a obstruccion uretérica unilateral [17].

Existen varias enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la presencia de agregados de proteina en la
region degenerativa del cerebro en las que TG2 participa en su formacion. La mejor caracterizada es la corea de
Huntington. La proteina de Huntington (htt) contiene repeticiones de poliglutamina expandidas en su dominio de
extremo N. Ninguna htt mutante contiene menos de 35 glutaminas consecutivas, mientras que la htt relacionada con
la enfermedad normalmente tiene mas de 40 glutaminas consecutivas que hace que sea un sustrato excelente de
TG2. Posteriormente, se forman agregados insolubles en el estriado y la corteza de pacientes con enfermedad de
Huntington. La frecuencia de agregados se correlaciona bien con la gravedad de la enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer se tipifica por la presencia de placas seniles extracelulares compuestas de proteina 8
amiloide agregada y ovillos neurofibrilares intracelulares que consisten en una forma altamente fosforilada de la
proteina tau. Estas placas contienen grandes cantidades de enlaces isodipeptidicos de €(y-glutamil)lisina.

Finalmente, un distintivo de la enfermedad de Parkinson es la presencia de agregados de alfa-sinucleina llamados
cuerpos de Lewy en el citoplasma de las neuronas afectadas, que nuevamente contienen enlaces isodipeptidicos de
g(y-glutamil)lisina. Todas las proteinas anteriormente mencionadas son buenos sustratos de TG2 in vitro. Ademas, la
region del cerebro afectada contiene mayores niveles de proteina TG2 que las regiones no afectadas del cerebro en
los mismos pacientes. La correlacion entre la especificidad por sustrato de TG2 por proteinas agregadas relevantes
para la enfermedad y los elevados niveles de expresion de TG2 sugieren una funcién para TG2 enzimaticamente
activa en cada enfermedad.

Se ha mostrado que los inhibidores de TG ejercen efectos terapéuticos en midltiples modelos bioldgicos de
enfermedades neurodegenerativas. En un modelo de cultivo celular de enfermedad de Parkinson que transfecta
células COS-7 con alfa-sinucleina y TG2 simultdneamente, agregados covalentes de sinucleina, reminiscentes de
cuerpos de Lewy en enfermedad de Parkinson, forman y dependen de TG2 enzimaticamente activa puesto que el
mutante de TG2 inactivo C277S dejoé de inducir la formacién de agregados. El tratamiento de estas células
cotransfectadas con cistamina redujo significativamente la cantidad de agregados de alfa-sinucleina, asi como el
porcentaje de células que contenian los agregados. Ha habido otros dos informes en los que proteinas con longitud
normal y proteinas de repeticion de poliglutamina expandida, representativas de enfermedades de CAG expandida,
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tales como enfermedad de Huntington, se han transfectado en lineas celulares y mostrado que forman agregados. El
tratamiento de estas lineas celulares con el inhibidor competitivo de TG monodansilcadaverina condujo a una
disminucion en la fragmentacion nuclear, mientras que el tratamiento con cistamina conduce a tanto una disminucion
en la fragmentacion nuclear como una disminucion en la formaciéon de agregados de proteina. Un ejemplo de un
inhibidor de pan TG es cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tio]imidazolio, que esta disponible de Zedira GmbH y se
menciona en varias publicaciones como NTU283 o r283.

La cistamina tiene un beneficioso efecto terapéutico in vivo cuando se dosifica en modelos de ratén de enfermedad
de Huntington. Los ratones R6/2 de Huntington dosificados con cistamina mostraron funcién motora mejorada,
pérdida de peso menos grave y elevada supervivencia en comparacion con controles no tratados. Y, lo que es méas
importante, la actividad de TG2 ex vivo en homogeneizados de cerebro fue mas baja después de la dosificacion con
cistamina al menos 60 min después de la inyeccién. En un modelo de raton diferente de enfermedad de Huntington,
la cepa YAC128, la cistamina fue capaz de disminuir el nivel de atrofia estriatal, pero incapaz de mejorar el peso o la
funcién motora del animal, que indica un efecto beneficioso de la cistamina a nivel celular y tisular, pero no en los
sintomas de la enfermedad.

Probablemente, la evidencia mas convincente de que el beneficioso efecto terapéutico de la cistamina en ratones de
Huntington es independiente de la inhibiciéon de TG2 ha procedido de cruzar el ratén de Huntington R6/2 con el raton
inactivado en TG2 para crear una cepa susceptible a la neurodegeneracion en ausencia de TG2. Cuando los ratones
R6/2 TG2" se trataron con cistamina, la mejora de la funcion motora y el aumento de la esperanza de vida no fueron
estadisticamente diferentes de la mejora observada en ratones R6/2 TG2** tratados con cistamina. Ademas, los
ratones R6/1 y R6/2 TG2- tuvieron niveles elevados de agregados de proteina neuronal en comparacion con los
ratones R6/1 y R6/2 TG2**, que sugiere un mecanismo de agregacion de proteinas independiente de la actividad de
transamidacion de TG2 en estos modelos. Sin embargo, es de notar que los ratones R6/2 TG2”- mostraron un
retraso en la aparicion de disfuncion motora y supervivencia mejorada en comparacion con los ratones R6/2 TG2**,
que implica una funcién para TG2 en la patogénesis de la neurodegeneracion en el modelo R6/2.

TG2 también esta fuertemente implicado en celiaquia, que afecta a 1 de cada 100 personas en Europa occidental.
La celiaquia es un trastorno inflamatorio del intestino delgado mediado por linfocitos T causado por una clase de
proteinas llamadas prolaminas encontradas en trigo, cebada y centeno. El alto contenido de prolina y glutamina de
estas proteinas las hace resistentes a las proteasas naturales gastricas, pancreaticas e intestinales, y las peptidasas
durante la digestion. Los fragmentos de péptido resultantes siguen sin ser bien digeridos en el intestino delgado y
acceden a la lamina propia intestinal donde, después de la modificacién por TG2, pueden estimular una respuesta
inmunitaria de linfocitos T que conduce a inflamacién y destruccion de la arquitectura intestinal. TG2 intestinal
desamida los restos de glutamina especificos en los péptidos de prolamina dando restos de glutamato. En individuos
HLA-DQ2/8, estos péptidos modificados se presentan a linfocitos T autorreactivos correspondientes por moléculas
de MHC clase Il. Aunque las prolaminas tienen un alto contenido de glutamina (alrededor 30-35 %), solo algunos de
estos restos de glutamina son elegidos como diana por TG2 humana. Una excelente correlacion entre especificidad
por sustrato de TG2, afinidad de union a DQ2 y potencial estimulante de linfocitos T de prolaminas tratadas con TG2
sugiere fuertemente que la desamidacion de péptidos esta mediada por TG2 y desempefia una funcion significativa
en determinar la gravedad de enfermedad. Ademas, los pacientes celiacos generan una autorrespuesta de
anticuerpos a complejos de TG2-gliadina. Estos anticuerpos anti-TG2 se encuentran en tanto el intestino delgado,
donde se ha mostrado que se co-localizan con TG2 extracelular, y en la sangre, donde son explotados como un
marcador de diagnéstico de enfermedad.

A pesar de la ausencia de modelos animales de celiaquia, experimentos ex vivo indican que la inhibiciéon de TG2
tiene el potencial de beneficiar a pacientes con celiaquia. El cultivo de pequefias biopsias intestinales de pacientes
celiacos con ya fuera digestos de gluten tratados con TG2 (desamidados) o no tratados con TG2 (no desamidados)
dieron ambos como resultado la generacion de lineas de linfocitos T del paciente que reconocieron
preferencialmente los péptidos de gluten desamidados en vez de los péptidos de gluten no desamidados. Ademas,
el bloqueo de la actividad de TG2 enddgena en las biopsias de celiacos con cistamina mas de la mitad de las lineas
de linfocitos T resultantes tuvo respuestas proliferativas reducidas en comparacién con los controles tratados no con
cistamina. Las lineas celulares no respondieron bien a los digestos no desamidados. Estos resultados implican que
las poblaciones de linfocitos T sensibles al gluten en las biopsias intestinales de celiacos se desvian naturalmente
hacia el reconocimiento de péptidos de gluten desamidados, a diferencia de péptidos no desamidados, que la
actividad de TG2 enddgena en estas biopsias puede dar como resultado la desamidacion de péptidos de gluten in
situ y que el tratamiento de biopsias de celiacos con inhibidores de TG2 puede reducir la respuesta proliferativa de
linfocitos T reactivos con el gluten.

Otro estudio mostré que el inhibidor de pan-TG, el inhibidor de 2-[(2-oxopropil)tio]imidazolio, era capaz de prevenir la
reticulacion in situ de péptidos de gluten con proteinas enddgenas en finas secciones de tejido tomadas tanto de
pacientes con celiaquia como controles. Lo que es mas importante, los autores mostraron que la incubacién de
pequefias biopsias intestinales de celiacos intactas con 2-[(2-oxopropil)tio]imidazolio previno la activacion de
linfocitos T inducida por la forma no desamidada de un péptido de gluten inmunodominante. A diferencia, la
inhibicion de TG fue ineficaz en controlar la activacion de linfocitos T cuando las biopsias se incubaron con la version
desamidada del mismo péptido. Estos resultados sugieren que la inhibicion de TG2 enddégena en biopsias de
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pacientes celiacos puede prevenir la desamidacion de péptidos de gluten y, por tanto, reducir la activaciéon de
linfocitos T.

Varias observaciones soportan la hipétesis de que TG2 desempefia una funcién en el desarrollo de ciertos tipos de
cancer. Multiples estudios han mostrado que la proteina TG2 esta regulada por incremento en tejido canceroso con
respecto a tejido sano en canceres tales como glioblastomas, melanomas malignos y adenocarcinomas ductales
pancreaticos, por nombrar algunos. Se ha demostrado una correlacion positiva entre la resistencia quimioterapéutica
y el potencial metastasico de ciertos canceres con niveles de expresion de TG2, mientras que en ciertos tipos de
células se ha mostrado que TG2 ejerce efectos antiapoptdsicos sobre las células, mientras que la regulaciéon por
disminucion de ARNip de niveles de expresion de proteinas TG2 o el tratamiento con inhibidores de TG2 sensibiliza
estas células a la apoptosis. Por otra parte, también hay informes de la regulacion por disminucion de la expresion
de TG2 en ciertos tipos de cancer [18]. Recientemente, se ha mostrado que TG2 es un componente de unién para
GPR56, una proteina regulada por disminucién en células cancerosas altamente metastasicas, sugiriendo que TG2
puede actuar como proteina supresora de tumores mediante su interaccion con GPR56 [18].

Los actuales inhibidores de transglutaminasa se clasifican en 3 clases principales: 1) Inhibidores competitivos de
amina (por ejemplo, cistamina y espermina) que compiten con los sustratos de amina natural; 2) inhibidores
alostéricos reversibles, tales como GTP y una clase recientemente descubierta de compuesto con un esqueleto de
acilhidrazida de tieno[2,3-d]pirimidin-4-ona; y 3) inhibidores irreversibles que incluyen derivados de 2-[(2-
oxopropil)tiolimidazolio (acetilan la cisteina del sitio activo), 3-halo-4,5-dihidroisoxazoles (forman un iminotioéter
estable en el sitio activo) y analogos de carbobenciloxi-L-glutaminilglicina con una variedad de restos reactivos
insertados.

La mayoria se han usado en los sistemas experimentales anteriores y mostraron resultados beneficiosos. Sin
embargo, ninguno de estos inhibidores muestra especificidad por isoformas de TG, ya que todos eligen como diana
la triada catalitica conservada dentro del nucleo catalitico de la familia de la transglutaminasa. Por consiguiente,
todos tienen potencialmente la desventaja de co-inhibicién del factor Xllla, TG1 y TG3, que previene eficazmente su
aplicacion en enfermedad humana debido a los efectos secundarios que se pueden esperar.

El documento de patente WO 2006/100679 describe un anticuerpo anti-TG2 especifico producido por tecnologia
recombinante de muestras recogidas de tres pacientes celiacos adultos con altos titulos de anticuerpos anti-TG2.

CUB7402 (ab2386) es un anticuerpo comercialmente disponible de Abcam.

Lai et al., 2007; FASEB 21(14):4131-4143 describe la identificacién de dos formas de GTP alternativamente cortadas
y empalmadas independientes de transglutaminasa tisular en leucocitos humanos, musculo liso vascular y células
endoteliales.

El documento de patente WO 2010/113025 describe el diagndstico selectivo de enfermedades autoinmunitarias
inducidas por el gluten por ensayos de unién que utilizan el principal epitopo celiaco presente en las proteinas de la
familia de la transglutaminasa.

El documento de patente WO 02/068616 describe la transglutaminasa 6 como un indicador de diagndstico de
enfermedades autoinmunitarias.

Di Niro et al.,, 2005; Biochem. J. 388(4): 889-894 describe la caracterizacion de epitopos de anticuerpos
monoclonales mediante la presentacion en fase de fragmentos de genes filtrados.

Di Niro et al., 2007; BMC Biotechnology 7(46): 1-10 describe la construccion de minianticuerpos para el estudio
in vivo de enfermedades autoinmunitarias humanas en modelos animales.

El documento de patente WO 2010/116196 describe el diagndstico selectivo de enfermedades autoinmunitarias
inducidas por el gluten por ensayos de unién que utilizan el principal epitopo celiaco presente en las proteinas de la
familia de la transglutaminasa. El documento de patente documento WO 2010/116196 también describe el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias inducidas por el gluten que inhiben la unién de autoanticuerpos
celiacos por compuestos terapéuticos.

Simon-Vescsei et al., 2012; PNAS 109(2): 433-434 describen que un Unico epitopo conformacional de
transglutaminasa 2, al que contribuyen tres dominios, es critico para la unién y los efectos de anticuerpos en
celiacos.

Sblattero et al., 2002; EUR. J Biochem 269(12): 5177-5178 describen el analisis de la especificidad fina de los
anticuerpos en la enfermedad celiaca utilizando fragmentos de transglutaminasa tisular.

Dada la asociacion de TG2 con numerosos estados de enfermedad y datos convincentes de inhibidores no
especificos, existe una necesidad de inhibidores de TG2 altamente selectivos y de alta eficacia con efectos
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inespecificos minimos.

El listado o la discusidon de un documente aparentemente previamente publicado en esta memoria descriptiva no
debe ser considerado necesariamente como un reconocimiento de que el documento sea parte del estado de la
técnica o sea conocimiento general comun.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno del mismo que se une
selectivamente a un epitopo dentro de la regiéon de nicleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2) humana e inhibe la
actividad de la TG2 humana, en donde dicha regién de nucleo consiste en los aminoacidos 143 a 473 de la TG2
humana, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une selectivamente a la regiéon que
comprende los aminoacidos 304 a 326 de la TG2 humana, y en donde la actividad de la TG2 humana que se inhibe
es la reticulaciéon por TG2 de lisina y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo no inhibe la actividad de TG1, TG3,
TG13 y/o TG7. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo: a. comprende o
consiste en un anticuerpo intacto, o b. comprende o consiste en un fragmento de unién a antigeno seleccionado del
grupo que consiste en: un fragmento Fv (por ejemplo, un fragmento Fv monocatenario o un fragmento Fv unido por
disulfuro); un fragmento Fab y un fragmento de tipo Fab (por ejemplo, un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)2).

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une al mismo epitopo que un
anticuerpo que comprende las siguientes secuencias de CDR:

KASQDINSYLT (LCDRI);

RTNRLFD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISLY (HCDR3).

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo compite con y rompe la uniéon de un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una regién variable de la cadena ligera
seleccionada de las siguientes secuencias:

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVD
GVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLV



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835383 T3

DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVD
GVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y

una region variable de la cadena pesada seleccionada de las siguientes secuencias:

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
VGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVT VSS;

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSG
GRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVS S;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
SGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLV TVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVT VSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTV SS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
SGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVT VSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTV SS.

En una realizacion, la union del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo a TG2 humana se inhibe o
reduce cuando un anticuerpo que tiene una region variable de la cadena ligera se selecciona de las siguientes
secuencias:

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLF
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLM
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLM
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DGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVD
GVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLV
DGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVD
GVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y

una region variable de la cadena pesada seleccionada de las siguientes secuencias:

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISV
GGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT VSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
VGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVT VSS;

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSG
GRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVS S;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
SGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLV TVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVT VSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTV SS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTIS
SGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVT VSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISS
GGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTV SS se une a TG2
humana.

La presente invencion también proporciona un polinucleétido que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo de la invencion y un resto adicional, por ejemplo un resto facilmente detectable, y/o un resto
directamente o indirectamente citotoxico.

La presente invencion también proporciona una composicidon/formulacién farmacéutica que comprende un
anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la presente invencién, o un polinucleétido de la presente
invencién, o un compuesto de la presente invencion, en mezcla con un excipiente, adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, que comprende opcionalmente ademas uno o mas principios activos adicionales,
preferentemente en donde la composicion/formulacion se formula para administracion intravenosa, intramuscular o
subcutanea a un paciente.

La presente invencidon también proporciona un kit de partes que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo de la presente invencion, o un polinucleétido de la presente invencién, o un compuesto de la
presente invencion; y un agente adicional.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la presente
invencion, o un polinucledtido de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, para su uso en
medicina.
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Ademas, la presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la
presente invencién, o un polinucleétido de la presente invencion, o un compuesto de la presente invencion, para su
uso en el tratamiento y/o diagnoéstico de celiaquia, curacién anormal de heridas, cicatrizacion, cicatrices hipertréficas,
cicatrizacion ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracién macular, psoriasis, enfermedades
relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar
intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, mielofibrosis, fibrosis renal tal como
glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular
espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida,
paralisis espinocerebelosa), glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma
esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena
aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de Kaposi, enfermedad
de Hansen y/o colitis colagenosa.

La presente invencion también proporciona un método de producciéon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo, comprendiendo el método aislar el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
una muestra ex vivo obtenida de un animal no humano que se inmunizé previamente usando:

a) un compuesto que comprende:

i) una secuencia de polipéptido que consiste en la secuencia de polipéptido de los aminoacidos 143 a 473 del
TG2 humana, o

ii) una secuencia de polipéptido que consiste en los aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana; vy,
b) opcionalmente un adyuvante;
y en donde el método comprende ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo basandose en su union selectiva a la regidon que comprende los aminoacidos 304 a 326 de la TG2
humana en la TG2 y de su inhibicién de la actividad de la TG2 humana, en donde la actividad de la TG2 que se
inhibe es la reticulacion por TG2 de lisina y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina.

Descripcion detallada

La presente invencidon proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une
selectivamente a un epitopo dentro de la region de nucleo de transglutaminasa tipo 2 humana (TG2).

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento se
puede unir selectivamente a un epitopo dentro de la region de nucleo de TG2 humana, TG2 de rata y/o TG2 de
raton.

Las secuencias de aminoacidos completas de TG2 humana, de rata y de ratén se pueden encontrar con los
nimeros de acceso de GenBank NM_004613, NM_019386.2 y NM_009373.3. La parte codificante de estas
secuencias son del siguiente modo:

Secuencia de nucleotidos de TG2 humana:
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atggccgaggagctggtcttagagaggtgtgatctggagctggagaccaatggccgagaccacca
cacggccgacctgtgcecgggagaagetggtggtgecgacggggceccageccttetggetgaceectge
actttgagggccgcaactacgaggccagtgtagacagtctcaccttcagtgtecgtgaccggeccca
gcccctagccaggaggceccgggaccaaggcecccgtttteccactaagagatgectgtggaggagggtga
ctggacagccaccgtggtggaccagcaagactgcaccctctecgectgcagctcaccacceccggcca
acgcccccatcggecctgtatcgectcagectggaggecteccactggectaccagggateccagettt
gtgctgggccacttcattttgctcttcaacgecctggtgecccageggatgetgtgtacctggactce
ggaagaggagcggcaggagtatgtcctcacccagcagggectttatctaccagggecteggeccaagt
tcatcaagaacataccttggaattttgggcagtttgaagatgggatcctagacatctgecctgatc
cttctagatgtcaaccccaagttcctgaagaacgccggccgtgactgctcececgeccgcagcagccce
cgtctacgtgggccgggtggtgagtggecatggtcaactgcaacgatgaccagggtgtgectgetygg
gacgctgggacaacaactacggggacggecgtcagecccecatgtectggatecggecagegtggacatc
ctgcggcgctggaagaaccacggctgccagegegtcaagtatggeccagtgetgggtecttegecge
cgtggcctgcacagtgctgaggtgcctgggcatccctacccgecgtcgtgaccaactacaactcgg
cccatgaccagaacagcaaccttctcatcgagtacttccgcaatgagtttggggagatccagggt
gacaagagcgagatgatctggaacttccactgctgggtggagtecgtggatgaccaggeccggacct
gcagccggggtacgagggctggcaggecctggacccaacgecccaggagaagagegaagggacgt
actgctgtggcccagttccagttcgtgeccatcaaggagggcgacctgagcaccaagtacgatgeg
ccctttgtctttgcggaggtcaatgccgacgtggtagactggatccagcaggacgatgggtetgt
gcacaaatccatcaaccgttccctgatcgttgggctgaagatcagecactaagagecgtgggececgag
acgagcgggaggatatcacccacacctacaaatacccagaggggtcctecagaggagagggaggcce
ttcacaagggcgaaccacctgaacaaactggccgagaaggaggagacagggatggeccatgecggat
ccgtgtgggccagagcatgaacatgggcagtgactttgacgtctttgecccacatcaccaacaaca
ccgctgaggagtacgtctgcecgectecctgectetgtgececgecacecgtcagectacaatgggatettyg
gggcccgagtgtggcaccaagtacctgctcaacctcaacctggagecctttctctgagaagagegt
tcectetttgecatectetatgagaaataccgtgactgecttacggagteccaacctecatcaaggtge
gggccctcecctcgtggageccagttatcaacagctacctgectggectgagagggacctectacectggag
aatccagaaatcaagatccggatccttggggagcccaagcagaaacgcaagctggtggectgaggt
gtccctgcagaacccgcectcecectgtggecctggaaggctgecaccttcactgtggagggggecggcec
tgactgaggagcagaagacggtggagatcccagaccececgtggaggcaggggaggaagttaaggtyg
agaatggacctgctgccgctceccacatgggecctccacaagectggtggtgaacttecgagagecgacaa
gctgaaggctgtgaagggcttcecggaatgtcatcattggececececgectaa

Secuencia de aminoacidos de TG2 humana:

MAEELVLERCDLELETNGRDHHTADLCREKLVVRRGOPFWLTLHFEGRNYEASVDSLTES
VVTGPAPSQEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVVDQODCTLSLOLTTPANAPIGLYRLSLE
ASTGYQGSSEFVLGHFILLEFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGEFIYQGSAKFIKNI PW
NFGQFEDGILDICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGR
WDNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYGQCWVEFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNEFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQALDPT
POEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVEFAEVNADVVDWIQODDGSVHEKSINRSL
IVGLKISTKSVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGMAMRIRVG
QSMNMGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGILGPECGTKYLLNLNLEPFSEK
SVPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVINSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQK
RKLVAEVSLONPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTVEIPDPVEAGEEVKVRMDLLP LHMG
LHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVIIGPA*

Secuencia de nucledtidos de TG2 de rata
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Atggccgaggagctgaacctggagaggtgcgatttggagatacaggccaatggeccgtgatcacca
cacggccgacctgtgccaagagaaactggtgctgecggecgaggccagcegcttecggectgacactgt
acttcgagggccgtggctatgaggccagegtggacagacttacatttggtgeccgtgacecggecea
gatcccagtgaagaggcagggaccaaggccecgcttctecactgtetgacgatgtggaggagggate
ctggtcagecctetgtgectggaccaacaggacaatgtcecctetegetgecagetetgecaceeccageca
atgctecctgttggeccagtacecgectcagectggagacttectactggetaccaaggetecagette
atgctgggtcacttcatcctgectcecttcaatgectggtgeccageggatgacgtgtacctagatte
agaggcggagcgccgggaatacgtcctcacacagcagggcttcatctaccagggctctgtcaagt
tcatcaagagtgtgccttggaactttgggcagtttgaggatgggatcctggatgcctgectgatg
cttttggatgtgaaccccaagttcctgaaggaccgtagccgggactgectcacgacgcagcagtcce
catctatgtgggccgcgtggtgagcggcatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgettcectgg
gtcgctgggacaacaattatggggacggtatcagtcccatggecctggattggcagecgtggacatt
ctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtatggeccagtgetgggtgtttgecgge
ggtagcctgcacagtgctgecggtgeccttggecatccctaccagagtggtgaccaactacaactceg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaacgagtacggggagctggagagce
aacaagagcgagatgatctggaatttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacct
acagccaggctatgaggggtggcaggccattgaccccacaccgecaggagaagagcgaaggaacat
actgttgtggceccagtctcagtgcgggccatcaaggagggtgacctgagcaccaagtatgatgeg
tccttegtgtttgecgaggtcaacgectgatgtggtggactggatccggecagtcagatgggtetgt
gctcaaatccatcaacaattcecctggtecgtggggecagaagatcagecactaagagecgtgggecegtyg
atgaccgggaggacatcacctatacctacaagtacccagaggggtcecccagaggagagggaagtce
ttcaccagagccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggccatgecggat
ccgagtgggggatggtatgagecttgggcaatgactttgacgtgtttgeccacatcggecaacgaca
cctecggagagcecgtgagtgeccgectectgectetgtgecegecactgtecagectacaacggegtgetyg
gggcccgagtgtggcactgaggacatcaacctgaccctggatcecctactectgagaacagecatccece
ccttegecatcecctctacgagaagtacagecggttgectgaccgagtcaaacctecatcaaggtgeggyg
gtctcctegtecgagccageccgectaacagectacctgetggectgagagagatctctacctggagaat
cctgaaatcaagatccggatcctgggggagecccaagcagaaccgcaaactggtggectgaggtgte
cctgaagaacccactttctgattccctgtatgactgtgtcttcactgtggagggggectggecctga
ccaaggaacagaagtctgtggaggtctcagaccctgtgeccagecaggagatgeggtcaaggtgegyg
gttgacctgttcccgactgatattggecctcecacaagttggtggtgaactteccagtgtgacaaget
gaagtcggtcaagggttaccggaatatcatcatcggecccggectaag

Secuencia de aminodacidos de TG2 de rata

MAEELNLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGQRFRLTLYFEGRGYEASVDRLTFEG
AVTGPDPSEEAGTRKARFSLSDDVEEGSWSASVLDQODNVLSLOLCTPANAPVGQYRLSLE
TSTGYQGSSFMLGHFILLFNAWCPADDVYLDSEAERREYVLTQQGFIYQGSVKFIKSVPW
NFGOFEDGILDACLMLLDVNPKFLKDRSRDCSRRSSPIYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGR

WDNNYGDGISPMAWIGSVDILRRWKEHGCQOVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEYGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQAIDPT

POQEKSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDASEFVFAEVNADVVDWIRQSDGSVLKSINNSL
VVGOKISTKSVGRDDREDITYTYKYPEGSPEEREVEFTRANHLNKLAEKEETGVAMRIRVG
DGMSLGNDFDVFAHIGNDTSESRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENS
IPLRILYEKYSGCLTESNLIKVRGLLVEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQNR
KLVAEVSLKNPLSDSLYDCVEFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDAVKVRVDLEFPTDIGL
HKLVVNEFQCDKLKSVKGYRNIIIGPA*X

Secuencia de nucledtidos de TG2 de ratén:
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atggcagaggagctgctcctggagaggtgtgatttggagattcaggccaatggccgtgaccacca
cacggccgacctatgccaagagaaactggtgctgegtecgtggtcagegettecggetgactetgt
acttcgagggccgtggctacgaggccagcgtggacagecctcacgttcggtgectgtgaccggeccca
gatcccagtgaagaggcagggaccaaggcccgcttectecactgtectgacaatgtggaggagggatce
ttggtcagcctcagtgctggaccaacaggacaatgtcctctcgctacagectctgecacceccagceca
atgctecctattggectgtaccgtctecagectagaggettctactggectaccagggeteccagettt
gtgctgggccacttcatcctgctctacaatgecctggtgeccageccgatgatgtgtacctagacte
agaggaggagcgacgggaatatgtccttacgcaacagggcttcatctaccaaggctctgtcaagt
tcatcaagagtgtgccttggaactttgggcagttcgaggatggaatcctggatacctgectgatyg
ctcttggatatgaaccccaagttcctgaagaaccgtagtcgggactgctcacgececgecagecagtee
catctatgtgggccgcgtggtgagcgccatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgecttctgg
gccgctgggacaacaactatggggatggtatcagtcccatggecctggattggecagtgtggacatt
ctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtacgggcagtgectgggtgtttgecage
ggtggcctgcacagtgctgcggtgcecctcecggecatcecctaccagagtggtgaccaactacaactceg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaatgagttcggggagectggagagce
aacaagagcgagatgatctggaacttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacct
acagccgggctatgaggggtggcaggccattgaccccacaccacaggagaagagcgaagggacat
actgttgtggcccagtctcagtgcgagccatcaaggagggagacctgagtaccaagtatgatgceca
cccttecgtgtttgeccgaggtcaacgetgatgtggtggactggatcecggcaggaagatgggtetgt
gctcaaatccatcaaccgttccttggtecgtggggcagaagatcagcactaagagtgtgggeccgtyg
atgaccgggaggacatcacccatacctacaagtacccagaggggtcacccgaggagagggaagtc
ttcaccaaggccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggccatgcgcat
ccgagtgggggacagtatgagcatgggcaacgacttcgacgtgtttgecccacatcggcaacgaca
cctcggagactcgagagtgtcgtctcctgectctgtgeccecgecactgtcagectacaacggggtgectyg
gggcccgagtgtggcactgaggacatcaacctgacecctggatcectactectgagaacagecatccce
acttcgaatcctctacgagaagtacagecgggtgecctgacagagtcaaacctcatcaaggtgeggyg
gccttectecatcgaaccagectgceccaacagctacctgetggctgagagagatctctacctggagaat
cccgaaatcaagatcecgggtcctgggagaacccaagcaaaaccgecaaactggtggectgaggtgtce
cctgaagaacccactttccgatceccectgtatgactgecatcttcactgtggagggggectggectga
ccaaggagcagaagtctgtggaagtctcagacccggtgeccagegggegatttggtcaaggecacgg
gtcgacctgttcccgactgatattggcctccacaagectggtggtgaacttccagtgtgacaaget
gaagtcggtgaagggttaccggaatgttatcatcggeccecggectaa

Secuencia de aminoacidos de TG2 de ratén:

MAEELLLERCDLEIQANGRDHHTADLCOQEKLVLRRGOQRFRLTLYFEGRGY
EASVDSLTFGAVTGPDPSEEAGTKARFSLSDNVEEGSWSASVLDQODNVL
SLOLCTPANAPIGLYRLSLEASTGYQGSSEVLGHFILLYNAWCPADDVYL
DSEEERREYVLTQQOGFIYQGSVKFIKSVPWNFGOFEDGILDTCLMLLDMN
PKFLEKNRSRDCSRRSSPIYVGRVVSAMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGIS
PMAWIGSVDILRRWKEHGCQOVKYGQCWVEFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEFGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPG
YEGWQATDPTPQEKSEGTYCCGPVSVRATIKEGDLSTKYDAPFVEFAEVNAD
VVDWIRQEDGSVLKSINRSLVVGQKISTKSVGRDDREDITHTYKYPEGSP
EEREVFTKANHLNKLAEKEETGVAMRIRVGDSMSMGNDFDVEFAHIGNDTS
ETRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENSIPLRILYEKY
SGCLTESNLIKVRGLLIEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRVLGEPKONR
5 KLVAEVSLKNPLSDPLYDCIFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDLVKAR

VDLEFPTDIGLHKLVVNFQCDKLKSVKGYRNVIIGPA

Los presentes inventores han producido anticuerpos para TG2 inmunizando ratones con una proteina recombinante
10  que engloba los aminoacidos 143 a 473 del nucleo de TG2 humana. Se cribaron los hibridomas para la especificidad
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e inhibicién de TG2 con cualquier candidato adecuado clonado. Se purificé IgG a partir de estos para calcular la
eficacia y se mapeo el epitopo diana cribando una biblioteca de TG2 humana por presentacién en fagos.

El presente enfoque para producir anticuerpos contra TG2 usando una proteina de nucleo TG2 recombinante no se
ha probado antes y condujo sorprendentemente al aislamiento y la caracterizacion de anticuerpos contra TG2 que
fueron altamente selectivos para TG2 y mostraron fuertes caracteristicas inhibidoras. Intentos previos para producir
anticuerpos contra TG2 han conducido al aislamiento de anticuerpos relativamente no selectivos que reaccionan de
forma cruzada con otros miembros de la familia de la transglutaminasa y asi no representarian anticuerpos
prometedores para uso clinico. Los anticuerpos de la presente invencion, por otra parte, son candidatos
prometedores para ensayos clinicos para enfermedades agravadas por o mediadas por actividad de TG2.

Es sorprendente que el enfoque en la presente solicitud haya conducido a la produccion de anticuerpos muchos mas
eficaces que los previamente producidos. No hubo garantia de que hubiera sido posible producir anticuerpos que
fueran inhibidores de TG2 eficaces inmunizando con la regién de nucleo. Como se indica anteriormente, los
anticuerpos que son inhibidores eficaces pueden no ser suficientemente especificos para TG2 como para ser
usados eficazmente en medicina. Es sorprendente que los anticuerpos contra las regiones divergentes (en
particular, regiones del nucleo que divergen ligeramente entre diferentes miembros de la familia de la
transglutaminasa de TG2) sean inhibidores eficaces y selectivos de TG2.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, los presentes inventores creen que produciendo anticuerpos contra una
proteina mas pequefia que cubre solo el nucleo central, los presentes inventores no solo eliminan algunos de los
epitopos inmunolégicos favorecidos presentes sobre la proteina de longitud completa, sino que los presentes
inventores también fuerzan al direccionamiento del nicleo. Esto parece aumentar la variedad de anticuerpos
disponibles para la seleccién y proporciona una cobertura mas amplia del ndcleo.

El inmunizar con solo el nucleo de TG2 retird6 mucha de la estructura terciaria de la enzima (en particular los dos
dominios de barril beta del extremo carboxi). Es posible que algunos de los epitopos que quizas puedan estar menos
disponibles o sean inmunogénicos dentro de una molécula de TG2 nativa de longitud completa puedan ser epitopos
mas atractivos con el nucleo en el formato descrito en el presente documento. Los anticuerpos descritos en el
presente documento reconocieron epitopos lineales (es decir, unidos a TG2 en un gel reductor de SDS-PAGE),
mientras que 80 % de los anticuerpos que aislaron previamente los presentes inventores usando TG2 de longitud
completa como inmundégeno fueron dependientes de la conformacion. Los presentes inventores fueron capaces de
mostrar que el dominio de nucleo recombinante retuvo la actividad enzimatica, y asi el aislamiento de anticuerpos
inhibidores estuvo probablemente ayudado por la exposicion de epitopos previamente menos favorables localizados
en o cerca del sitio activo. Es interesante y sorprendente que los anticuerpos inhibidores contra TG2 humana se
produjeran inmunizando con el nucleo, dado que la proteina de nucleo recombinante puede no haber demostrado
las mismas caracteristicas de plegamiento que la proteina de longitud completa.

El nucleo catalitico de TG esta altamente conservado entre miembros de la familia de TG y a través de especies.
Esto sugiere que no solo puede ser técnicamente exigente el desarrollo de no solo inhibidores especificos de
molécula pequefia, sino también de inhibidores basados en anticuerpos. Sin embargo, la presente divulgacion
proporciona anticuerpos que son altamente selectivos. Que esto sea posible puede reflejar el hecho de que existen
algunas regiones dentro del dominio catalitico de TG2 donde existe cierta heterogeneidad. Los presentes
anticuerpos pueden, por tanto, explotar estas pequefias diferencias. La sorprendente selectividad de los presentes
anticuerpos puede permitir el desarrollo de agentes terapéuticos que pueden interferir eficientemente con la
actividad de TG2 y asi proporcionar terapias posiblemente eficaces para afecciones agravadas por o causadas por
la actividad de TG2 donde actualmente no existe opcion terapéutica satisfactoria.

A modo de comparacion, los anticuerpos descritos en el documento de patente WO 2006/100679, que se produjeron
por tecnologia recombinante de muestras de tres pacientes celiacos adultos con altos titulos de anticuerpos anti-
TG2, demostraron ser de baja eficacia cuando se probaron por los presentes inventores (Ejemplo 2). Los
anticuerpos de la presente invencion fueron muy superiores a los del documento de patente WO 2006/100679 en
términos de selectividad por TG2 y en términos de actividad inhibidora. Por ejemplo, los presentes inventores
generaron un fragmento Fab del anticuerpo del documento de patente WO 2006/100679, que se aplicé a la misma
concentracion en ensayos de inhibicion de TG2 que los anticuerpos de la presente invenciéon. La cantidad de
fragmento Fab de las pruebas fue dos veces en términos molares que la de los anticuerpos de la presente invencion,
pero aun dejaron de mostrar cualquier inhibicion de actividad de TG2. Cuando se probé el anticuerpo de longitud
completa del documento de patente WO 2006/100679 para la inhibicidon en el ensayo estandar de incorporacion de
putrescina de los presentes inventores, no se encontrd inhibicion de actividad de TG2. Asi, los métodos de la
presente invencion, y los anticuerpos producidos por los métodos, son superiores a los previamente descritos.

Por "anticuerpo" los presentes inventores incluyen moléculas de anticuerpo sustancialmente intactas, asi como
anticuerpos quimeéricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos (en donde al menos un aminoacido esta
mutado con respecto a los anticuerpos humanos que existen de forma natural), anticuerpos monocatenarios,
anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas del anticuerpo, cadenas ligeras del anticuerpo, homodimeros y
heterodimeros de cadena pesadas y/o ligeras de anticuerpo, y fragmentos de unién al antigeno y derivados de los
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mismos. Los presentes inventores también incluyen variantes, fusiones y derivados de los anticuerpos y sus
fragmentos de union al antigeno de los mismos dentro del significado de los términos "anticuerpo” y "fragmentos de
union al antigeno de los mismos".

El término "anticuerpo” también incluye todas las clases de anticuerpos, que incluyen IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Asi,
el anticuerpo puede ser una molécula IgG, tal como una molécula IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. Preferentemente, el
anticuerpo de la invencion es una molécula IgG, o un fragmento de union al antigeno, o variante, fusién o derivado
de la misma. Mas preferentemente, el anticuerpo es una molécula IgG2.

Los anticuerpos, composiciones, usos y métodos descritos en el presente documento engloban variantes, fusiones y
derivados de los anticuerpos definidos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, asi como fusiones de
dichas variantes o derivados, siempre que dichas variantes, fusiones y derivados tengan especificidad de unién por
TG2.

Como los anticuerpos y fragmentos de union al antigeno de los mismos comprenden uno o mas componentes de
polipéptido, variantes, fusiones y derivados del anticuerpo y fragmento de union al antigeno del mismo como se
define en el presente el documento, se pueden preparar usando los métodos de ingenieria de proteinas y
mutagénesis dirigida al sitio bien conocidos en la técnica usando los polinucleétidos recombinantes (véase ejemplo,
véase Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 32 ediciéon, Sambrook y Russell, 2001, Cold Spring Harbor
Laboratory Press).

Asi, se pueden preparar variantes, fusiones y derivados del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
como se define en el presente documento, basandose en el componente de polipéptido del anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo.

Por "fusiéon" los presentes inventores incluyen dicho polipéptido fusionado con cualquier otro polipéptido. Por
ejemplo, dicho polipéptido se puede fusionar con un polipéptido tal como glutatién-S-transferasa (GST) o proteina A
para facilitar la purificacion de dicho polipéptido. Los ejemplos de dichas fusiones se conocen bien por los expertos
en la técnica. Similarmente, dicho polipéptido se puede fusionar con una marca de oligo-histidina tal como His6 o
con un epitopo reconocido por un anticuerpo tal como el epitopo bien conocido Myc-tag. También se incluyen
fusiones con cualquier variante o derivado de dicho polipéptido. Se apreciara que se prefieren las fusiones (o
variantes o derivados de las mismas) que retienen propiedades deseables, tales como tener especificidad de union
por TG2.

La fusion puede comprender o consistir en una porcién adicional que confiere una caracteristica deseable a dicho
polipéptido; por ejemplo, la porcidon puede ser util en detectar o aislar el polipéptido, o promover la captacion celular
del polipéptido. La porcién puede ser, por ejemplo, un resto de biotina, un resto radiactivo, un resto fluorescente, por
ejemplo, un fluoréforo pequefio o un fluoréforo de proteina verde fluorescente (GFP), como bien se conoce por los
expertos en la técnica. El resto puede ser una marca inmunogénica, por ejemplo, una marca Myc, como se conoce
por los expertos en la técnica, o puede ser una molécula lipéfila o dominio de polipéptido que es capaz de promover
la captacion celular del polipéptido, como se conoce por los expertos en la técnica.

Por "variantes" de dicho polipéptido, los presentes inventores se refieren a un polipéptido en donde en una o mas
posiciones ha habido inserciones, deleciones y/o sustituciones de aminoacidos, ya sea conservativas o no
conservativas, a condicion de que dichos cambios den como resultado una proteina cuyas propiedades basicas, por
ejemplo, propiedades de union, termoestabilidad, actividad en un cierto intervalo de pH (estabilidad al pH) no han
cambiado significativamente. "Significativamente" en este contexto significa que un experto en la materia diria que
las propiedades de la variante pueden ser todavia diferentes, pero serian obvias con respecto a las de la proteina
original. Asi, los presentes inventores incluyen variantes del polipéptido donde dichos cambios no alteran
sustancialmente la actividad de dicho polipéptido. En particular, los presentes inventores incluyen variantes del
polipéptido donde dichos cambios no alteran sustancialmente la especificidad de unién por TG2.

Por "sustituciones conservativas" esta previsto combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn;
Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr.

Dichas variantes se pueden preparar usando los métodos de ingenieria de proteinas y mutagénesis dirigida al sitio.

La variante de polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 75 % de identidad con una
0 mas de las secuencias de aminoacidos dadas en el presente documento, por ejemplo, al menos 80 %, al menos
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas
de las secuencias de aminoacidos especificadas en el presente documento.

Se puede determinar el porcentaje de identidad de la secuencia entre dos polipéptidos usando programas
informaticos adecuados, por ejemplo, el programa GAP del Grupo de Computacion Genética de la Universidad de
Wisconsin y se apreciara que el porcentaje de identidad se calcula en relaciéon con los polipéptidos cuyas secuencias
se han alineado 6ptimamente.
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El alineamiento se puede llevar a cabo alternativamente usando el programa Clustal W (como se describe en
Thompson et al., 1994, Nucl. Acid Res. 22:4673-4680).

Los parametros usados pueden ser del siguiente modo:

- Parametros de alineamiento rapido por pares: tamafo K-tuple (palabra); 1, tamafio de ventana; 5, penalizacion
por hueco; 3, numero de diagonales superiores; 5. Método de puntuacion: x porcentaje.

- Parametros de alineamiento multiple: penalizaciéon por abertura de hueco; 10, penalizaciéon por extensiéon de
hueco; 0,05.

- Matriz de puntuacién: BLOSUM.

Alternativamente, se puede usar el programa BESTFIT para determinar alineamientos locales de secuencias.

El anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, variante, fusién o derivado usado en los métodos o usos de la
invencion puede comprender o consistir en uno 0 mas aminoacidos que se han modificado o derivatizado.

Se pueden lograr derivados quimicos de uno o mas aminoacidos por reaccion con un grupo lateral funcional. Dichas
moléculas derivatizadas incluyen, por ejemplo, las moléculas en las que grupos amino libres se han derivatizado
para formar clorhidratos de amina, grupos p-toluenosulfonilo, grupos carboxibenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo,
grupos cloroacetilo o grupos formilo. Se pueden derivatizar grupos carboxilo libres para formar sales, ésteres
metilicos y etilicos u otros tipos de ésteres y hidrazidas. Se pueden derivatizar grupos hidroxilo libres para formar
derivados de O-acilo u O-alquilo. También se incluyen como derivados quimicos los péptidos que contienen
derivados de aminoacidos que existe de forma natural de los veinte aminoacidos estandar. Por ejemplo: se puede
sustituir 4-hidroxiprolina por prolina; se puede sustituir 5-hidroxilisina por lisina; se puede sustituir 3-metilhistidina por
histidina; se puede sustituir homoserina por serina y ornitina por lisina. Los derivados también incluyen péptidos que
contienen una o mas adiciones o deleciones, en tanto que se mantengan la actividad requerida. Ofras
modificaciones incluidas son amidacion, acilacion de extremos amino (por ejemplo, acetilacién o amidacién con
acido tioglicolico), amidacion del extremo carboxilo (por ejemplo, con amoniaco o metilamina), y modificaciones
terminales similares.

Se apreciara ademas por los expertos en la técnica que también pueden ser Utiles compuestos peptidomiméticos.
Asi, por 'polipéptido’ los presentes inventores incluyen compuestos peptidomiméticos que son capaces de unirse a
un epitopo dentro de la regidn de nucleo de TG2. El término 'peptidomimético’ se refiere a un compuesto que imita la
conformacion y caracteristicas deseables de un péptido particular como agente terapéutico.

Por ejemplo, dicho polipéptido incluye no solo moléculas en la que los restos de aminoacidos se unen por enlaces
peptidicos (-CO-NH-), sino también moléculas en las que se invierte el enlace peptidico. Dichos peptidomiméticos
retro-inversos se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, tales como los descritos en
Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237. Este enfoque implica preparar pseudo-péptidos que contienen
cambios que implican al esqueleto, y no a la orientacion de las cadenas laterales. Los péptidos retro-inversos, que
contienen enlaces NH-CO en lugar de enlaces peptidicos CO-NH, son mucho mas resistentes a la protedlisis.
Alternativamente, dicho polipéptido puede ser un compuesto peptidomimético en donde uno o mas de los restos de
aminoacidos se enlazan por un enlace -y(CHzNH)- en lugar del enlace amida convencional.

En una alternativa adicional, se puede prescindir por completo del enlace peptidico, a condicién de que se use un
resto conector apropiado que retiene la separacion entre los atomos de carbono de los restos de aminoacidos;
puede ser ventajoso que el resto conector tenga sustancialmente la misma distribucion de carga y sustancialmente
la misma planaridad que un enlace peptidico.

Se apreciara que dicho polipéptido se pueda bloquear convenientemente en su extremo N o C para ayudar a reducir
la susceptibilidad a la digestién exo-proteolitica.

También se ha usado una variedad de aminoacidos no codificados o modificados, tales como D-aminoacidos y N-
metilaminoacidos, para modificar péptidos de mamifero. Ademas, se puede estabilizar una supuesta conformacion
bioactiva por una modificacién covalente, tal como ciclacidon o por incorporacién de lactama u otros tipos de puentes,
por ejemplo, véanse Veber et al.,, 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2636 y Thursell et al., 1983, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 111:166.

Un tema comun entre muchas de las estrategias sintéticas ha sido la introduccion de algunos restos ciclicos en una
region estructural basada en péptidos. El resto ciclico restringe el espacio conformacional de la estructura del
péptido y esto da frecuentemente como resultado un aumento de la especificidad del péptido por un receptor
bioldgico particular. Una ventaja afiadida de esta estrategia es que la introduccién de un resto ciclico en un péptido
también puede dar como resultado que el péptido tenga una sensibilidad reducida a peptidasas celulares.

Asi, los polipéptidos a modo de ejemplo utiles en los métodos y usos de la invencidon comprenden o consisten en
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aminoacidos terminales de cisteina. Dicho polipéptido puede existir en una forma ciclica heterodética por formacion
de enlaces disulfuro de los grupos mercapturo en los aminoacidos terminales de cisteina o en una forma homodética
por formacion de enlaces peptidicos de amida entre los aminoacidos terminales. Como se indica anteriormente, el
ciclar péptidos pequefios mediante enlaces disulfuro o amida entre las cisteinas de los extremos N y C puede evitar
los problemas de especificidad y semivida observados algunas veces con los péptidos lineales, disminuyendo la
protedlisis y también aumentando la rigidez de la estructura, que puede dar compuestos de mayor especificidad. Los
polipéptidos ciclados por enlaces disulfuro tienen extremos amino y carboxi libres que todavia pueden ser
susceptibles a la degradacién proteolitica, mientras que los péptidos ciclados por formacién de un enlace amida
entre la amina del extremo N y el carboxilo del extremo C y, por tanto, ya no contienen extremos amino o carboxi
libres. Asi, los péptidos se pueden enlazar ya sea por un enlace C-N o un enlace disulfuro.

La presente invencién no se limita de ningin modo por el método de ciclacion de péptidos, pero engloba péptidos
cuya estructura ciclica se puede lograr por cualquier método adecuado de sintesis. Asi, enlaces heterodéticos
pueden incluir, pero no se limitan a, la formaciéon mediante puentes de disulfuro, alquileno o sulfuro. Los métodos de
sintesis de péptidos ciclicos homodéticos y péptidos ciclicos heterodéticos, que incluyen puentes de disulfuro,
sulfuro y alquileno, se desvelan en el documento de patente US 5.643.872. Otros ejemplos de métodos de ciclacion
se tratan y desvelan en el documento de patente US 6.008.058.

Un enfoque adicional a la sintesis de compuestos peptidomiméticos estabilizados ciclicos es la metatesis con cierre
de anillo (RCM). Este método implica las etapas de sintetizar un precursor de péptido y ponerlo en contacto con un
catalizador de RCM para dar un péptido conformacionalmente restringido. Los precursores de péptido adecuados
pueden contener dos o0 mas enlaces C-C insaturados. El método se puede llevar a cabo usando técnicas de sintesis
de péptidos en fase soélida. En esta realizacion, el precursor, que se ancla a un soporte soélido, se pone en contacto
con un catalizador de RCM y el producto se escinde entonces del soporte soélido dando un péptido
conformacionalmente restringido.

Otro enfoque, desvelado por D. H. Rich en Protease Inhibitors, Barrett and Selveson, eds., Elsevier (1986), ha sido
para disefiar peptidomiméticos mediante la aplicacion del concepto de analogos del estado de transicion en el
disefio de inhibidores enzimaticos. Por ejemplo, se sabe que el alcohol secundario de estalina imita el estado de
transicion tetraédrico del enlace amida escindible del sustrato de pepsina.

En resumen, las modificaciones terminales son utiles, como se conoce bien, para reducir susceptibilidad por
digestidon de proteinasa y, por tanto, para prolongar la semivida de los péptidos en soluciones, particularmente en
liqguidos biolégicos donde pueden estar presentes proteasas. La ciclacion de polipéptidos también es una
modificacién util debido a las estructuras estables formadas por ciclaciéon y en vista de las actividades biolégicas
observadas para los péptidos ciclicos.

Asi, dicho polipéptido puede ser ciclico. Sin embargo, alternativamente, dicho polipéptido puede ser lineal.

Por "se une selectivamente a un epitopo dentro de la region de nucleo de TG2", los presentes inventores entienden
un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que es capaz de unirse selectivamente a un epitopo en la
region de nucleo de TG2. Por "capaz de unirse selectivamente” los presentes inventores incluyen dichos restos de
union derivados de anticuerpo que se unen al menos 10 veces mas fuertemente al nucleo de TG2 que a otras
proteinas; por ejemplo, al menos 50 veces mas fuertemente, o al menos 100 veces mas fuertemente. El resto de
unién puede ser capaz de unirse selectivamente a un epitopo en el nucleo de TG2 en condiciones fisioldgicas, por
ejemplo, in vivo.

Dicha especificidad de unién se puede determinar por métodos bien conocidos en la técnica, tales como
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, transferencia Western y
citometria de flujo usando células transfectadas que expresan TG2 o el nucleo de TG2, o un fragmento de la misma.
Los métodos adecuados para medir intensidades relativas de unién incluyen inmunoensayos, por ejemplo, donde el
resto de unidn es un anticuerpo (véase Harlow y Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Habor
Laboratory Press, New York). Alternativamente, la unidon se puede evaluar usando ensayos competitivos o usando
analisis Biacore® (Biacore International AB, Suecia).

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencion se una exclusivamente a TG2.

Se apreciara por los expertos en la técnica que la especificidad de uniéon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo se confiere por la presencia de regiones determinantes de la complementariedad (CDR) dentro
de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras constituyentes. Como se trata mas adelante, en una
realizacién particularmente preferida de los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos definidos
en el presente documento, la especificidad de unién por TG2 se confiere por la presencia de una o mas de las CDR
identificadas. Por ejemplo, las secuencias que pueden comprender o consistir en las secuencias de CDR de AB-1
VL y VH incluyen KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG y LISLY. En un
ejemplo adicional, las secuencias que pueden comprender o consistir en las secuencias de CDR de BB-7 VL y VH
incluyen KASQDINSYLT, LTNRLMD, LQYVDFPYT, SSAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG y LISPY. Las secuencias que
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pueden comprender o consistir en las secuencias de CDR de DC-1 VL y VH incluyen KASQDINSYLT, LVNRLVD,
LQYDDFPYT, THAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG y LISTY. Se prefiere que los anticuerpos y fragmentos de unién al
antigeno de los mismos definidos en el presente documento comprendan o consistan en las secuencias de CDR, o
Secuencias de CDR y flanqueantes, como se define en la Tabla 24A. Lo mas preferido es que los anticuerpos y
fragmentos de union al antigeno de los mismos definidos en el presente documento comprendan o consistan en las
secuencias de CDR, o Secuencias de CDR y flanqueantes, del anticuerpo AB-1, o BB-7 o DC-1 a modo de ejemplo
(como se define, por ejemplo, en la Tabla 24A).

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo retenga la especificidad de unién por TG2
del anticuerpo original. Por "retiene la especificidad de unién" los presentes inventores entienden que el anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno del mismo es capaz de competir para unirse a TG2 con los anticuerpos a modo de
ejemplo de la divulgacién, por ejemplo, AB-1, AG-1, AG-9, AH-1, AH-3, BB-7, DC-1, EH-6, JE-12, IA-12, DF-4, DH-2,
DD-6 y/o DD-9 (véanse los ejemplos adjuntos). Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo se puede unir al mismo epitopo sobre TG2 que un anticuerpo que comprende las siguientes secuencias:
KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG y LISLY.

Por "epitopo" se pretende significar en el presente documento un sitio de una molécula a la que se une un
anticuerpo, es decir, una region molecular de un antigeno. Un epitopo puede ser un epitopo lineal, que se determina
por, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos, es decir, la estructura primaria, o un epitopo tridimensional, definido
por la estructura secundaria, por ejemplo, plegamiento de una cadena de péptido en hoja beta o hélice alfa, o por la
estructura terciaria, por ejemplo, la forma en la que las hélices u hojas se pliegan o disponen para dar una estructura
tridimensional, de un antigeno.

Se conocen bien en la técnica métodos de determinacion de si un anticuerpo de prueba es capaz de competir por la
union con el segundo anticuerpo (tales como, por ejemplo, técnicas de ELISA de sandwich o ELISA de sandwich
inverso) y se describen, por ejemplo, en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (1988, CSHL, NY, ISBN 0-
87969-314-2).

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo, con especificidad de unién por un epitopo en la regiéon de
nucleo de TG2, también puede retener una o mas de las mismas propiedades bioldgicas que el anticuerpo original
(tal como los anticuerpos a modo de ejemplo proporcionados en los ejemplos).

Como se ha explicado anteriormente, TG2 es una proteina multifuncional dependiente del calcio que cataliza la
formacion de enlaces isopeptidicos de Ne-(y -glutamil)lisina entre los restos de lisina glutamina. TG2 comprende un
dominio de sandwich beta del extremo N que contiene sitios de unién (por ejemplo, fibronectina) y secuencias
requeridas para la exportacion de enzimas. Este se enlaza al dominio catalitico de nucleo. Lo central para el dominio
es una triada catalitica que consiste en Cys 277, Asp 358 e His 355, mas varios sitios de union de calcio putativos.
Este se enlaza al tercer dominio, barril 1 beta, donde reside un sitio de unién a GTP que transporta la enzima con
actividad de GTPasa. El barril 1 beta también contiene un sitio de unién a integrina usado en la adhesion celular. El
barril 1 beta junto con el cuarto dominio de TG2, barril 2 beta, participan en el cambio conformacional en TG2
requerido para su activacién. En un entorno de alto calcio y bajo GTP, el barril 1 y 2 gira hacia abajo desde la forma
inactiva cerrada y plegada para transportar TG2 con una estructura lineal que abre el nucleo catalitico, permitiendo
la activacion (Pinkas et al. (2007) PLoS Biol. Transglutaminase 2 undergoes a large conformational change upon
activation. 5(12): e327).

Por "la regién de nucleo de transglutaminasa tipo 2 (TG2)" los presentes inventores incluyen una regién de TG2 que

comprende la triada catalitica descrita anteriormente, excluyendo el dominio de sandwich beta y los barriles 1 y 2

beta. En el contexto de la presente invencion, la regién de nucleo comprende o consiste en los aminoacidos 143 a

473 de TG2 humana, o un fragmento de la misma.

Los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana consisten en la siguiente secuencia:
CPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFIKNIPWNFGQFEDGILDICLILLDVNPK
FLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGVSPMSWIGSVDILR
RWKNHGCOQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNYNSAHDONSNLLIEYFRNEFGE
IQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQALDPTPQEKSEGTYCCGPVPVRATKEG
DLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQODDGSVHKSINRSLIVGLKISTKSVGRDEREDITHT

YKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGM

Asi, en la presente invencion, la regién de nucleo consiste en los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana. El epitopo
de un anticuerpo descrito en el presente documento podria asi ser cualquier epitopo dentro de la region definida por
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los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana. Asi, el epitopo puede ser un fragmento de esta secuencia o podrian
estar constituido de diversos restos de aminoacidos dentro de este fragmento que pueden no ser adyacentes entre
si en la estructura primaria de aminoacidos, pero se localizan entre si en la estructura secundaria, terciaria o incluso
cuaternaria de la proteina, como seria entendido por un experto en la técnica.

El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencién se une selectivamente a una region que
comprende los aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana. Esta region (aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana) se
denomina el grupo 1 en la Figura 5 y comprende la secuencia de aminoacidos AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGD.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacion se puede unir selectivamente en total o
en parte a una region que comprende los aminoacidos 351 a 365 de TG2 humana. Esta regién (aminoacidos 351 a
365 de TG2 humana) se denomina el grupo 2 en la Figurab y comprende la secuencia de aminoacidos
YEGWQALDPTPQEKS.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacion se puede unir selectivamente en total o
en parte a una region que comprende los aminoacidos 450 a 467 de TG2 humana. Esta region (aminoacidos 450 a
467 de TG2 humana) se denomina el grupo 3 en la Figura5 y comprende la secuencia de aminoacidos
SEEREAFTRANHLNKLAE.

El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion inhiben la actividad de TG2 humana.

En una realizacion de la invencion el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo puede comprender una
0 mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o
RTNRLFD; y/o

LQYDDFPYT,; y/o

SSAMS; y/o
TISVGGGKTYYPDSVKG,; y/o
LISLY.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencién puede comprender una o mas de las
siguientes secuencias de aminoacidos:

TCKASQDINSYLTWEF; y/o

TLIYRTNRLFDGVP o TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o

YCLQYDDFPYTFG,; ylo

FTLSSSAMSWVR o CXAXXFTLSSSAMSWVR; y/o

WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o
YCAKLISLYWG, en donde X es cualquier aminoacido.

Se considera que las secuencias de las realizaciones inmediatamente precedentes comprenden las regiones
determinantes de la complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo AB-1 a modo de
ejemplo (véase el Ejemplo 1) y ciertas variantes humanizadas especificas del anticuerpo AB-1. En una realizacion
adicional, el anticuerpo puede comprender la secuencia de aminoacidos

KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXFXXXXXXXXXX XXXXXXLQYDDFPYT; o
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX X XXX XXXXXXXF;

0 RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; 0 FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en donde X es cualquier aminoacido.

En una realizaciéon adicional, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo puede comprender la
secuencia de aminoacidos TCKASQDINSYLTWF o TCKASQDINSYLTWY; y/o

LLIYRTNRLFDGVP o SLIYRTNRLFDGVP o LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF o}
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o

YCLQYDDFPYTFG,; ylo

FTFSSSAMSWVR o CXAXXFTFSSSAMSWVR; y/o

WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR 0 WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o

YCAKLISLYWG, en donde X es cualquier aminoacido.

Asi, en una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una regiéon
variable de la cadena ligera que comprende las siguientes secuencias: KASQDINSYLT; y RTNRLFD; vy
LQYDDFPYT.

En una realizacién adicional, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede tener al menos una
region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes secuencias: SSAMS; vy
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TISVGGGKTYYPDSVKG; y LISLY.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos
una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK. Estas regiones variables de la cadena ligera
corresponden a las encontradas en el anticuerpo AB-1 a modo de ejemplo (Figuras 7 y 18).

Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una region
variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos:

EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK) o

DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1).

En una realizacién particularmente preferida, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos:

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE); o

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-1_RKJ).

Estas secuencias son variantes humanizadas de las secuencias de la cadena ligera de AB-1 proporcionadas
anteriormente.

En una realizacién de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS. Estas regiones variables de la
cadena pesada corresponden a las encontradas en el anticuerpo AB-1 a modo de ejemplo (Figuras 7 y 18).

Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una region
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos:

EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH).

En una realizacion particularmente preferida, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener
al menos una regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA). Esta secuencia es
una variante humanizada de la secuencia de la cadena pesada de AB-1 proporcionada anteriormente.

Asi, se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacion puede tener:
i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, o
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK), o
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DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1), o
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE), o

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-1_RKJ); y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY

PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS, o
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), o

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA).

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo puede comprender una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o
LTNRLMD; y/o

LQYVDFPYT; y/o

SSAMS; y/o
TISSGGRSTYYPDSVKG; y/o
LISPY.

Se considera que las secuencias de la realizacion inmediatamente precedente comprenden las regiones
determinantes de la complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo BB-7 a modo de
ejemplo (véase la Figura 19). En una realizacion adicional, el anticuerpo puede comprender la secuencia de
aminoacidos KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF XX XXX XXX XXX
XXXXXXLQYVDFPYT; o KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXKX XXX XXX XXX XXX XKXXKXXXXXF; o
LTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF; 0 FXXXXXXXXXXXXXXXXXLQYVDFPYT, en donde X es cualquier aminoacido.

Asi, en una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencién, el anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo puede tener al menos una region variable de la cadena ligera que comprende las siguientes
secuencias: KASQDINSYLT; y LTNRLMD; y LQYVDFPYT.

En una realizacion adicional de cualquier aspecto de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo puede tener al menos una regioén variable de la cadena pesada que comprende las siguientes
secuencias: SSAMS; y TISSGGRSTYYPDSVKG,; y LISPY.

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo puede tener al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPS
RFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK. Esta region variable de la cadena ligera
corresponde a la encontrada en el anticuerpo BB-7 a modo de ejemplo (Figura 19).

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo puede tener al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS. Esta regién variable de la cadena
pesada corresponde a la encontrada en el anticuerpo BB-7 a modo de ejemplo (Figura 19).

Asi, se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacion pueda tener:
i) al menos una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPS
RFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK; y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS.
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Se prevé ademas que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacién pueda tener:
i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLMDGVPS
RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK o
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDGVPS
RFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK; y/o

i) al menos una regidon variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS o]
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS. Estas secuencias corresponden a
variantes humanizadas del anticuerpo BB-7 (véanse las Tablas 23, 24 y 24A).

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo puede comprender una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT,; y/o
LVNRLVD; y/o

LQYDDFPYT ylo

THAMS; y/o
TISSGGRSTYYPDSVKG,; y/o
LISTY.

Se considera que las secuencias de la realizacion inmediatamente precedente comprenden las regiones
determinantes de la complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo DC-1 a modo de
ejemplo (véase la Figura 20). En una realizacion adicional, el anticuerpo puede comprender la secuencia de
aminoacidos KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLYNRLYDXXXXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXX
XXXXXXLQYDDFPYT o} KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXA; o]
LVNRLVDXXXXXXXXXXXXXXXA; 0 AXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en donde X es cualquier aminoacido.

Asi, en una realizacién de cualquier aspecto de la presién invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo puede tener al menos una region variable de la cadena ligera que comprende las siguientes secuencias:
KASQDINSYLT; y LVNRLVD; y LQYDDFPYT

En una realizacién adicional de cualquier aspecto de la presente invencién, el anticuerpo fragmento de union
antigeno del mismo puede tener al menos una region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes
secuencias: THAMS; y TISSGGRSTYYPDSVKG,; y LISTY.

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo puede tener al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPS
RFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK. Esta regién variable de la cadena ligera
corresponde a la encontrada en el anticuerpo DC-1 a modo de ejemplo (Figura 20).

En una realizacion de cualquier aspecto de la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo puede tener al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS. Esta region variable de la cadena
pesada corresponde a la encontrada en el anticuerpo DC-1 a modo de ejemplo (Figura 20).

Asi, se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacién pueda tener:

i) al menos una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPS
RFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK; y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLIS TYWGQGTTLTVS.

Se prevé ademas que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacién pueda tener:

i) al menos una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLVDGVPS
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RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK o
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVYDGVPS
RFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y/o

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVTVSS o

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGGRSTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS. Estas secuencias
corresponden a las variantes humanizadas de DC-1 proporcionadas en las Tablas 23, 24 y 24A.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede comprender
una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o

XXNRLXD; y/o

LQYXDFPYT,; y/o

XXAMS; ylo

TISXGGXXTYYPDSVKG,; y/o

LISXY, en donde X es cualquier aminoacido.

Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede comprender
una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(KIQ/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); y/o
(RILIVIDIAY(TVIAYN/S)(R/N)L(FIM/V/EIQ)(D/T/S); ylo
(L/Q)Q(Y/H)(DIVIN)DIT)(F/Y)P(YILIW)T; ylo
(SIT)(S/HIY)AMS; ylo
(TIA)IS(V/SIG)(G/S)G(G/R)(K/S)TYY (P/A)DSVKG; ylo
(L/D)(I/G)(SIG)(LIPITV)Y.

Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una regiéon variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVR
FSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK. Esta regién variable de la cadena ligera se
corresponde con la que se encuentra en el anticuerpo ejemplar DD-9 (Figura 25).

Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKR
YNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA.

Esta regién variable de la cadena pesada se corresponde con la encontrada en el anticuerpo ejemplar DD-9 (Figura
25).

Asi, se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la divulgaciéon pueda tener:
i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVR
FSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK; y

ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKR
YNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA.

Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede describirse en el presente documento como que
tiene al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVR
FSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK.

Esta region variable de la cadena ligera corresponde a la encontrada en el anticuerpo DH-2 a modo de ejemplo
(Figura 26).
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Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo descrito en el presente documento puede tener al menos
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKR
YNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA.

Esta region variable de la cadena pesada corresponde a la encontrada en el anticuerpo DH-2 a modo de ejemplo
(Figura 26).

Asi, se prevé que un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la divulgacién pueda tener:
i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVR
FSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK; y
ii) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKR
YNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA.

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo pueda tener:

i) al menos una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a cualquiera de las secuencias VK proporcionadas en cualquiera de las Figuras 18 a 28; y/o

i) al menos una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a cualquiera de las secuencias VH proporcionadas en cualquiera de las Figuras 18 a 28 o un
fragmento, variante o su derivado.

Como se indica anteriormente, se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la descripcion
precedente pueda comprender una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 75 % de identidad con una o
mas de las secuencias de aminoacidos dadas anteriormente, por ejemplo, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos
95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas de las
secuencias de aminoacidos especificadas anteriormente. También se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno pueda comprender hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas inserciones, deleciones, sustituciones
conservativas y/o sustituciones no conservativas.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion puede comprender una o mas de las
siguientes secuencias de aminoécidos:

KASQDINSYLT; y/o

XXNRLXD; y/o

LQYXDFPYT,; y/o

XXAMS; y/o

TISXGGXXTYYPDSVKG,; y/o

LISXY, en donde X es cualquier aminoacido.

En una realizacion el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencién comprende una o mas
de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(KIQ/IR)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/IN)YL(T/N/A); y/o
(RILIVIDIA)TIVIAYN/S)(RIN)L(F/M/V/EIQ)(DIT/S); ylo
(L/Q)Q(Y/H)(D/NVIN)(D/T)(F/Y)P(Y/LIW)T; ylo
(SIT)(S/HIY)AMS:; ylo
(TIA)S(VISIG)(GIS)G(G/R)(K/S)TYY (P/A)DSVKG; y/o
(L/DY(/G)(SIG)(LIPITV)Y.

En una realizacién el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la invencion comprende una o mas
de las siguientes secuencias de aminoacidos:

KASQDINSYLT; y/o
RTNRLFD; y/o

LQYDDFPYT,; y/o

SSAMS; y/o
TISVGGGKTYYPDSVKG,; y/o
LISLY.

En una realizacion el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invenciéon puede comprender una

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835383 T3

0 mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

TCKASQDINSYLTWEF; y/o

TLIYRTNRLFDGVP o TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; y/o
YCLQYDDFPYTFG,; ylo

FTLSSSAMSWVR o CXAXXFTLSSSAMSWVR; y/o
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o
YCAKLISLYWG, en donde X es cualquier aminoacido.

Se considera que las secuencias de la realizacion precedente comprenden las regiones determinantes de la
complementariedad de las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo AB-1 ejemplificado.

En una realizacion adicional, el antigeno del mismo puede comprender la secuencia de aminoacidos
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXFXXXXXXXXXX  XXXXXXLQYDDFPYT; o
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXF; 0 RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; o
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, en donde X es cualquier aminoacido.

En una realizacion adicional el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender la
secuencia de aminoacidos TCKASQDINSYLTWF o TCKASQDINSYLTWY; vy/o LLIYRTNRLFDGVP o
SLIYRTNRLFDGVP o LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF o SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; vy/o
YCLQYDDFPYTFG; y/o FTFSSSAMSWVR o CXAXXFTFSSSAMSWVR; y/o WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR
0 WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; y/o YCAKLISLYWG, en donde X es cualquier aminoacido.

Asi, en una realizacién el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede tener al menos una region
variable de la cadena ligera que comprende las siguientes CDR: KASQDINSYLT; y RTNRLFD; y LQYDDFPYT.

En una realizacion adicional el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo puede tener al menos una
region variable de la cadena pesada que comprende las siguientes CDR: SSAMS; y TISVGGGKTYYPDSVKG; y
LISLY.

En una realizacién adicional, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo del segundo aspecto puede
tener al menos una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS

RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK o
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, o
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK), o
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-1_VK1), o
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-1_RKE), o

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDGVPS
RFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-1_RKJ).

En una realizacion adicional mas del segundo aspecto, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
puede tener al menos una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY

PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS o
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS, o
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), o}

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGGGKTYY
PDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA).

Ademas se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo que tiene
al menos una regién variable de la cadena ligera como se integra en el segundo aspecto y al menos una regién
variable de la cadena pesada como se integra en el segundo aspecto.

Para evitar dudas, un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo de la divulgacién puede comprender

cualquier secuencia de aminoacidos proporcionada en relacién con el primer aspecto. Asi, el anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo puede incluir cualquier regién VK y/o VK como se ejemplifica en cualquiera de las
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Figuras 18 a 28 o Tablas 14 a 24 y 24A, o cualquier variante, fragmento o su derivado.

Ademas, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de cualquier aspecto de la invencién puede ser o
comprender cualquier anticuerpo humanizado o quimérico descrito en el presente documento, en particular, el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo puede comprender o consistir en cualquiera de las
secuencias proporcionadas en las Tablas 14 a 24 y 24A.

Se prevé que un anticuerpo o fragmento de union al antigeno descrito en el presente documento pueda comprender
una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 75 % de identidad con una o mas de las secuencias de
aminoacidos dadas anteriormente, por ejemplo, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad con una o mas de las secuencias de aminoacidos
especificadas anteriormente. También se prevé que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno pueda
comprender hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas inserciones, deleciones, sustituciones conservativas y/o
sustituciones no conservativas.

En una realizacion preferida de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del
mismo puede comprender o consistir en un anticuerpo intacto. Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de union
al antigeno del mismo puede consistir esencialmente en un anticuerpo intacto. Por "consistir esencialmente en" los
presentes inventores entienden que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo consiste en una
porcién de un anticuerpo intacto suficiente para presentar especificidad de unién por TG2.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencién puede ser un anticuerpo que no existen de forma
natural. Por supuesto, si el anticuerpo es un anticuerpo que existe de forma natural, se proporciona en una forma
aislada (es decir, distinto de aquél en el que se encuentra en la naturaleza).

En una realizacién de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
puede comprender o consistir en un fragmento de unién al antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un
fragmento Fv; un fragmento Fab; y un fragmento de tipo Fab. En una realizacion adicional, el fragmento Fv puede
ser un fragmento Fv monocatenario o un fragmento Fv unido por disulfuro. En una realizacién adicional mas, el
fragmento de tipo Fab puede ser un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)z.

Los dominios pesados (V) variables y ligeros (VL) variables del anticuerpo participan en el reconocimiento del
antigeno, un hecho reconocido primero por los tempranos experimentos de digestion con proteasa. La confirmacion
adicional se encontré por "humanizacién" de anticuerpos de roedor. Se pueden fusionar dominios variables de origen
de roedor con dominios constantes de origen humano de forma que el anticuerpo resultante retenga la especificidad
antigénica del anticuerpo emparentado con el roedor (Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-
6855).

Se confiere especificidad antigénica por dominios variables y es independiente de los dominios constantes, como se
conoce de experimentos que implican la expresion bacteriana de fragmentos de anticuerpos, todos los cuales
contienen uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al. (1988)
Science 240, 1041); moléculas Fv (Skerra et al. (1988) Science 240, 1038); moléculas de Fv monocatenario (ScFv)
donde los dominios componentes V1 y Vi se enlazan mediante un oligopéptido flexible (Bird et al. (1988) Science
242, 423; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de un solo dominio (dAbs) que
comprenden o que consisten en dominios V aislados (Ward et al. (1989) Nature 341, 544). Una revision general de
las técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de union especificos se e
encuentra en Winter y Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Asi, por "fragmento de union al antigeno" los presentes inventores incluyen un fragmento funcional de un anticuerpo
que es capaz de unirse a TG2.

Los fragmentos de union al antigeno a modo de ejemplo se pueden seleccionar del grupo que consiste en
fragmentos Fv (por ejemplo, Fv monocatenario y Fv unido por sulfuro) y fragmentos de tipo Fab (por ejemplo,
fragmentos Fab, fragmentos Fab' y fragmentos F(ab)2).

En una realizacion de la invencion, el fragmento de unidn al antigeno es un scFv.

Son varias las ventajas de uso de los fragmentos de anticuerpos, en vez de anticuerpos completos. El tamafio mas
pequefio de los fragmentos puede conducir a la mejora de las propiedades farmacoldgicas, tales como mejor
penetracion de tejido sélido. Ademas, los fragmentos de unién al antigeno tales como los fragmentos de anticuerpos
Fab, Fv, ScFv y dAb se pueden expresar en y secretar de E. coli, que permite asi la facil producciéon de grandes
cantidades de dichos fragmentos.

También se incluyen versiones modificadas de anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos, por
ejemplo, modificadas por la unién covalente de polietilenglicol u otro polimero adecuado.
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Se prefiere particularmente que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo sea una molécula
recombinante.

Se conocen bien en la técnica los métodos de generacion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Por ejemplo,
se pueden generar anticuerpos mediante uno cualquiera de varios métodos que emplean induccién de produccién
in vivo de moléculas de anticuerpo, cribado de bibliotecas de inmunoglobulinas (Orlandi. et al., 1989. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 86:3833-3837; Winter et al., 1991, Nature 349:293-299) o generacion de moléculas de anticuerpos
monoclonales por lineas celulares en cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridomas, la
técnica de hibridomas de linfocitos B humanos y la técnica de hibridomas del virus de Epstein-Barr (EBV) (Kohler et
al., 1975. Nature 256:4950497; Kozbor et al., 1985. J. Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al., 1983. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol. 62:109-120).

Convenientemente, la invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo en donde el
anticuerpo es un anticuerpo recombinante (es decir, en donde se produce por medios recombinantes).

En una realizaciéon particularmente preferida de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos monoclonales adecuados para antigenos seleccionados se pueden preparar por técnicas
conocidas, por ejemplo, las desveladas en Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press,
1988) y en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, JGR Hurrell (CRC Press, 1982). Se
proporcionan anticuerpos monoclonales a modo de ejemplo de la invencion y métodos adecuados para su
fabricacion en los ejemplos mas adelante.

También se pueden obtener fragmentos de anticuerpos usando métodos bien conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Harlow y Lane, 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, New York). Por
ejemplo, se pueden preparar fragmentos de anticuerpos de la presente invencién por hidrélisis proteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli o células de mamifero (por ejemplo, cultivo de células de ovario de hamster
chino u otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento. Alternativamente, se pueden
obtener fragmentos de anticuerpos por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos por métodos
convencionales.

En una realizacién de cualquier aspecto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
puede ser un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado.

Se apreciara por los expertos en la técnica que para terapia humana o diagnésticos se pueden usar anticuerpos
humanizados. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos
quiméricos genéticamente manipulados o fragmentos de anticuerpos que tienen porciones minimas derivadas de
anticuerpos no humanos. Los anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos en los que regiones determinantes de
la complementariedad de un anticuerpo humano (anticuerpo receptor) se sustituyen por restos de una region
determinante de la complementariedad de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata o
conejo que tiene la funcionalidad deseada. En algunos casos, restos de la regién estructural de Fv del anticuerpo
humano se sustituyen por restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden
comprender restos que ni se encuentran en el anticuerpo receptor ni en la region determinante de la
complementariedad importada o secuencias de la region estructural. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todas las regiones determinantes de la complementariedad corresponden a las de un anticuerpo no
humano y todas, o sustancialmente todas, las regiones estructurales corresponden a las de una secuencia consenso
humana relevante. Los anticuerpos humanizados también incluyen éptimamente al menos una porcion de una region
constante de anticuerpo, tal como una region Fc, normalmente derivada de un anticuerpo humano (véanse, por
ejemplo, Jones et al., 1986. Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-329; Presta, 1992, Curr
Op. Struct. Biol. 2:593-596).

Se conocen bien en la técnica los métodos de humanizacidon de anticuerpos no humanos. Generalmente, el
anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él de una fuente que es no humana.
Estos restos de aminoacidos no humanos, frecuentemente denominados restos importados, normalmente se toman
de un dominio variable importado. La humanizacion se puede realizar esencialmente como se ha descrito (véanse,
por ejemplo, Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al., 1988. Nature 332:323-327; Verhoeyen et al.,
1988, Science 239:1534-15361; documento de patente US 4.816.567) sustituyendo regiones determinantes de la
complementariedad humanas con regiones determinantes de la complementariedad de roedor correspondientes. Por
consiguiente, dichos anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos, en donde sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto se ha sustituido con la secuencia correspondiente de una especie no humana. En
la practica, los anticuerpos humanizados pueden ser normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos
de la region determinante de la complementariedad y posiblemente algunos restos de la region estructural se
sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.
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También se pueden identificar anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica, que incluyen
bibliotecas de presentaciéon en fagos (véanse, por ejemplo, Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381;
Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581; Cole et al., 1985, en: Monoclonal antibodies and Cancer Therapy, Alan Liss,
pag. 77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147:86-95, Soderlind et al., 2000, Nat Biotechnol 18:852-6 y el documento
de patente WO 98/32845).

El término "aminoacido"”, como se usa en el presente documento, incluye los veinte aminoacidos estandar
genéticamente codificados y sus estereoisémeros correspondientes en la forma 'D' (en comparacion con la forma 'L’
natural), omega-aminodacidos distintos de los aminoacidos que existen de forma natural, aminoacidos no
convencionales (por ejemplo, aminoacidos a,a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, etc.) y aminoacidos quimicamente
derivatizados.

Cuando un aminoacido se enumera especificamente, tal como "alanina" o "Ala" o "A", el término se refiere a tanto L-
alanina como D-alanina, a menos que se establezca explicitamente de otro modo. Otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente invencion, en
tanto que se retenga la propiedad funcional deseada por el polipéptido. Para los péptidos mostrados, cada resto de
aminoacido codificado, cuando corresponda, se representa por la designacion de una sola letra, correspondiente a la
denominacién comun del aminoacido convencional.

En una realizacién, los polipéptidos como se define en el presente el documento comprenden o consisten en L-
aminoacidos.

Una vez se obtienen anticuerpos adecuados, se pueden probar para actividad, tal como especificidad de unién o una
actividad biolégica del anticuerpo, por ejemplo, por ELISA, inmunohistoquimica, citometria de flujo,
inmunoprecipitacion, transferencias Western, etc. Se puede probar la actividad biolégica en diferentes ensayos con
lecturas para esa caracteristica particular.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un polinucleétido que codifica un anticuerpo o un
fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion.

Se describe en el presente documento un polinucledtido aislado que comprende o que consiste en las secuencias de
nucleostidos:

i)
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACT
ATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCA
GGGAAATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCC
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATAT
GAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGG
GGGACCAAACTGGAAATAAAA; y/o

i
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACT
CCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTAT
CCAGACAGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTAT
CTGCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAAACTAATC
AGTCTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

También se describe en el presente documento un polinucleétido aislado que comprende o que consiste en
cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos enumeradas en cualquiera de las Figuras 18 a 28.

Asi, se describe en el presente documento un polinucledtido aislado que comprende o que consiste en las
secuencias de nucledétidos:

i)
GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCATC
ATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATTTAACCTGGTTCCAACAGAAACCA
GGAAAGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACAT
GAAGATATGGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGG
GGGACCAAGCTGGAAATAAAA,; y/o

i)

GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACT
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CCGGAAAAGAGACTGGAGTGGGTCGCAACTATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTAT
CCAGACAGTGTGAAGGGTCGATTCACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATAC
CTGCAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCAAAACTAATC
AGTCCCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

Se describe ademas en el presente documento un polinucledtido aislado que comprende o que consiste en las
secuencias de nucleoétidos:

i) GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAGAGAGAGTCACT
ATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCA
GGGAAATCTCCTAAGATCCTGATCTATCTTGTAAATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATAT
GAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGG
GGGACCAAGCTGGAAATAAAA; y/o

i)
GAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTC

TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACT
CCGGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTAT
CCAGACAGTGTGAAGGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATAT
CTGCAACTGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATC
AGTACCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion inhibe la actividad de TG2. El anticuerpo
de la invencidn inhibe la actividad enzimatica de TG2 y asi previene que funcione para reticular restos de lisina y
glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne-(y-glutamil)lisina. Se prefiere que la actividad enzimatica de TG2 sea
completamente abolida, pero se prevé que la inhibicion puede ser inhibicién parcial en casos donde esta inhibicién
parcial sea suficiente para proporcionar un resultado terapéutico o no terapéutico util. El experto seria capaz de
determinar si el grado de inhibicion es eficaz para lograr el resultado deseado.

Se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo sea especifico para la inhibicién de TG2.
Asi, se prefiere que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo no inhiba actividad de TG1, TG3,
TG13 y/o TG7. Se prevé que un anticuerpo que inhibe eficazmente actividad de TG2 pero es suficientemente
selectivo de manera que no inhibe significativamente actividad de TG1, TG3, TG13 y/o TG7 pueda ser
particularmente util en medicina. Asi, se prefiere que el anticuerpo inhiba exclusivamente actividad de TG2.

También se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo cuya
union a TG2 (por ejemplo, TG2 humana) se inhibe o reduce cuando un anticuerpo segun cualquier aspecto
precedente se une a TG2 (por ejemplo, TG2 humana).

Asi, se describe en el presente documento cualquier anticuerpo que se une selectivamente a un epitopo dentro de la
region de TG2 de forma que pueda competir con y romper la unién de cualquier anticuerpo de los aspectos
precedentes.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento
de union al antigeno del mismo de la presente invencién y un resto adicional.

El resto adicional puede ser un resto directamente o indirectamente citotdxico.

Por "directamente citotdxico" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno que en si mismo
es citotoxico. Por "indirectamente citotoxico" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno,
aunque no es en si mismo citotéxico, puede inducir citotoxicidad, por ejemplo, por su acciéon sobre una molécula
adicional o por accion adicional sobre él.

El resto citotdéxico se puede seleccionar de, pero no se limita a, el grupo que comprende un agente
quimioterapéutico directamente citotdxico, un polipéptido directamente citotéxico, un resto que es capaz de convertir
un profarmaco relativamente no tdxico en un farmaco citotéxico, un radiosensibilizador, un acido nucleico
directamente citotdxico, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido directamente o indirectamente
citotéxico, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico, o un atomo radiactivo. Se prevé
que el atomo radiactivo pueda ser una cualquiera de fésforo-32, yodo-125, yodo-131, indio-111, renio-186, renio-188
0 itrio-90.

Los agentes quimioterapéuticos citotoxicos, tales como agentes antineoplasicos, incluyen: agentes alquilantes que
incluyen mostazas nitrogenadas tales como mecloretamina (HN2), ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan (L-sarcolisina)
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y clorambucilo; etileniminas y metilmelaminas tales como hexametilmelamina, tiotepa; alquilsulfonatos tales como
busulfan; nitrosoureas tales como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), semustina (metil-CCNU) y estreptozocina
(estreptozotocina); y triazenos tales como decarbazina (DTIC; dimetiltriazenoimidazol-carboxamida); antimetabolitos
que incluyen analogos de &cido folico tales como metotrexato (ametopterina); analogos de pirimidina tales como
fluorouracilo (5-fluorouracilo; 5-FU), floxuridina (fluorodesoxiuridina; FUdR) y citarabina (arabindsido de citosina); y
analogos de purina e inhibidores relacionados tales como mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP), tioguanina (6-
tioguanina; TG) y pentostatina (2'-desoxicoformicina). Productos naturales que incluyen alcaloides de la vinca tales
como vinblastina (VLB) y vincristina; epipodofilotoxinas tales como etopdsido y tenipdsido; antibiéticos tales como
dactinomicina (actinomicina D), daunorubicina (daunomicina; rubidomicina), doxorubicina, bleomicina, plicamicina
(mitramicina) y mitomicina (mitomicina C); enzimas tales como L-asparaginasa; y modificadores de la respuesta
bioldgica tales como alfenomas de interferon. Diversos agentes que incluyen complejos de coordinacion de platino
tales como cisplatino (cis-DDP) y carboplatino; antracenodiona tal como mitoxantrona y antraciclina; urea sustituida
tal como hidroxiurea; derivado de metilhidracina tal como procarbazina (N-metilhidracina, MIH); y supresor
adrenocortical tal como mitotano (o,p'-DDD) y aminoglutetimida; taxol y analogos/derivados; vy
agonistas/antagonistas de hormona tales como flutamida y tamoxifeno.

Diversos de estos agentes se han unido previamente a anticuerpos y otros agentes de administracion a sitio diana, y
asi los compuestos de la invencion que comprenden estos agentes pueden ser faciimente preparados por el experto
en la técnica. Por ejemplo, se puede usar conjugacién de carbodiimida (Bauminger y Wilchek (1980) Methods
Enzymol. 70, 151-159) para conjugar una variedad de agentes, que incluyen doxorubicina, con anticuerpos.

Los péptidos citotoxicos o restos de polipéptidos incluyen cualquier resto que conduzca a muerte celular. Se
conocen bien en la técnica los restos de péptidos citotdxicos y de polipéptidos e incluyen, por ejemplo, ricina, abrina,
exotoxina de Pseudomonas, factor tisular y similares. También se conocen en la técnica métodos de unién a los
restos de direccionamiento, tales como anticuerpos. El uso de ricina como agente citotdxico se describe en Burrows
y Thorpe (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 8996-9000, y el uso de factor tisular, que conduce a la coagulaciéon
localizada de la sangre y el infarto de un tumor, se ha descrito por Ran et al. (1998) Cancer Res. 58, 4646-4653 y
Huang et al. (1997) Science 275, 547-550. Tsai et al. (1995) Dis. Colon Rectum 38, 1067-1074 describe la cadena A
de abrina conjugada con un anticuerpo monoclonal. Se describen otras proteinas inactivantes del ribosoma como
agentes citotdxicos en el documento de patente WO 96/06641. También se puede usar exotoxina de Pseudomonas
como resto de polipéptido citotoxico (véase, por ejemplo, Aiello et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 10457-
10461).

También pueden ser Utiles ciertas citocinas, tales como TNFa y IL-2, como agentes citotdxicos.

También pueden ser citotdxicos ciertos atomos radiactivos si se administran en dosis suficientes. Asi, el resto
citotéxico puede comprender un atomo radiactivo que, en uso, administra una cantidad suficiente de radiactividad al
sitio diana de manera que sea citotoxico. Los atomos radiactivos adecuados incluyen fésforo-32, yodo-125, yodo-
131, indio-111, renio-186, renio-188 o itrio-90, o cualquier otro isétopo que emita suficiente energia para destruir las
células vecinas, organulos o acido nucleico. Preferentemente, los isétopos y la densidad de atomos radiactivos en el
compuesto de la invencion son tales que se administra una dosis de mas de 4000 cGy (preferentemente al menos
6000, 8000 o 10000 cGy) al sitio diana y, preferentemente, a las células en el sitio diana y sus organulos,
particularmente el ndcleo. El atomo radiactivo se puede unir al anticuerpo de formas conocidas. Por ejemplo, se
puede unir EDTA u otro agente quelante al anticuerpo y se usa para unir '''In o %Y. Se pueden marcar restos de
tirosina con 25| o 31|,

El resto citotoxico puede ser un polipéptido indirectamente citotéxico adecuado. En una realizacién particularmente
preferida, el polipéptido indirectamente citotoxico es un polipéptido que tiene actividad enzimatica y puede convertir
un profarmaco relativamente no tdxico en un farmaco citotoxico. Cuando el resto de direccionamiento es un
anticuerpo, este tipo de sistema se denomina frecuentemente ADEPT (terapia de enzima-profarmaco dirigido a
anticuerpo). El sistema requiere que el resto de direccionamiento localice la porciéon enzimatica en el sitio deseado
en el cuerpo del paciente (es decir, el sitio que expresa MR, tal como nuevo tejido vascular asociado a un tumor) y
después de dejar el tiempo para que la enzima localice el sitio, administrar un profarmaco que es un sustrato para la
enzima, siendo el producto final de la catalisis un compuesto citotoxico. El objeto del enfoque es maximizar la
concentracion de farmaco en el sitio deseado y minimizar la concentracién de farmaco en tejidos normales (véase
Senter, P.D. et al. (1988) "Anti-tumor effects of antibody-alkaline phosphatase conjugates in combination with
etoposide phosphate" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4842-4846; Bagshawe (1987) Br. J. Cancer 56, 531-2;
y Bagshawe, K.D. et al. (1988) "A cytotoxic agent can be generated selectively at cancer sites" Br. J. Cancer. 58,
700-703.)

La sustancia citotoxica puede ser cualquier farmaco antineoplasico existente tal como un agente alquilante; un
agente que se intercala en ADN; un agente que inhibe cualquier enzima clave tal como dihidrofolato reductasa,
timidina sintetasa, ribonucleétido reductasa, nucledsido cinasas o topoisomerasa; o un agente que efectua la muerte
celular interaccionando con cualquier otro constituyente celular. El etopdsido es un ejemplo de un inhibidor de la
topoisomerasa.
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Los sistemas de profarmaco informados incluyen: un profarmaco de mostaza de fenol activado por una B-
glucuronidasa de E. coli (Wang et al., 1992 y Roffler et al., 1991); un profarmaco de doxorubicina activado por una f3-
glucuronidasa humana (Bosslet et al., 1994); profarmacos de doxorubicina adicionales activados por a-galactosidasa
de grano de café (Azoulay et al., 1995); profarmacos de daunorubicina, activados por a-D-galactosidasa de grano de
café (Gesson et al., 1994); un profarmaco de 5-fluorouridina activado por una pB-D-galactosidasa de E. coli (Abraham
et al., 1994); y profarmacos de metotrexato (por ejemplo, metotrexato-alanina) activados por carboxipeptidasa A
(Kuefner et al., 1990, Vitols et al., 1992 y Vitols et al., 1995). Estos y otros se incluyen en la Tabla 1.

Tabla 1

Enzima Profarmaco
Carboxipeptidasa G2 | Derivados de mostazas de acido L-glutamico y acido benzoico, mostazas de anilina,
mostazas de fenol y mostazas de fenilendiamina; derivados fluorados de estos

Fosfatasa alcalina Fosfato de etopdsido
Fosfato de mitomicina
Beta-glucuronidasa Mostaza de p-hidroxianilina-glucurénido

Epirubicina-glucurénido
Penicilina-V-amidasa | Adriamicina-N-fenoxiacetilo
Penicilina-G-amidasa | N-(4'-hidroxifenilacetil)palitoxina
Doxorubicina y melfalan

Beta-lactamasa Mostaza nitrogenada-p-fenilendiamina de cefalosporina; derivados de doxorubicina;
derivado de vinblastina-cefalosporina, mostaza de cefalosporina; un derivado de taxol

Beta-glucosidasa Acido cianofenilmetil-beta-D-gluco-piranosidurénico

Nitrorreductasa 5-(Azaridin-1-il-)-2,4-dinitrobenzamida

Citosina desaminasa 5-Fluorocitosina

Carboxipeptidasa A Metotrexato-alanina

(Esta tabla esta adaptada de Bagshawe (1995) Drug Dev. Res. 34, 220-230, de la que se pueden obtener las
referencias completas para estos diversos sistemas; el derivado de taxol se describe en Rodrigues, M.L. et al. (1995)
Chemistry & Biology 2, 223).

Las enzimas adecuadas para formar parte de la porcidon enzimatica de la invencién incluyen: exopeptidasas, tales
como carboxipeptidasas G, G1 y G2 (para profarmacos de mostazas glutamilada), carboxipeptidasas A y B (para
profarmacos basados en MTX) y aminopeptidasas (para profarmacos de 2-a-aminocil MTC); endopeptidasas, tales
como, por ejemplo, trombolisina (para profarmacos de trombina); hidrolasas, tales como fosfatasas (por ejemplo,
fosfatasa alcalina) o sulfatasas (por ejemplo, arilsulfatasas) (para profarmacos fosfilados o sulfatados); amidasas,
tales como amidasas de penicilina y arilacilamidasa; lactamasas, tales como (-lactamasas; glucosidasas, tales como
B-glucuronidasa (para antraciclinas de B-glucuronomida), a-galactosidasa (para amigdalina) y B-galactosidasa (para
antraciclina de B-galactosa); desaminasas, tales como citosina desaminasa (para 5FC); cinasas, tales como
urocinasa y timidina cinasa (para ganciclovir); reductasas, tales como nitroreductasa (para CB1954 y analogos),
azoreductasa (para mostazas de azobenceno) y DT-diaforasa (para CB1954); oxidasas, tales como glucosa oxidasa
(para glucosa), xantina oxidasa (para xantina) y lactoperoxidasa; DL-racemasas, anticuerpos cataliticos y
ciclodextrinas.

El profarmaco es relativamente no téxico en comparacion con el farmaco citotoxico. Normalmente, tiene menos de
10 % de la toxicidad, preferentemente menos de 1 % de la toxicidad, como se mide en un ensayo de citotoxicidad in
vitro adecuado. Es probable que el resto que es capaz de convertir un profarmaco en un farmaco citotoxico sea
activo en aislamiento del resto del compuesto, pero solo es necesario que sea activo cuando (a) esté en
combinacion con el resto del compuesto y (b) el compuesto se una a, sea adyacente a o sea internalizado en células
diana.

Cuando cada resto del compuesto es un polipéptido, las dos porciones se pueden unir juntas por cualquiera de las
formas convencionales de reticulacion de polipéptidos, tales como las generalmente descritas en O'Sullivan et al.
(1979) Anal. Biochem. 100, 100-108. Alternativamente, el compuesto se puede producir como un compuesto de
fusion por técnicas de ADN recombinante por las cuales una longitud de ADN comprende regiones respectivas que
codifican los dos restos del compuesto de la invencién, ya sean adyacentes entre si o separadas por una region que
codifica un péptido conector que no destruye las propiedades deseadas del compuesto. Posiblemente, las dos
porciones del compuesto se pueden solapar completa o parcialmente.

El resto citotdxico puede ser un radiosensibilizador. Los radiosensibilizadores incluyen fluoropirimidinas, analogos de
timidina, hidroxiurea, gemcitabina, fludarabina, nicotinamida, pirimidinas halogenadas, 3-aminobenzamida, 3-
aminobenzodiamida, etanixadol, pimonidazol y misonidazol (véanse, por ejemplo, McGinn et al. (1996) J. Natl.
Cancer Inst. 88, 1193-11203; Shewach y Lawrence (1996) Invest. New Drugs 14, 257-263; Horsman (1995) Acta
Oncol. 34, 571-587; Shenoy y Singh (1992) Clin. Invest. 10, 533-551; Mitchell et al. (1989) Int. J. Radiat. Biol. 56,
827-836; lliakis y Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 1235-1241; Brown (1989) Int. J. Radiat.
Oncol. Biol. Phys. 16, 987-993; Brown (1985) Cancer 55, 2222-2228).
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Por tanto, la administracion de genes a células puede radiosensibilizarlas, por ejemplo, la administracion del gen p53
o ciclina D (Lang et al. (1998) J. Neurosurg. 89, 125-132; Coco Martin et al. (1999) Cancer Res. 59, 1134-1140).

El resto adicional puede ser uno que se vuelve citotdxico, o libera un resto citotdxico, tras la irradiacion. Por ejemplo,
el isétopo de boro-10, cuando se irradia apropiadamente, libera particulas a que son citotdxicas (véanse, por
ejemplo, el documento de patente US 4.348.376 de Goldenberg; Primus et al. (1996) Bioconjug. Chem. 7, 532-535).

Similarmente, el resto citotéxico puede ser uno que es util en terapia fotodinamica, tal como fotofrina (véase, por
ejemplo, Dougherty et al. (1998) J. Natl. Cancer Inst. 90, 889-905).

El resto citotéxico puede ser una molécula de acido nucleico que es directamente o indirectamente citotoxica. Por
ejemplo, la molécula de acido nucleico puede ser un oligonucledtido antisentido que, tras la localizacién en el sitio
diana, es capaz de entrar en las células y conducir a su muerte. El oligonucleétido, por tanto, puede ser uno que
previene la expresion de un gen esencial, 0 uno que conduce a un cambio en la expresion génica que provoca
apoptosis.

Ejemplos de oligonucledtidos adecuados incluyen los dirigidos a bcl-2 (Ziegler et al. (1997) J. Natl. Cancer Inst. 89,
1027-1036), y ADN polimerasa a y topoisomerasa lla (Lee et al. (1996) Anticancer Res. 16, 1805-1811.

Pueden ser utiles los acidos nucleicos peptidicos en lugar de los acidos nucleicos convencionales (véase Knudsen y
Nielsen (1997) Anticancer Drugs 8, 113-118).

En una realizacion del compuesto de la invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo vy el
resto citotoxico pueden ser polipéptidos que estan fusionados. Asi, se describe en el presente documento un
polinucleétido que codifica dicho compuesto.

En una realizaciéon adicional, el resto adicional puede ser un resto facilmente detectable. Se prevé que el resto
facilmente detectable pueda comprender una cantidad adecuada de uno cualquiera de yodo-123, yodo-131, indio-
111, fluor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, tecnecio-99m, gadolinio, manganeso o hierro.

Por un "resto facilmente detectable" los presentes inventores incluyen el significado de que el resto es uno que,
cuando se localiza en el sitio diana tras la administracion del compuesto de la invencion a un paciente, se puede
detectar, normalmente no invasivamente desde el exterior del cuerpo y localizar el sitio de la diana. Asi, los
compuestos de esta realizacion de la invencion son utiles en obtencion de imagenes y diagnostico.

Normalmente, el resto facilmente detectable es o comprende un atomo radiactivo que es util en obtencion de
imagenes. atomos radiactivos adecuados Los incluyen tecnecio-99m o yodo-123 para estudios escintigraficos. Otros
restos facilmente detectables incluyen, por ejemplo, etiquetas de espin para imagen por resonancia magnética (IRM)
tales como yodo-123 otra vez, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitr6geno-15, oxigeno-17, gadolinio,
manganeso o hierro. Claramente, el compuesto de la invencidon debe tener suficiente de los isétopos atémicos
apropiados con el fin de que la molécula sea facilmente detectable.

Se pueden incorporar radiomarcas u otras marcas en el compuesto de la invencion de formas conocidas. Por
ejemplo, si el anticuerpo es un polipéptido se puede biosintetizar o se puede sintetizar por sintesis quimica de
aminoacido usando precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, fluor-19 en lugar de
hidrégeno. Marcas tales como %mTc, 123], 186Rh, 88Rh y """In se pueden unir, por ejemplo, mediante restos de
cisteina en el anticuerpo. El itrio-90 se puede unir mediante un resto de lisina. Se puede usar el método IODOGEN
(Fraker et al. (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57) para incorporar yodo-123. La referencia
("Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy", J-F Chatal, CRC Press, 1989) describe otros métodos con detalle.

Se describe en el presente documento un vector que comprende cualquier polinucleétido de la invencion.

Los plasmidos de vectores procariotas tipico son: pUC18, pUC19, pBR322 y pBR329 disponibles de Biorad
Laboratories (Richmond, CA, EE.UU.); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 y pRIT5 disponibles de Pharmacia
(Piscataway, NJ, EE.UU.); vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A,
pNH46A disponibles de Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.).

Un plasmido de vector tipico de células de mamifero es pSVL disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, EE.UU.).
Un ejemplo de un vector de expresion de mamifero inducible es pMSG, también disponible de Pharmacia
(Piscataway, NJ, EE.UU.).

Los vectores de levadura plasmidicos utiles son pRS403-406 y pRS413-416 y generalmente estan disponibles de
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.). Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son
plasmidos de integracion en levadura (Ylps) e incorporan los marcadores de seleccién de levadura HIS3, TRP1,
LEU2 y URAS3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos centromeros de levadura (YCps).
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Se pueden usar métodos bien conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
contienen la secuencia codificante y, por ejemplo, controles transcripcionales o traduccionales apropiados.

Ademas, se describe en el presente documento una célula hospedadora que comprende cualquier polinucleétido o
vector descrito en el presente documento.

Se conocen muchos sistemas de expresion, que incluyen sistemas que emplean: bacterias (por ejemplo, E. coli y
Bacillus subtilis) transformadas con, por ejemplo, bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN de
plasmido o cosmido; levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) transformadas con, por ejemplo, vectores
de expresion en levadura; sistemas de células de insecto transformados con, por ejemplo, vectores de expresion
virales (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células de planta transfectados con, por ejemplo, vectores de
expresion virales o bacterianos; sistemas de células de animal transfectadas con, por ejemplo, vectores de
expresion de adenovirus.

Los vectores pueden incluir un replicon procariota, tal como Col E1 ori, para propagacién en un procariota, aunque el
vector se use para la expresion en otros tipos de células no procariotas. Los vectores también pueden incluir un
promotor apropiado tal como un promotor procariota capaz de dirigir la expresion (transcripcion y traduccién) de los
genes en una célula hospedadora bacteriana, tal como E. coli, transformada con ellos.

Un promotor es un elemento de control de la expresién formado por una secuencia de ADN que permite que ocurra
la union y la transcripcion de ARN polimerasa. Las secuencias promotoras compatibles con hospedadores
bacterianos a modo de ejemplo normalmente se proporcionan en vectores plasmidicos que contienen sitios de
restriccion convenientes para la insercion de un segmento de ADN descrito en el presente documento.

Se puede expresar el polinucleétido en una célula hospedadora adecuada para producir el anticuerpo o compuesto
de la invencion. Asi, el polinucledtido se puede usar segun técnicas conocidas, apropiadamente modificadas en vista
de las ensefianzas contenidas en el presente documento, para construir un vector de expresion, que entonces se
usa para transformar una célula hospedadora apropiada para la expresion y produccion del anticuerpo o compuesto
de la invencion. Dichas técnicas incluyen las desveladas en las patentes de EE.UU. N.° 4.440.859; 4.530.901;
4.582.800; 4.677.063; 4.678.751; 4.704.362; 4.710.463; 4.757.006; 4.766.075; y 4.810.648.

El polinucledtido se puede unir a una amplia variedad de otras secuencias de ADN para introduccién en un
hospedador apropiado. EI ADN acompanante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de introduccion
del ADN en el hospedador, y si se desea mantenimiento episémico o integracion.

Generalmente, el polinucleétido se inserta en un vector de expresion, tal como un plasmido, en orientaciéon
adecuada y marco de lectura correcto para la expresion. Si fuera necesario, el ADN se puede unir a las secuencias
de nucledtidos de control reguladoras transcripcionales y traduccionales apropiadas reconocidas por el hospedador
deseado, aunque dichos controles generalmente estan disponibles en el vector de expresion. Asi, la insercion de
ADN se puede unir operativamente a un promotor apropiado. Los promotores bacterianos incluyen los promotores
lacl y lacZ de E. coli, los promotores T3 y T7, el promotor gpt, los promotores PR y PL del fago A, el promotor pHoA y
el promotor trp. Los promotores eucariotas incluyen el promotor temprano inmediato del CMV, el promotor de
timidina cinasa de VHS, los promotores tardios y tempranos SV40 y los promotores de LTR retrovirales. Otros
promotores adecuados seran conocidos por el experto. Las construcciones de expresion también contendran
deseablemente sitios para el inicio y la terminacion de la transcripcién, y en la region transcrita, un sitio de unién al
ribosoma para la traduccion (Hastings et al., patente internacional N° WO 98/16643, publicada el 23 de abril de
1998)

Entonces, el vector se introduce en el hospedador mediante técnicas convencionales. Generalmente, no todos los
hospedadores se transformaran por el vector y, por tanto, sera necesario seleccionar las células hospedadoras
transformadas. Una técnica de seleccion implica incorporar en el vector de expresiéon un marcador de secuencia de
ADN, con cualquier elemento de control necesario, que codifique un rasgo de seleccién en la célula transformada.
Estos marcadores incluyen dihidrofolato reductasa, G418 o resistencia a neomicina para cultivo celular eucariota, y
tetraciclina, kanamicina o genes de resistencia a ampicilina para cultivar en E. coli y otras bacterias.
Alternativamente, el gen para dicho rasgo de seleccion puede estar en otro vector, que se usa para co-transformar la
célula hospedadora deseada.

Entonces, las células hospedadoras que han sido transformados por el ADN recombinante se cultivan durante un
tiempo suficiente y en condiciones apropiadas conocidas por los expertos en la técnica en vista de las ensefianzas
desveladas en el presente documento para permitir la expresion del polipéptido, que entonces se puede recuperar.

El anticuerpo o compuesto se puede recuperar y purificar de cultivos celulares recombinantes por métodos bien
conocidos que incluyen precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion con &acido, cromatografia de
intercambio anidnico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. Lo mas preferentemente, se
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emplea cromatografia liquida de alta resolucion ("HPLC") para la purificacion.

Se describe aun mas en el presente documento una linea estable de células hospedadoras que produce un
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquiera aspecto precedente o un compuesto de la
invencién resultante de la incorporacion en la linea celular de un polinucleétido exégeno o vector descrito en el
presente documento.

La célula hospedadora puede ser cualquier procariota o eucariota. Las células bacterianas son las células
hospedadoras procariotas preferidas y normalmente son una cepa de Escherichia coli tal como, por ejemplo, las
cepas CH5 de E. coli disponibles de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, EE.UU., y RR1 disponible
de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) de Rockville, MD, EE.UU. (N° ATCC 31343). Las células
hospedadoras eucariotas preferidas incluyen levadura y células de mamifero, preferentemente células de
vertebrados tales como las de un ratdén, rata, mono o linea de células fibroblasticas humanas. Las células
hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que generalmente estan disponibles de
Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU.. Las células hospedadoras de mamifero preferidas
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de ATCC como CCL61, células NIH/3T3 de embrion
de ratén NIH Swiss disponibles de ATCC como CRL 1658, y células COS-1 derivadas de rifidn de mono disponibles
de ATCC como CRL 1650.

Ademas de las propias células hospedadoras transformadas, la presente divulgacion también contempla un cultivo
de las células, preferentemente un cultivo monoclonal (clonalmente homogéneo), o un cultivo derivado de un cultivo
monoclonal, en un medio nutritivo.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion/formulacion farmacéutica que
comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un
polinucledtido segun la invencion, o un compuesto segun la invencion, en mezcla con un excipiente, adyuvante,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por "farmacéuticamente aceptable" se incluye que la formulacion es estéril y libre de pirégenos. Se conocen bien en
la técnica de la farmacia los vehiculos farmacéuticos adecuados. El (Loa) vehiculo(s) deben ser "aceptables", en el
sentido de ser compatibles con el compuesto de la invencién y no perjudiciales para los receptores del mismo.
Normalmente, los vehiculos seran agua o solucidn salina que sera estéril y libre de pirégenos; sin embargo, se
pueden usar otros vehiculos aceptables.

En una realizacion, la composicion/formulacion farmacéutica de la invencién puede comprender ademas un principio
activo adicional, es decir, un agente terapéuticamente activo distinto del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo de la invencion. Se prevé que uno o mas agentes activos adicionales puedan aumentar la eficacia de la
composicién/formulacion farmacéutica contra la enfermedad dirigida segun convenga. En una realizacion, el
principio activo adicional puede ser un agente terapéutico seleccionado de un agente implicado en reducir la
cicatrizacion de tejido, reducir los ovillos neurofibrilares y/o reducir la resistencia a quimioterapia.

En una realizaciéon preferida, la composicién/formulacién farmacéutica se puede formular para administracion
intravenosa, intramuscular o subcutanea a un paciente.

Se prefiere que la composicién/formulacion farmacéutica comprenda una cantidad del anticuerpo o fragmento de
union al antigeno de la invencion eficaz para tratar las diversas afecciones descritos anteriormente y adicionalmente
mas adelante.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un kit de partes que comprende un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencién, o un polinucleétido segun la invencion, o un
compuesto de la invencién; y uno o mas agentes adicionales. Se prevé que los agentes adicionales puedan ser uno
cualquiera de los principios activos adicionales descritos anteriormente, o cualquier otro agente adecuado.

En otro aspecto adicional la invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun
cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invenciéon, o un compuesto, composicién/formulacion
farmacéutica, para su uso en medicina.

TG2 es claramente una enzima multifuncién y se ha asociado a un intervalo de funciones celulares que incluyen
estabilizacion y transporte nuclear [28, 29], endocitosis [30, 31], sefializacion de GTPasa [32-34], apoptosis [35, 36],
adhesién celular [37-39], integridad citoesquelética [28, 29] y estabilizacion de ECM [9]. Un inhibidor de molécula
pequefia pude impedir todas estas funciones ya que en general tienen acceso libre al espacio extracelular y el
interior de la célula. Un anticuerpo no puede entrar en la célula y como tales no se afectarian las funciones
intracelulares de TG2 por el anticuerpo especifico de TG2 administrado in vivo.

Y, lo que es mas importante, la mayoria de las funciones patolégicas de TG2 parecen ser extracelulares, tales como
su funcién en la cicatrizacion de tejido y fibrosis, celiaquia y cancer. Asi, el uso de un anticuerpo que se une
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selectivamente a TG2 en medicina traeria un grado adicional de selectividad que prevendria los efectos
intracelulares no deseados, que se podrian traducir en efectos secundarios no deseados de la terapia.

Por tanto, los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos de la invencion ofrecerian ventajas
clinicas con respecto a los farmacos previamente disponibles, por ejemplo, en el bloqueo de TG2 en enfermedades
fibroticas y de cicatrizacion donde TG2 reticula proteinas de ECM, en celiaquia donde la gliadina se desamida en el
espacio extracelular y en quimiorresistencia en cancer donde la adhesion celular parece ser el factor protector.
Ademas, los pequefos fragmentos de anticuerpos de la invencion, por ejemplo, los fragmentos Fab, podrian
atravesar la barrera hematoencefalica e inhibir TG2 en el cerebro y posiblemente ofrecer terapias eficaces para
patologias neuroldgicas con participacion de TG2.

Asi, se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun
cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invenciéon, o un compuesto, composicién/formulacion
farmacéutica, o kit de partes de la invencion, para su uso en reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un
individuo en necesidad del mismo.

Se describe ademas en el presente documento el uso de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
segun cualquier aspecto de la invencién, o un polinucleétido de la invencion, o un compuesto,
composiciéon/formulacién farmacéutica, o kit de partes de la invencion, en la fabricacion de un medicamento para
reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un individuo en necesidad del mismo.

También se describe en el presente documento un método de reduccion o inhibiciéon de la actividad enzimatica de
TG2 en un individuo en necesidad del mismo, comprendiendo el método la etapa de administrar un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo, o una variante, fusién o su derivado segun cualquier aspecto de la
invencién, o un polinucledtido de la invenciéon, o un compuesto, composiciéon/formulacion farmacéutica, o kit de
partes de la invencion, al individuo.

Un aspecto adicional de la inversion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun
cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invenciéon, o un compuesto, composicién/formulacion
farmacéutica, para su uso en el tratamiento y/o diagndstico de celiaquia, curacion anormal de heridas, cicatrizacion,
cicatrices hipertréficas, cicatrizacion ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracién macular, psoriasis,
enfermedades relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad
pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, mielofibrosis, fibrosis renal
tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular
espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida,
paralisis espinocerebelosa), glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma
esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena
aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecolégico, sarcoma de Kaposi, enfermedad
de Hansen y/o colitis colagenosa.

También se describe en el presente documento el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucleétido de la
invencién, o un compuesto, composicion/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, en la fabricacion
de un medicamento para tratar y/o diagnosticar celiaquia, curacién anormal de heridas, cicatrizacién, esclerodermia,
queloides y cicatrices hipertroficas, cicatrizacién ocular, enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracion
macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo inducido por farmacos, psoriasis, enfermedades relacionadas con la
fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad
pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel, mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y
fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-
rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa),
y/o cancer (por ejemplo, glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma
esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena
aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecolégico, sarcoma de Kaposi, enfermedad
de Hansen, colitis colagenosa).

Se describe ademas en el presente documento un método de tratamiento de y/o diagndstico de celiaquia, curacion
anormal de heridas, cicatrizacion, esclerodermia, queloides y cicatrices hipertréficas, cicatrizacion ocular,
enfermedad inflamatoria del intestino, degeneracion macular, oftalmopatia de Graves, ergotismo inducido por
farmacos, psoriasis, enfermedades relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar tal
como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, fibrosis de la piel,
mielofibrosis, fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis,
enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por
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ejemplo, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por
poliglutaminas, atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2,
3, 6, 7 y 12, atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa) y/o cancer (por ejemplo, glioblastomas tales como
glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni y glioblastoma esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas
ductales pancredticos, leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome
mieloproliferativo, cancer ginecolégico, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Hansen, colitis colagenosa) en un
paciente, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucledtido de la invencién, o un
compuesto, composicién/formulacion farmacéutica, o kit de partes de la invencion, al paciente.

Por "tratamiento" los presentes inventores incluyen tanto el tratamiento terapéutico como profilactico de un
sujeto/paciente. El término "profilactico” se usa para englobar el uso de un anticuerpo, medicamento, compuesto,
composicion, o kit descrito en el presente documento que o bien previene o bien reduce la probabilidad de aparicion
o desarrollo de una afeccion o trastorno (tal como un trastorno relacionado con fibrosis) en un individuo.

Se prefiere que el paciente sea un ser humano, pero el paciente puede ser cualquier otro mamifero que se pueda
beneficiar del tratamiento. Por ejemplo, el paciente puede ser un ratén, una rata, un hamster, un conejo, un gato, un
perro, una cabra, una oveja, un mono o un primate superior.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz", o "cantidad eficaz", o "terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente
documento, se refiere a la cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afeccion y pauta de
administracion dadas. Esta es una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir un efecto
terapéutico deseado en asociacion con el aditivo y diluyente requeridos, es decir, un excipiente o vehiculo de
administracion. Ademas, pretende significar una cantidad suficiente para reducir o prevenir un déficit clinicamente
significativo en la actividad, funcién y respuesta del hospedador. Alternativamente, una cantidad terapéuticamente
eficaz es suficiente para provocar una mejora en una afeccién clinicamente significativa en un hospedador, por
ejemplo, un mamifero.

Los agentes (es decir, anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, variante, fusion o su derivado), medicamentos,
compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invenciéon se pueden administrar usando un
sistema de administracion de farmacos inyectable de liberacion sostenida. Estos se disefian especificamente para
reducir la frecuencia de inyecciones. Un ejemplo de dicho sistema es Nutropin Depot que encapsula hormona de
crecimiento humana recombinante (rhGH) en microesferas biodegradables que, una vez inyectada, liberan rhGH
lentamente durante un periodo sostenido. Preferentemente, la administracion se realiza por via intramuscular (i.m.)
y/o por via subcutanea (s.c.) y/o por via intravenosa (i.v.).

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencion se
pueden administrar por un dispositivo quirirgicamente implantado que libera el farmaco directamente al sitio
requerido. Por ejemplo, Vitrasert libera ganciclovir directamente en el ojo para tratar retinitis por CMV. La aplicacion
directa de este agente toxico al sitio de enfermedad logra terapia eficaz sin los significativos efectos secundarios
sistémicos del farmaco.

Preferentemente, los medicamentos y/o composiciones/formulaciones farmacéuticas de la presente invencién son
una unidad dosificacién que contiene una dosis diaria o unidad, subdosis diaria o una fraccién apropiada de la
misma, del (de los) principio(s) activo(s).

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones farmacéuticas y kits de la invenciéon se administraran
normalmente por cualquier via parenteral, en forma de una composicidon farmacéutica que comprende el (los)
principio(s) activo(s), opcionalmente en forma de un acido organico, o inorganico, no toxico, o base, sal de adicion,
en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y el paciente que se va a
tratar, asi como la via de administracién, se pueden administrar las composiciones a dosis variables.

En terapia humana, los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de
la invencion se pueden administrar solos, pero generalmente se administraran en mezcla con un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéutico adecuado seleccionado con respecto a la via de administracion prevista y la
practica farmacéutica estandar.

Los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencién se
pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, por via intrarterial, por via intraperitoneal,
por via intratecal, por via intramuscular o por via subcutanea, o se pueden administrar por técnicas de infusién. Se
usan mejor en forma de una solucidon acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, sales
suficientes o glucosa parar hacer que la disolucién sea isotdnica con la sangre. Las soluciones acuosas deben ser
adecuadamente tamponadas (preferentemente hasta un pH de desde 3 hasta 9), si fuera necesario. La preparacion
de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se realiza facilmente por técnicas farmacéuticas
convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica.
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Los medicamentos y las composiciones farmacéuticas adecuados para administracion parenteral incluyen
soluciones para inyeccién estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que convierten la formulacion en isotdnica con la sangre del receptor previsto; y
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspensién y espesantes. Los
medicamentos y las composiciones farmacéuticas se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria o multi-dosis,
por ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en una condicion secada por congelacion
(liofilizada) que solo requiere la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua para inyeccion,
inmediatamente antes de uso. Se pueden preparar soluciones o suspensiones para inyeccion extemporanea a partir
de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo previamente descrito.

Para administracion parenteral a pacientes humanos, el nivel diario de dosificaciéon de los agentes, medicamentos y
composiciones farmacéuticas de la invencion sera normalmente desde 1 ug hasta 10 mg por adulto por dia
administrado en dosis Unicas o divididas. El médico determinara en cualquier caso la dosificacion real que sera la
mas adecuada para cualquier paciente individual y variara con la edad, peso y respuesta del paciente particular. Las
dosificaciones anteriores son a modo de ejemplo del caso medio. Puede haber, por supuesto, casos individuales
donde se merezcan intervalos de dosificacion mas altos o mas bajos, y dichos estan dentro del alcance de la
presente invencion.

Normalmente, los medicamentos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencién contendran el
agente de la invenciébn a una concentracion de entre aproximadamente 2 mg/ml y 150 mg/ml o entre
aproximadamente 2mg/ml 'y 200mg/ml. En una realizacién preferida, los medicamentos,
composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencién contendran el agente de la invencién a una
concentracion de 10 mg/ml.

Generalmente, en seres humanos, la administracion parenteral de los agentes, medicamentos, compuestos,
composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de la invencion es la via preferida, que es la mas conveniente.

Para uso veterinario, los agentes, medicamentos, compuestos, composiciones/formulaciones farmacéuticas y kits de
la invencion se administran como una formulaciéon adecuadamente aceptable segun la practica veterinaria normal y
el veterinario determinara la pauta posoldgica y la via de administracion que sera la méas apropiada para un animal
particular.

La presente invencién también incluye composiciones/formulaciones farmacéuticas que comprenden sales de
adicion de acido o de base farmacéuticamente aceptables de los restos de union de polipéptido de la presente
invencioén. Los acidos que se usan para preparar las sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de base anteriormente mencionados Utiles en la presente invencién son los que forman sales de adicion
de acido no toxicas, es decir, sales que contienen aniones farmacoldgicamente aceptables, tales como las sales
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, acetato, lactato, citrato, citrato
acido, tartrato, bitartrato, succinato, maleato, fumarato, gluconato, sacarato, benzoato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato [es decir, 1,1'-metileno-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)],
entre otras.

También se pueden usar sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables para producir formas de sal
farmacéuticamente aceptables de los agentes (es decir, anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo)
segun la presente invencion.

Las bases quimicas que se pueden usar como reactivos para preparar las sales de base farmacéuticamente
aceptables de los presentes agentes que son acidos en la naturaleza son las que forman sales de base no téxicas
con dichos compuestos. Dichas sales de base no téxicas incluyen, pero no se limitan a, las derivadas de dichos
cationes farmacoldgicamente aceptables tales como cationes de metal alcalino (por ejemplo, potasio y sodio) y
cationes de metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio y magnesio), sales de adicién de amonio o de amina solubles
en agua tales como N-metilglucamina-(meglumina), y el alcanolamonio inferior y otras sales de base de aminas
organicas farmacéuticamente aceptables, entre otras.

Los agentes y/o restos de unién de polipéptido de la invencién se pueden liofilizar para el almacenamiento y
reconstituir en un vehiculo adecuado antes de uso. Se puede emplear cualquier método de liofilizacion adecuado
(por ejemplo, secado por pulverizacion, secado de la torta) y/o técnicas de reconstitucion. Se apreciara por los
expertos en la técnica que la liofilizacién y la reconstitucién pueden conducir a grados variables de pérdida de
actividad del anticuerpo (por ejemplo, con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener
mayor pérdida de actividad que los anticuerpos IgG) y esos niveles de uso puede tener que ser ajustados al azar
para compensar. En una realizacion, el resto de unién de polipéptido liofilizado (secado por congelacién) pierde no
mas de aproximadamente 20 %, o no mas de aproximadamente 25 %, o no mas de aproximadamente 30 %, o no
mas de aproximadamente 35 %, o no mas de aproximadamente 40 %, o no mas de aproximadamente 45 %, o no
mas de aproximadamente 50 % de su actividad (antes de la liofilizacion) cuando se rehidrata.

Preferentemente, la invencién proporciona un anticuerpo, compuesto, composicion/formulacion farmacéutica, kit, uso
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o método en donde la cantidad eficaz del anticuerpo o fragmento de unidén al antigeno del mismo es entre
aproximadamente 0,0001 mg/kg y 50 mg/kg del anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo.

Como se aprecia por los expertos en la técnica, la cantidad precisa de un compuesto puede variar dependiendo de
su actividad especifica. Las cantidades de dosificacién adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de
composicion activa calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el diluyente requerido.
En los métodos y uso para la fabricacion de composiciones de la invencidon, se proporciona una cantidad
terapéuticamente eficaz del componente activo. EI médico o veterinario experto habitual puede determinar una
cantidad terapéuticamente eficaz basandose en las caracteristicas del paciente, tales como edad, peso, sexo,
afeccién, complicaciones, otras enfermedades, etc., como se conoce bien en la técnica.

Ademas se describen en el presente documento un método in vitro de reducciéon o inhibicion de la actividad
enzimatica de TG2, comprendiendo el método administrar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
segun cualquier aspecto de la invencion, o un polinucleétido segun la invenciéon, o un compuesto o kit de la
invencion, a una muestra que comprende TG2.

La "muestra" puede ser cualquier muestra obtenida de una fuente apropiada, por ejemplo, una fuente de mamifero.
Por ejemplo, la muestra puede ser una muestra de tejido o de células que comprende TG2. Los tejidos a modo de
ejemplo incluyen tejido obtenido del cerebro de un paciente, tubo gastrodigestivo, pulmén, pancreas, higado, piel,
rifidn, ojo, corazdn, vasos sanguineos, ganglios linfaticos, columna vertebral y musculo esquelético o liso.

También se describe en el presente documento un método de reduccion o inhibicion de la actividad enzimatica de
TG2 en un individuo en necesidad del mismo, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un
polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la
invencion, al individuo.

Se describe ademas en el presente documento el uso de un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, en la fabricacién de un medicamento para
reducir o inhibir la actividad enzimatica de TG2 en un individuo en necesidad del mismo.

En el presente documento se describe un método in vitro de reduccion o inhibicién de la actividad enzimatica de
TG2, comprendiendo el método administrar un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo segun cualquier aspecto de la invencion, a una muestra que comprende TG2, por ejemplo, una
muestra de tejido o de células que comprende TG2.

También se describe en el presente documento un método de produccion de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno segun la invencion, o un compuesto de la invencion que comprende un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno segun la invencion, comprendiendo el método expresar un polinucleétido de la invencion, o cultivar una
linea estable de células hospedadoras descrita en el presente documento.

Se describe en el presente documento un método de seleccidon de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método la etapa de
seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente al polipéptido que
comprende una regién de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que no comprende un barril o dominio
de sandwich de transglutaminasa.

Se describe en el presente documento un método de seleccién de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo, o un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno, comprendiendo el
método la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de uniéon al antigeno del mismo que se une
selectivamente a una secuencia de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos
143 a 473 de TG2 humana o un fragmento de la misma.

El método se puede llevar a cabo usando presentacion en fagos de anticuerpos. Se prefiere que el anticuerpo o
fragmento de unidn al antigeno del mismo sea un anticuerpo inhibidor que inhibe la actividad catalitica de la proteina
transglutaminasa.

Se describe ademas en el presente documento un método de produccién de un anticuerpo o fragmento de union al
antigeno del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método
administrar a un animal no humano un compuesto que comprende:

i) un polipéptido que comprende una regiéon de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que no
comprende un barril o dominio de sandwich de transglutaminasa, o un fragmento de la misma; y, opcionalmente,
ii) un adyuvante.
Se prevé que el polipéptido que comprende una region de nucleo/dominio catalitico de transglutaminasa, pero que
no comprende un barril o dominio de sandwich de transglutaminasa, comprendera la triada catalitica descrita
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anteriormente, y opcionalmente, también el sitio de uniéon a GTP de la proteina transglutaminasa.

El método puede comprender ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo basandose en su union selectiva a una proteina transglutaminasa.

Se describe en el presente documento un método de seleccidon de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo que se une selectivamente a una proteina transglutaminasa, comprendiendo el método la etapa de
seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente a una secuencia
de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana o un
fragmento de la misma.

Se describe en el presente documento un método de produccién de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
que comprende administrar a un animal no humano un compuesto que comprende:

i) una secuencia de polipéptidos que consiste en la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de
TG2 humana o un fragmento de la misma; y opcionalmente,
ii) un adyuvante.

El método puede comprender ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del
mismo basandose en su unién selectiva a TG2, por ejemplo, TG2 humana.

Se describe ademas en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo obtenible
por cualquiera de los métodos precedentes de produccion o selecciéon de un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo.

Por "adyuvante" los presentes inventores incluyen cualquier agente farmacolégico o inmunolégico que potencie la
respuesta inmunitaria del receptor al polipéptido de la invencién. Se afiaden adyuvantes inmunolégicos a las
vacunas para estimular la respuesta del sistema inmunitario al antigeno diana, pero por si mismos no confieren
inmunidad. Los ejemplos de adyuvantes incluyen emulsiones de aceite, compuestos inorganicos tales como sales de
aluminio, por ejemplo, hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, compuestos organicos tales como escualeno,
virosomas, o cualquier otro compuesto o compuestos adecuados como seria entendido por un experto en la técnica.

Se describe en el presente documento un polipéptido aislado que consiste en:

i) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana;

i) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana;
iii) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 351 a 365 de TG2 humana;
iv) la secuencia de polipéptidos de los aminoacidos 450 a 467 de TG2 humana; o
un fragmento, derivado o peptidomimético del mismo.

También se describe en el presente documento un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido del aspecto
inmediatamente precedente.

Se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para su uso en el
tratamiento de una afeccion asociada a actividad de TG2 sustancialmente como se describe en el presente
documento con referencia a la descripcion y figuras.

Se describe en el presente documento el uso de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
sustancialmente como se describe en el presente documento con referencia a la descripcion y figuras.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "una", "el" y "la" incluyen referentes plurales, a
menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, referencia a "un anticuerpo” incluye una
pluralidad de dichos anticuerpos y referencia a "la dosificacion" incluye referencia a una o mas dosificaciones y
equivalentes de las mismas conocidos para los expertos en la técnica, etc.

La invencion se describe ahora con mas detalle como referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes.
Figura 1: Generacioén de una proteina recombinante TG2 humana

A: Se gener6 por PCR el ADNc del nucleo catalitico de TG2 a partir del vector pClineo-hTG2 y se inserté
en el plasmido pET 21a. Tras la amplificacion en E. coli este se digiri6 con Nhe | y Hind Il para liberar el
ADNCc del nucleo de TG2 y se ejecutd en un 1 % de gel de agarosa (carril 3). Las bandas se dimensionaron
como referencia a una escalera de 100 pb (carril 1) y un marcador de peso molecular de ADN L (carril 2).

B: Se usé el vector de nucleo de TG2pET21a para transformar la cepa de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL. La expresion se indujo usando IPTG durante 4 horas. La proteina del nucleo TG2 formo cuerpos
insolubles que se recuperaron de los lisados por centrifugacion. Estos se resolubilizaron, y el nucleo de
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TG2 marcado con His de 37 kDa se purificd en una columna de niquel. Se separaron 10 ng por SDS-
PAGE, se sometieron a transferencia Western y se sondaron con el anticuerpo anti-TG2 CUB7402 (carril 2)
con referencia a un marcador de peso molecular Precision Plus (carril 1).

Figura 2: Respuesta inmunolégica en ratones a proteina del nucleo rhTG2

A: Se tomaron muestras de sangre de prueba de 4 ratones inmunizados con nucleo catalitico el dia 45
después de la primera inmunizacion y 10 dias después del segundo refuerzo. Se diluyé sucesivamente
suero y se comprobo la reactividad por ELISA contra proteina de nucleo TG2 inmovilizada.

B: La reactividad se comprobd adicionalmente por cribado contra rhTG2 humana y dominio de nucleo
catalitico de rhTG2. Se fraccionaron 20, 40, 80 ng de proteina por SDS PAGE y se sometieron a
transferencia Western sobre una membrana de PVDF. Esta se inmunosondé con una diluciéon 1:1000 de
suero. La union de anticuerpo se revelé usando HRP especifica de cadena y anti-raton. Para la referencia
de tamafo se usé un marcador de peso molecular Precision Plus.

Figura 3: Reactividad de hibridomas contra los miembros de la familia TG

A: Se llevaron a cabo ELISA usando placas recubiertas con TG recombinante (100 ng /pocillo) para
determinar la especificidad del tipo de TG en 109 sobrenadantes de hibridoma que mostraron buena
reactividad con TG2. La unién de anticuerpo se revelé usando HRP especifica de cadena y anti-ratén. Se
muestra una seleccion al azar de los cribados que incluyen EF4, CG9 y FD8 que mostraron reactividad
cruzada.

B: Se clonaron doblemente nueve hibridomas seleccionados. Se purifico IgG y se probd para la reactividad
a 0,1 ug/ml contra TG1, TG2, TG3, TG7 humana recombinante y factor Xllla usando ELISA con placas
recubiertas con 100 ng de cada TG. Los datos representan el valor de DO media de 3 ELISA separados +
EEM.

El factor Xllla se indica en los graficos como TG13.

Figura 4: Identificaciéon de hibridoma con actividad inhibidora contra TG2

Se cribé medio acondicionado de 32 pocillos de hibridoma con especificidad por TG2 para sus efectos en 100 ng
de actividad de rhTG2 usando el ensayo de incorporacion de 3H-putrescina. Se usé el inhibidor quimico de pan
TG2 cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tio]imidazolio como control positivo para la inhibicion. Se usé RPMI
(medio sin acondicionar) como control negativo. Se incluyeron 500 ng de un anticuerpo inhibidor de TG2 dirigido
por Quark Biotechnology para la comparacién. Los datos representan CPM medias incorporadas en 30 min a
partir de al menos tres experimentos hechos por duplicado + EEM. Las barras mostradas en gris muestran
inhibicion significativa de TG2 (p<0,05).

Figura 5: Mapeo de epitopos de anticuerpos inhibidores

Se unié cada anticuerpo monoclonal inhibidor a una placa de ELISA y se inmunopurificd contra una biblioteca de
fagos de TG2 humana. Se rescatd la union del fago al anticuerpo, se amplific6 y se sometid a 4 rondas
adicionales de inmunopurificacion. Entonces se secuenciaron los fragmentos de bibliotecas de TG2 en el fago y
se usaron las secuencias solapantes para determinar el epitopo para cada anticuerpo. Entonces se usaron
secuencias comunes entre los anticuerpos para determinar una secuencia consenso para un epitopo inhibidor
particular y los anticuerpos se agruparon en consecuencia. Se identificaron 3 epitopos inhibidores.

Figura 6: Localizacion estructural de epitopos inhibidores con el nucleo catalitico de TG2

Se entré la secuencia de aminoacidos de TG2 en Pymol y se generd una representacion gréfica 3D de la
estructura en su estado activado abierto de Ca?* con sitios de union de calcio putativos (turquesa) y se mostro la
triada catalitica (gris) para referencia (panel izquierdo). Entonces se afadieron los epitopos inhibidores consenso
en azul (Grupo 1 de anticuerpos - sitio AB1), rojo (Grupo 2 de anticuerpos - sitio DF4) y amarillo (Grupo 3 de
anticuerpos, sitio DD9).

Figura 7: Secuencia VL de anticuerpos inhibidores

Se extrajo ARN de cada hibridoma inhibidor, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
cebadores degenerados FR1, cebadores MH1 y MH2 y 3 cebadores de la region constante para amplificar los
genes VH. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes para AB1.

Figura 8. Eficacia de AB1 para inhibir la actividad de TG2 en un homogeneizado celular

A: Se lisaron células Hep2G y se mezclaron 45 ug de proteina con 750 ng de IgG de AB1, DH2, DD9, BB7,
DC1 y EH6 durante 20 minutos. Esto se ensayé posteriormente usando el ensayo de actividad de TG por
incorporaciéon de *H-putrescina con muestreo durante 1 hora. Se calculo la velocidad de reaccién y se
expres6 como un porcentaje del mismo lisado incubado con un anticuerpo al azar (MAB002). Los datos
representan la inhibicion media en porcentaje + EEM de 2 experimentos separados hechos por duplicado. *
p<0,05

B: Se expusieron células HepG2 a concentraciones crecientes de glucosa durante 96 horas para regular
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por incremento la expresion de TG2. Se recogieron las células, se lisaron y 25 ug de lisado se fraccionaron
por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y luego se inmunosondaron con 1 ng/ml de
solucién de IgG AB1 usando un punto final quimioluminiscente.

Figura 9. (Tabla 1): Valores comparativos de CI50 para anticuerpos inhibidores de TG2

Para determinar un valor de CI50 para cada anticuerpo contra humano, rata y ratén, se usé el ensayo de 3H-
putrescina. Se usaron 100 ng de TG2 humana o 25 ng de TG2 de raton y de rata para generar una reaccion
donde aproximadamente 3000 cpm de putrescina se incorporaron por hora en 10 ul de la mezcla de reaccion.
Entonces se aplicaron diluciones sucesivas de cada anticuerpo a partir de afiadir 500 ng (concentracién final
5 ug/ml) a la mezcla de reaccién y se incubaron con la TG2 durante 20 minutos antes de activar la reaccién. Se
calcularon los valores de CI50 determinando la concentracion a la que la velocidad de reaccién enzimatica se
redujo el 50 % usando un ajuste de curva apropiado en GraphPad Prism. Los valores se expresan como la
cantidad de IgG en mg/ml en la reaccién que inhibiria 1 ng de TG2.

Figura 10. Actividad de TG extracelular en células HK2 en respuesta a la inhibicion de TG2.

Se sembraron sobre fibronectina células HK2 y se incubaron durante 2 horas en presencia de biotina cadaverina
0,1 M con ya fuera 4 ng/ul de anticuerpo anti-TG2 humana (AB1) (parte A), 4 ng/ul de anticuerpo anti-TG2
humana (DC1) (parte B) o 400 uM del inhibidor de pan TG especifico de sitio cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-
propil)tiolimidazolio. Se midié la actividad de TG extracelular por la incorporacién de biotina cadaverina en
fibronectina con incorporacion revelada usando extravadina-HRP y un sustrato TMB. Se midieron los cambios en
la densidad 6ptica a 450 nm en un lector de placas de 96 pocillos. Los datos representan la DO media a 450 nm
corregida hasta 1 mg de proteina celular. n = 6 pocillos por grupo experimental.

Figura 11. Comparacion de la inhibicion de TG2 por anticuerpo AB1 con un fragmento fab de anticuerpo
inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de 3H-putrescina

Se ensayaron 100 ng de hTG2 para la actividad de TG2 basandose en la incorporacion de 3H-putrescina en
dimetilcaseina durante un periodo de 60 minutos con la adicidon de ya fuera 1 ug de un fragmento fab de un
anticuerpo descrito por Quark en el documento de patente WO2006/100679 y sintetizado en la Universidad de
Sheffield o 500 ng de AB1. Los datos representan la actividad media de TG como la incorporacion de 3H-
putrescina (CPM) + EEM de 3 experimentos independientes hechos por duplicado.

Figura 12. Comparacion en porcentaje de la inhibicion de TG2 por el anticuerpo AB1 con un fragmento
fab de anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de 3H-putrescina

Los datos de la Figura 11 se expresan alternativamente como un porcentaje de actividad de TG en cada
momento de tiempo para mostrar la inactivacion comparativa relativa de la actividad de TG2 por aplicacion de
AB1 y el fragmento fab de anticuerpo de Quark.

Figura 13. Comparacion de la inhibicion de TG2 por el anticuerpo AB1 con una IgG de rata recombinante
del anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporacién de *H-putrescina

Se ensayaron 100 ng de hTG2 para la actividad de TG2 basandose en la incorporacion de 3H-putrescina en
dimetilcaseina durante un periodo de 60 minuto con la adicién de ya fuera 500 ng de una version recombinante
de rata de un anticuerpo inhibidor de TG2 descrito por Quark en el documento de patente WO2006/100679 y
sintetizado en Medical Research Council Technology o 500 ng de AB1. Los datos representan la actividad media
de TG como la incorporacion de 3H-putrescina (CPM) + EEM de 3 experimentos independientes hechos por
duplicado.

Figura 14. Comparacioén en porcentaje de la inhibicion de TG2 por el anticuerpo AB1 con una IgG de rata
recombinante del anticuerpo inhibidor de TG2 de Quark usando un ensayo de incorporaciéon de 3H-
putrescina

Los datos de la Figura 13 se expresan alternativamente como un porcentaje de actividad de TG en cada
momento de tiempo para mostrar la inactivacion comparativa relativa de la actividad de TG2 por aplicacion de
AB1 e IgG de rata recombinante de Quark.

Figura 15. Efecto de AB1 sobre los niveles de ECM en células HK2

Se midieron los niveles de coldgeno maduro en células HK-2 por la incorporacién de 3H-prolina en la ECM
durante un periodo de 76 horas ya fuera con o sin la adicién de anticuerpo inhibidor de TG2 AB1. Los datos
representan la incorporacion de 3H-prolina por mg de proteina celular expresados como un porcentaje del nivel
medio en células sin tratar £+ EEM. n=2.

Figura 16. ELISA de union de versiones humanizadas de anticuerpos.

Se ensayaron sobrenadantes de células HEK293F cotransfectadas con diferentes combinaciones de vectores de
cadenas ligeras y cadenas pesadas humanizadas en un ELISA anti-lgG humana para determinar la
concentracion y en un ELISA anti-huTG2. Cada sobrenadante se ensay6 por triplicado y se determind CI50. Se
selecciond la combinacion mas potente para estudios adicionales y como el anticuerpo humanizado candidato.

Figura 17. Ensayo de MRC Quark CTD190 en TG2 humana por ELISA.
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Se sembraron placas de 96 pocillos con hTG2 (1 ug/ml) en tampdn carbonato durante la noche y se realizd
deteccion por ELISA usando 100 ng/ml de anticuerpo primario. La deteccion se realizé usando anti-IgG de raton
(SIGMA 3673) para CUB y anti-IgG de rata (SIGMA A5795) para Quark (ambos 1:5000). El anticuerpo de Quark
preparado por MRC T reacciona con TG2 humana.

Figura 18: Se extrajo ARN del hibridoma de AB1, se transcribié de forma inversa y se amplifico por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la regién constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 19: Se extrajo ARN del hibridoma de BB7, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la region constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 20: Se extrajo ARN del hibridoma de DC1, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV4 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada MKV4 con un cebador de la regién constante de
la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 21: Se extrajo ARN del hibridoma de JE12, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCGH1, o usando el cebador de
secuencia sefial MKV1 con un cebador de la region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las
secuencias VH y VK resultantes.

Figura 22: Se extrajo ARN del hibridoma de EH6, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando el cebador de
secuencia sefial MKV con un cebador de la regién constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las
secuencias VH y VK resultantes.

Figura 23: Se extrajo ARN del hibridoma de AG9, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV7 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando una mezcla de cebadores de secuencia sefal degenerada MKV1 - 11 con un cebador de la
region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 24: Se extrajo ARN del hibridoma de AH3, se transcribié de forma inversa y se amplificod por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV7 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCG2B, o usando el cebador de secuencia sefial MKV1 con un cebador de la regién constante de la cadena
ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 25: Se extrajo ARN del hibridoma de DD9, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la regiéon constante de la cadena pesada MHCG2A, o usando el cebador de
secuencia sefial degenerada MKV5 con un cebador de la region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se
muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 26: Se extrajo ARN del hibridoma de DH2, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la region constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando el cebador de
secuencia sefial degenerada MKV45 con un cebador de la region constante de la cadena ligera kappa MKC. Se
muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 27: Se extrajo ARN del hibridoma de DD6, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
una 5' RACE PCR con el cebador de la regidn constante de la cadena pesada MHCG2B, o usando una 5' RACE
PCR con un cebador de la region constante de la cadena ligera lambda MLC. Se muestran las secuencias VH y
VL resultantes.

Figura 28: Se extrajo ARN del hibridoma de 1A12, se transcribié de forma inversa y se amplificé por PCR usando
el cebador de secuencia sefal degenerada MHV9 con el cebador de la regién constante de la cadena pesada
MHCGH1, o usando el cebador de secuencia sefial degenerada CL14 con un cebador de la regidon constante de la
cadena ligera kappa MKC. Se muestran las secuencias VH y VK resultantes.

Figura 29. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicidon enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 quiméricos, (a) cAB003, (b) cBB001, (c) cDC001, (d) cDD9001, (e)
cDHO001 vy (f) el anticuerpo de TG2 comercial CUB7402. Los valores de CI50 son la media de 3 experimentos
independientes.

Figura 30. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicion enzimatica de TG2 de mono
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cinomolgo recombinante por anticuerpos anti-TG2 quiméricos (a) cDC001 y (b) el anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402.

Figura 31. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibiciéon enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 humanizados, (a) hBBO01AA, (b) hBB001BB, (c) hAB0OO05 y (d) hAB0OO04.

Figura 32. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibicién enzimatica de TG2 de mono
cinomolgo recombinante por anticuerpos anti-TG2 humanizados (a) hBBO1AA y (b) hAB0O04.

Figura 33. Curvas de respuesta a dosis y valores de CI50 para la inhibiciéon enzimatica de TG2 humana
recombinante por anticuerpos anti-TG2 monoclonales murinos, (a) mAB003, (b) mBB001, (c) mDC001, (d)
mDD9001, (e) mDH001 y (f) mDD6001.

Fig 34 - ELISA de union de versiones humanizadas de anticuerpos AB1.

Se ensayaron sobrenadantes de células HEK293F cotransfectadas con diferentes combinaciones de vectores de
cadenas ligeras de AB1 y cadenas pesadas de AB1 humanizadas en un ELISA anti-IgG humana para determinar
la concentraciéon y en un ELISA anti-huTG2. Cada sobrenadante se ensayd por triplicado y se determiné CI50.
Se selecciond la combinacion mas potente para estudios adicionales y como el anticuerpo humanizado
candidato.

Figura 35. Curvas de union de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
humana (a) anticuerpos quiméricos cDD9001, cDHO001, cDCO001, anticuerpo de TG2 comercial CUB7402 y
control del mismo isotipo, (b) anticuerpo quimérico cBB001 y control del mismo isotipo y (c) anticuerpo quimérico
cABO003 y control del mismo isotipo.

Figura 36. Curvas de unién de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
de mono cinomolgo (a) anticuerpos quiméricos cDD9001, cDH001, cDCO001, anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402 y control del mismo isotipo, (b) anticuerpo quimérico cBB001 y control del mismo isotipo y (c)
anticuerpo quimérico cAB003 y control del mismo isotipo.

Figura 37. Curvas de unién de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
humana (a) anticuerpos humanizados hBBO01AA, HBB001BB, anticuerpo de TG2 comercial CUB7402 y control
del mismo isotipo y (b) anticuerpo humanizado hAB004.

Figura 38. Curvas de union de ELISA de respuesta a dosis y datos de CE50 para la unién de anticuerpos a TG2
de mono cinomolgo (a) anticuerpos humanizados hBBO01AA, HBBO001BB, anticuerpo de TG2 comercial
CUB7402 y control del mismo isotipo y (b) anticuerpo humanizado hAB004 y control del mismo isotipo.

Figura 39: Actividad de unién de AB1 humanizado con TG2 extracelular

Se ensayo la inhibicidon de la actividad de TG2 extracelular producida por células HK2 usando un ELISA que
mide la incorporacion de biotina cadaverina en fibronectina. Se muestra una curva ejemplar que muestra la
inhibicion de actividad de TG2 por AB1 humanizado (hAB005) y la Cl obtenida.

Figura 40: Actividad de uniéon de BB7 humanizado con TG2 extracelular.

Se ensayo la inhibicién de la actividad de TG2 extracelular producida por células HK2 usando un ELISA que
mide la incorporacion de biotina cadaverina en fibronectina. Se muestra una curva ejemplar que muestra la
inhibicion de actividad de TG2 por versiones de BB7 humanizado (hBBO01AA y hBBO01BB) y las Cl obtenidas.

Figura 41: Resultados del ensayo de rascado con los controles citocalasina D, R281 y ZDON y resultados
del ensayo de rascado con anticuerpo comercial CUB7402.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado de heridas usando la célula WI-38, después de sembrar y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyé con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se represento la densidad relativa de la herida frente al tiempo para los
controles citocalasina D, R281 y Z -Don (panel A) y el anticuerpo comercial CUB7402 y citocalasina (panel B).

Figura 42: Resultados del ensayo de rascado para BB7 humanizado.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando la célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyé con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se representé la densidad relativa de la herida frente al tiempo para el AA
hBB001 humanizado y el control citocalasina D (panel A) y hBB001BB vy el control citocalasina D (panel B).

Figura 43: Resultados del ensayo de rascado para AB1 humanizado.
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Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyé con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se representé la densidad relativa de la herida frente al tiempo para hAB005
humanizado y el control citocalasina D

Figura 44: Resultados del ensayo de rascado para DC1 quimérico.

Se realizaron ensayos de heridas por rascado usando célula WI-38, después de sembrar en placa y crecer
durante la noche, las células se lavaron en medios sin suero y se generd una herida por rascado usando un
generador de heridas Essen. Se retird el medio y se sustituyé con 95 ul/pocillo de medio libre de suero que
contenia controles y anticuerpos de prueba. La placa se colocé en un Incyte de Essen y se analizé el cierre de la
herida usando el software Incucyte. Se represent6 la densidad relativa de la herida frente al tiempo para el
anticuerpo quimérico cDC001 y el control citocalasina D

Figura 45: Unién de TG2 humana a anticuerpo cAB003 inmovilizado por Biacore. Se muestran a la
izquierda las fases de asociacion de inyecciones de TG2 humana sobre el biosensor recubierto con cAB003 a
25, 50, 100 y 200 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se recogieron dos
fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas negras
continuas y los resultados se muestran en la Tabla 25.

Figura 46: Unién de TG2 de mono cinomolgo a anticuerpo hAB004 inmovilizado por Biacore. Se muestran
a la izquierda las fases de asociacion de inyecciones de TG2 de mono cinomolgo sobre el biosensor recubierto
con hAB004 a 25, 50, 100, 200 y 400 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se
recogieron dos fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas
negras continuas y los resultados se muestran en la Tabla 26.

Figura 47: Uniéon de TG2 humana a anticuerpo cDH001 inmovilizado por Biacore en ausencia de calcio. Se
muestran a la izquierda las fases de asociacién de inyecciones de TG2 humana sobre el biosensor recubierto
con cDHO01 a 25, 50, 100 y 200 nM, que incluye por duplicado a 50 nM. A partir del mismo experimento, se
recogieron dos fases de disociacion largas, como se muestra a la derecha. Los ajustes se muestran como lineas
negras continuas y los resultados se muestran en la Tabla 25.

Ejemplo 1: Desarrollo de un anticuerpo inhibidor de TG2 adecuado para uso terapéutico en el hombre con la
identificacion de 3 epitopos inhibidores especificos.

La transglutaminasa tipo 2 (TG2) cataliza la formacion de un enlace isopeptidico de e-(y-glutamil)-lisina entre
péptidos o proteinas adyacentes que incluyen los de la matriz extracelular (ECM). TG2 extracelular elevado conduce
a la deposicion acelerada de ECM y la reducida eliminacion que subyace a la cicatrizacion de tejido y fibrosis.
También se asocia a celiaquia, trastornos neurodegenerativos y algunos canceres. Aunque se han desarrollado
numerosos compuestos que inhiben las transglutaminasas, ninguno de estos es especifico para TG2, inhibiendo
todas las transglutaminasas de algun modo. Aunque estos han permitido estudios de prueba de principio para la
funcion de TG2 en estas patologias, la falta de especificidad por isoforma ha impedido su aplicacion en el hombre.
Para tratar esto, los presentes inventores plantearon desarrollar un anticuerpo especifico de TG2 de alta afinidad
TG2 que inhibiera solo la actividad de TG2.

Se produjo en Escherichia coli una proteina recombinante que englobaba los aminoacidos 143 a 473 del nucleo de
TG2 humana, se replegd y se inyectaron 100 ug en 4 ratones con refuerzos a las 2, 5, 7 y 10 semanas. Se
recuperaron los bazos 4 dias después del refuerzo final y los esplenocitos se fusionaron con células de mieloma
Sp2/0-Ag-14. Setenta y cinco sobrenadantes de hibridoma mostraron especificidad por TG2. Estos sobrenadantes
de hibridoma se cribaron para su capacidad para inhibir la actividad de TG2 en un ensayo de incorporacion de
putrescina que contenia 100 yg de TG2. Diez sobrenadantes especificos de TG2 fueron inhibidores. Estos se
clonaron doblemente posteriormente. Usando presentacion en fagos para cribar una biblioteca de fragmentos de
TG2, se maped cada anticuerpo con un epitopo preciso en el dominio de nucleo de TG2 y se determinaron 3
epitopos inhibidores distintos. Se determiné la cantidad de anticuerpo para reducir al 50 % la actividad desde 100 ng
de TG2.

Los 2 anticuerpos mas eficaces, AB1 y DC1, se unieron a los aminoacidos 304 a 327 y tuvieron una CI50 de
1,1 x 105 mg/ml de IgG porng de TG2 recombinante. La aplicacion de AB1 y DC1 fue capaz de inhibir TG2
satisfactoriamente en células Hep2G humanas y TG2 extracelular en células HK-2 humanas cuando se aplicé a los
medios de cultivo.

Asi, la inmunizacion de ratones con el dominio de nucleo de TG2 permitié sorprendentemente la generacién de

anticuerpos monoclonales que se dirigian previamente a epitopos no informados dentro del nucleo catalitico. Estos
anticuerpos son especificos, inhiben la actividad de TG2 eficazmente y son adecuados para aplicacion in vivo.
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Materiales y métodos
Producciéon de dominios de nucleo catalitico de transglutaminasa 2

Se expreso el dominio de nucleo catalitico de TG2 humana (restos Cys143 - Met 473 de TG2), se replegd y se
purificd para permitir la inmunizacién en ratones. Se clon6 el dominio de nucleo catalitico (cebador de sentido directo
de PCR GCG CGC GCT AGC TGC CCA GCG GAT GCT GTG TAC CTG GAC, sentido contrario GCG CGC AAG
CTT CAT CCC TGT CTC CTC CTT CTC GGC CAG) en el vector de expresion pET21a(+) y se expresé6 como
cuerpos de inclusion insolubles en la cepa de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (Agilent Technologies). En
resumen, se transformaron 50 pl de células BL21 (DE3) pLysS competentes con 1 pl del plasmido de expresion
(30 ng/ul) y se sembraron en placas de LB-agar que contenian los antibiéticos selectivos (100 ug/ml de ampicilina,
34 pg/ml de cloranfenicol) y 1 % de glucosa y se incubaron durante la noche a 37 °C. Se recogié una unica colonia
para sembrar 10 ml de medio LB fresco que contenia 100 pg/ml de ampicilina, 34 pg/ml de cloranfenicol y 1 % de
glucosa en estufa de incubacion con agitacion a 37 °C y a 200 rpm. Después del crecimiento durante la noche, los
cultivos se transfirieron a 100 ml de medios 2xYT con 1 % de glucosa y crecieron hasta una DOeoonm de 0,8 y
entonces se transfirieron a 1 | de medio 2xYT hasta que la DOsoonm alcanzoé 0,8 otra vez. Después de 4 horas de
induccién bajo IPTG 1 mM para estimular la expresion, se sedimentaron y las bacterias se lisaron por sonicacion en
tampodn A (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; DTT 10 mM; PMSF 1 mM; 0,5 mg/ml de comprimidos de inhibidor de proteasas
lisozimas (Roche), pH 8,0). Se recogieron por centrifugacion a 40.000 x g los cuerpos de inclusién y se lavaron tres
veces en tampon de lavado B (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; DTT 10 mM; 2 % de desoxicolato de sodio, pH 8,0) antes
de un lavado final en agua desionizada.

Se solubilizaron los cuerpos de inclusién en 3,5 ml de tampon de resolubilizacion (Tris-HCI 40 mM, urea 8 My DTT
10 mM a pH 12) y se replegaron durante un periodo de 16 horas en tampén de replegamiento (Tris HCI 40 mM; NaCl
150 mM; 20 % de glicerol; cisteina 5 mM; cistina 0,5 mM a pH 8) a 4 °C en la oscuridad.

Los cuerpos de inclusion resolubilizados se cargaron sobre una columna de niquel de 1 ml. Brevemente, la columna
se equilibro previamente con tampoén de unidn (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 10 mM) y se aplicaron los
cuerpos de inclusion. Se lavdo ampliamente la columna (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 30 mM). La proteina
recombinante se eluyd por tampdn imidazol de alta concentracion (Tris 40 mM; NaCl 300 mM; imidazol 300 mM). Se
reunieron las fracciones que contenian la proteina eluida y se dializaron durante la noche contra un tampon
apropiado (Tris 40 mM; NaCl 300 mM a pH 8). La proteina se evalué usando el ensayo Bradford de proteinas.

Cultivo celular y lisados de HepG2

Las células HepG2 fueron amablemente suministradas por Richard Ross (Universidad de Sheffield). Las células se
cultivaron rutinariamente a 37 °C en una atmdésfera humidificada al 95 % de 5 % de CO2 en DMEM/4,5 g por litro de
glucosa complementada con 10 % de suero bovino fetal (FCS), 100 Ul de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, I-
glutamina 2 mM (todos de GIBCO). Se sembraron dos millones células en placas de 10 cm y se cultivaron durante
48 horas. Las células se lisaron en 250 ul de tampoén STE (sacarosa 0,32 M, Tris 5 mM, EDTA 1 mM que contiene
inhibidores de la proteasa fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1 mM), benzamidina (5 mM) y leupeptina (10 ug/ml) y se
sonicaron sobre hielo para producir un lisado celular utilizable en el ensayo de actividad de TG2.

Células renales humanas 2 (HK2):

Se compraron células HK-2 (epitelio tubular proximal de rifidn) de la Coleccién Europea de Cultivos Celulares en el
pase 3. Las células se cultivaron rutinariamente a 37 °C en una atmésfera humidificada al 95 % de 5 % CO2 en
medio libre de suero de queratinocito (KSFM, Gibco 17005-042) con L-glutamina complementada con EGF
recombinante (0,1-0,2 ng/ml) y extracto de pituitaria bovina (20-30 ug/ml). Para el pase, se retiré el medio y se lavo
una vez con 1 x PBS antes de tripsinar con 1 ml de 0,25 % de tripsina/EDTA (matraz T75) durante 1 minuto a 37 °C.
Las células se resuspendieron en 10 ml de KSFM y se centrifugaron a 400 g durante 1 minuto. Se retiré el medio y
las células se sembraron en KSFM (es normal la divisién 1:3 a 1:5). Las células se usaron experimentalmente en los
pases 5-14. Las células crecieron normalmente bien hasta 95 % de confluencia.

Tincién con Coomassie y transferencia Western

Se comprobd la pureza de las proteinas recombinantes ejecutando 5 ug de la proteina recuperada sobre un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10 % (p/v) y tincion con solucion de tincion Coomassie Brilliant Blue R (Sigma).

La confirmacion de la sintesis de proteinas del ndcleo TG2, asi como los niveles de reactividad de TG2 y de nucleo
de TG2 tras la inmunizacion, se midieron todos por transferencia Western. Se cargaron proteinas recombinantes (10
a 80 ng) sobre un gel desnaturalizante o no desnaturalizante de poliacrilamida al 10 % (p/v) segun se requiriera y se
transfirieron sobre membranas de PVDF (Transblot SD, Biorad, RU) durante una hora a 100 V. Las membranas se
bloquearon durante la noche a 4°C con 3 % (p/v) de BSA en TBS/0,1 % (v/v) de Tween 20. Entonces, las
membranas se lavaron y se sondaron con anticuerpos monoclonales anti-transglutaminasa de ratén en TBS/Tween
que contenia 1 % de BSA. Para probar la proteina de nucleo TG2 recombinante y como control positivo para el
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cribado de anticuerpos, se uso el anticuerpo comercial Cub7402 (Neomarkers) a una diluciéon 1:1000. Se detecté la
unién de anticuerpo primario con el anticuerpo secundario unido a anti-HRP de cadena gamma de ratén (Sigma,
Pool, RU). Las bandas se visualizaron usando sistema de deteccion quimioluminiscente ECL (Amersham, RU).

Inmunizacién de ratones y fusién

Se inmunizé cada ratén con una mezcla de 50 pg de antigeno (enrasado hasta 50 pl con PBS estéril) y 50 ul de
adyuvante completo de Freund. Se inyectaron cuatro ratones BALB/C (8-12 semanas de edad). Se llevaron a cabo
dos inmunizaciones de refuerzo (dia 14 y dia 35) usando el mismo procedimiento, con la excepcion de que se uso
adyuvante incompleto de Freund para estas inyecciones. En el dia 45, se tomaron muestras de sangre de todos los
animales y se evaluaron para reactividad a TG2 por ELISA.

Los dos mejores respondedores se reforzaron adicionalmente por inyeccion de 100 ug de proteina de nucleo (en
PBS) nuevamente mezclada con adyuvante incompleto de Freund a las 10 semanas, y 4 dias después los animales
se sacrificaron para la recuperacion de esplenocitos y fusion con células de mieloma Sp2/0-Ag-14. A partir de esta
fusion, se cribaron aproximadamente 1000 pocillos para reactividad a proteina TG2 por ELISA.

Cribado para la especificidad de TG2

Se probaron medio acondicionado o IgG purificada para reactividad a los miembros de la familia de
transglutaminasa. Se determind la capacidad de cada uno para unirse a cada transglutaminasa (TG1, TG2, TGS,
TGS, TG7 y factor Xllla; todos de Zedira) usando un ensayo de union a placa. Se recubrieron placas de
microtitulacion (Costar, Cambridge, RU) con TG recombinante (Zedira, Darmstadt, Alemania) en 50 yl de tampon
bicarbonato/carbonato 0,1 M (pH 9,6) durante la noche a 4 °C. Las placas se bloquearon durante 2 h a 37 °C con
200 yl de PBS que contenia 3 % p/v de BSA. Se lavaron tres veces las placas con PBS que contenia 0,05 % de
Tween 20 (tampon de lavado) y 100 ul de medio acondicionado diluido (dilucién 1:5 a 1:20) o se afadieron mAbs
anti-nucleo catalitico de TG2 purificados. Las placas se incubaron durante 1 h adicional a temperatura ambiente. Se
repitio la etapa de lavado y se afiadié anti-cadena gamma de raton-peroxidasa de rabano picante (1:5000) en PBS
que contenia 0,05 % de Tween 20 (v:iv) y 1% de BSA (w:v) (Sigma, Pool RU) durante 1 h. Después de ocho
lavados, se reveld la unidon con 50 pl de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina. La reaccion se detuvo afiadiendo
25 pl de H2S04 0,1 M y se determind la absorbancia a 450 nm.

Cribado para la inhibiciéon de TG2

Se mide la actividad de TG por la incorporacion dependiente de Ca?* de 3H-putrescina en N',N'-dimetilcaseina. Se
preincub6 TG2 humana recombinante (100 ng) durante veinte minutos a temperatura ambiente con la muestra de
prueba (medio acondicionado o IgG purificada) antes del comienzo de la reaccion. Se afiadieron veinticinco pl de
mezcla de reaccion (5 yl de CaClz 25 mM, 5 ul de ditiotreitol 40 mM, 5 ul de mezcla 3H-putrescina y 10 pl de
25 mg/ml de N,N'-dimetilcaseina (sustituir CaClz 25 mM con EDTA 100 mM para un control no enzimatico) para
empezar la reaccion y las muestras se incubaron a 37 °C durante hasta 1 hora. Se aplicaron alicuotas de 10 pl sobre
una tira de papel de filtro 3 MM Whatman y se sumergieron inmediatamente en 10 % de acido tricloroacético (TCA)
frio en hielo para precipitar las proteinas reticuladas normalmente en el tiempo 0, 10, 30 y 60 minutos en la reaccién.
Después de tres amplios lavados en 5 % de TCA frio en hielo, seguido por 3 aclarados con 95 % de etanol frio en
hielo, se contd el filtro secado al aire en 2 ml de fluido de centelleo (Ultima Gold Packard, Perkin Elmer). Se calculd
la velocidad de reaccion. 1 unidad de TG es equivalente a la incorporacion de 1 nmol de putrescina por hora a 37 °C.

Se us6 el mismo protocolo para evaluar la inhibicion de TG en lisados celulares reemplazando los 25 pl de proteina
recombinante con 25 pul de lisado celular.

Clonacioén y purificacion de hibridomas de anticuerpos a partir de medio acondicionado

Se realizé el aislamiento de anticuerpos monoclonales a partir de los hibridomas inhibidores clonados. Se clonaron
doblemente los pocillos de hibridomas inicialmente identificados por un proceso de dilucion limitante (para garantizar
la estabilidad y clonalidad) segun métodos convencionales (Loirat MJ et al., 1992) con subclones probados como se
describe por cribados de ELISA y de actividad. Se expandieron los clones productores de anticuerpos seleccionados
en matraces de 25 y 75 cm? y se alimentaron con medio libre de suero (Hyclone, Fisher Scientific, Loughborough,
RU). A medida que se expandieron las células, se recogié medio acondicionado para la purificacion de IgG usando
cromatografia de afinidad en columna de proteina G (Amersham Life Sciences). Se diluyé el medio acondicionado
en un volumen igual de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,25, y se aplicé a la columna de proteina G a un caudal de 1,0
a 2,0 ml/min. La columna se lavé ampliamente con 10 volimenes de columna del mismo tampon. Se eluyo el
anticuerpo unido en solucién de glicina (0,1 M; pH 2,7) y se neutralizd por 0,15 % de volumenes de Tris / HCI 1 M a
pH 9. Las muestras se dializaron contra 1000 volumenes de solucion salina de tampén fosfato durante 24 horas con
2 cambios de tampén.

Mapeo de presentacion en fagos de epitopos de anticuerpos
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Se amplificéd la secuencia codificante de TG2 humana de longitud completa por reacciéon en cadena de la polimerasa
usando los siguientes cebadores; TG2-FL-1 5 ATGGCCGAGGAGCTGGTCTTAGAGA 3' y TG2-FL-2 &
GGCGGGGCCAATGATGACATTCCGGA 3'. Se purifico el producto de amplificacién de aproximadamente 2 kb
usando el kit Quiagen PCR cleanup (Qiagen) y se digirié en fragmentos aleatorios usando RQ DNAse | (Promega).
La reaccion de RQ DNAse se traté con fragmento de Klenow de ADN polimerasa | y ADN polimerasa T4 para
generar fragmentos de extremos romos. Estos se purificaron por electroforesis en gel, y los fragmentos en el
intervalo de 50-150 pb se extrajeron usando el kit de recuperacién en gel de Qiagen (Qiagen, Crawley UK).

Se digirid un vector de presentacion en fagos con EcoRV, se traté con fosfatasa alcalina y se purifico por
electroforesis en gel y el kit de recuperacién en gel de Qiagen. Se ligaron 100 ng de vector purificado a 15 ng de
fragmentos romos preparados de ADNc de TG2 humana. La ligacion resultante se sometié a electroforesis en
células electrocompetentes XL1-Blue (Agilent Technologies) y se rescatd la biblioteca de fragmentos con fago
auxiliar VCSM13 (Agilent). Las particulas de fagos se precipitaron con 2 % de glucosa y 4 % de PEG 6000 y se
resuspendieron en PBS 0,1 % de Tween 20 (v:v) 1 % de BSA (w:v).

Se llevo a cabo el mapeo de epitopos usando el siguiente procedimiento. Se recubrieron pocillos de ELISA durante
la noche a 4 °C con 30 ug de anticuerpo monoclonal en 100 ul de tampdn de recubrimiento. El pocillo recubierto se
lavo con PBS/Tween y se bloqued con 400 pl de 3 % de BSA en PBS (p:v) durante 1 h a temperatura ambiente. Se
afiadieron aproximadamente 10'° particulas de fago (100 ul) al pocillo bloqueado y se incub6 a temperatura
ambiente durante 1 h. El pocillo se lavé 8 veces con 400 pl de PBS/0,5 % de Tween (v:v) y el fago adherente se
eluy6 con glicina 0,2 M a pH 2,2. Se uso el fago eluido para infectar 1 ml de hospedador XL1-Blue y las muestras se
sembraron en LB-agar (60 pg/ml de ampicilina, 15 pg/ml de tetraciclina), el hospedador restante se afiadié a 100 ml
de medio LB (60 ug/ml de ampicilina, 15 pg/ml de tetraciclina) y se cultivd durante la noche a 37 °C en una estufa de
incubacién con agitacion a 200 rpm para generar la biblioteca enriquecida de fragmentos seleccionados. Este
proceso de enriquecimiento se repitid 5 veces y se seleccionaron colonias aleatorias de la ronda final para la
secuenciacion.

Determinacion de la secuencia de la regiéon VL de anticuerpo
Cebadores

Cebadores de sentido directo de cadena pesada - Se combinaron un par de cebadores FR1 altamente degenerados,
MH1 y MH2 (Wang et al. 2000), con 3 cebadores de la regiéon constante para amplificar genes VH.

MH1 5' CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGTC 3'

MH2 5'CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3'

Raton-G1 5 AGGCGCAGTACTACAATCCCTGGGCACAATTTTCTTGTCCACC 3'
Raton-G2a 5' AGGCGCAGTACTACAGGGCTTGATTGTGGGCCCTCTGGG 3'
Raton-G2b 5" AGGCGCAGTACTACAGGGGTTGATTGTTGAAATGGGCCCG 3

Cebadores de kappa

VK1 %' CGCTGCGAGCTCGATATTGTGATGACBCAGDC 3'
VK2 5' CGCTGCGAGCTCGAGRTTKTGATGACCCARAC 3'
VK3 &' CGCTGCGAGCTCGAAAATGTGCTCACCCAGTC 3'
VK4 5' CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAGTC &'
VK5 5' CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACACAGAC 3
VK6 5' CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGCTSACYCARTC 3'
VK7 5' CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACYCARTC 3'
VK8 5' CGCTGCGAGCTCCAAATTGTTCTCACCCAGTC 3'
K-CONST 5 GCGCCGTCTAGAATTAACACTCATTCCTGTTGAA 3'

Se extrajo ARN total de células de hibridoma monoclonales (~ 10° células) usando Trizol (GIBCO) segun el
protocolo del fabricante y se cuantificdé por Azeonm. Se sintetizo6 ADNc usando transcriptasa inversa ImProm I
(Promega) y cebadores hexameros aleatorios. La mezcla de reaccion fue del siguiente modo; 1 ug de ARN total,
0,1 pg de oligonucledtido (dN)s, 12 pl de tampdn ImProm 11, 1 yl de dNTPs 10 mM (Promega), 8 pl de MgCl2 25 mM,
4 pl de transcriptasa inversa ImProm Il (Promega), H20 tratada con DEPC hasta volumen de reaccion total de 60 pl.
Se calentd el ARN y la mezcla de cebadores aleatorios hasta 70 °C durante 10 min y luego se puso sobre hielo. Se
afadieron los componentes de reaccion restantes y entonces se incubaron a 20 °C durante 10 min, luego a 40 °C
durante 40 min adicionales.

La amplificacién de genes VH y VK se llevd a cabo con polimerasa GoTaq (Promega). Cada 50 pl de reaccion
contuvieron lo siguiente; ADNc 2 pl, 20 pmoles de cebadores de sentido directo y de sentido contrario, 10 yl de
tampon de reaccion GoTaq, 1 pl de dNTPs 10 mM, 5 pl de MgCl225 mM, 2,5 u de polimerasa GoTag, H20 hasta un
volumen final de 50 pul. Las reacciones se sometieron a 35 ciclos usando las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min; desnaturalizacion 94 °C 1 min, hibridacion 56 °C 1 min, extension 72 °C 1 min.
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Se analizaron los productos de PCR por electroforesis en gel y se clonaron usando el kit de clonacion TOPO TA
(Invitrogen). Se seleccionaron minipreparaciones aleatorias de productos de PCR de cadena pesada y ligera para la
secuenciacion.

Medicion de la actividad de TG extracelular

Se midio la actividad de TG extracelular por ELISA de células modificado. Se recogieron células epiteliales HK-2
usando EDTA 0,1 M o 0,25 % de tripsina/EDTA y se sembraron a una densidad de 8 x 10* células/pocillo en medio
libre de suero sobre una placa de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 100 pl/pocillo de
fibronectina (5 pg/ml en Tris-HCI 50 mM a pH 7,4) (Sigma, Pool RU). Se dejé que las células se unieran durante
25h a 37°C en presencia de biotina cadaverina 0,1 mM J[acido N-(5 aminopentilbiotinamida)trifluoroacético]
(Molecular Probes, Eugene OR, EE.UU.). Las placas se lavaron dos veces con EDTA/PBS 3 mM y las células se
retiraron con 0,1 % (p/v) de desoxicolato en EDTA/PBS 5 mM. Se recogié el sobrenadante y se us6 para la
determinacién de proteina. Se lavaron las placas con Tris-HCI 50 mM y se incorporé biotina cadaverina revelada
usando 1:5000 de extravidina HRP (Sigma, Pool, RU) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido por un sustrato
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina). La reaccion se detuvo con 50 yl de H2SO4 2,5 M y se leyé la absorbancia a
450 nm.

Medicion de los niveles de colageno por radiomarcado

Se sembraron células a una densidad de 3,75x10%/10 cm? de placa de Petri o 1x108/pocillo de una placa de 6
pocillos. Se evalué colageno de ECM por marcado con 20 iCi de 3*H prolina (1,0 mCi/ml, ICN). El marcado se
realizé durante 72 h en condiciones estandar de cultivo celular. Tras el marcado, se retird el medio, las células se
lavaron con PBS vy se retiraron con 2 ml de hidréxido de amonio 0,25 M en Tris 50 mM a pH 7,4 a 37 °C durante
10 min. Se recogio6 la fraccion soluble y se determind la concentracion de proteina usando el ensayo de acido
bicinconinico (BCA). Las placas se lavaron ampliamente con voliumenes crecientes de PBS antes de que ECM se
solubilizara con 2 ml de 2,5 % (p/v) de SDS en Tris 50 mM a pH 6,8. Se rasp¢ la placa para garantizar la completa
retirada de ECM y se midié 200 il para radioactividad en un contador de centelleo beta. Los recuentos se corrigieron
por mg de proteina de célula solubilizada y se expresaron como un porcentaje del valor de control medio.

Generacion de IgG de Quark recombinante ratificado

Se generd para fines experimentales un anticuerpo quimérico humano-rata a partir de secuencia de un Fv
monocatenario 'humano' de un anticuerpo contra transglutaminasa humana tipo Il. El anticuerpo se denomina
QPCDTGII (abreviado QCT), y las secuencias de las regiones variables estan disponibles en el documento de
patente WO 2006/100679A2.

Se selecciond una subclase y2a de rata para las regiones constantes de la cadena pesada, retirando el sitio de
glucosilacién para reducir la probabilidad de una reaccion de ADCC en los animales de prueba de rata. La region
constante de rata seleccionada para la cadena pesada fue 013593 (Bruggemann, M. Gene 74: 473-482
(1988); Bruggemann, M., Free, J., Diamond, A., Howard, J., Cobbold, S. y Waldmann, H. Proc. Natl. Acad. Sci USA
83: 6075-6079 (1986)) de la base de datos de Kabat (Kabat, E. A., Wu, T. T., Perry, H. M., Gottesman, K. S. y
Foeller, C. Sequences of Proteins of Immunological Interest. (NIH National Technical Information Service, 1991)).
Agquella para la cadena ligera kappa fue 013718 (Sheppard, H. W. y Gutman, G. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:
7064-7068 (1981)) de Kabat.

En resumen, se generaron secuencias codificantes de la cadena pesada y cadena kappa por sintesis de ADN (se
adapté el uso de codones a una preferencia codénica de mamifero).

Se amplificé por PCR el producto de sintesis del gen de la cadena pesada usando los cebadores QCT_Hindlll y
QCT_H_rev. Se corto el producto de PCR con Hindlll y NgoMIV y se ligd en el vector de expresion MRCT. Los
clones de bacterias DH5a competentes transformados quimicamente por el producto de ligaciéon se cribaron por
PCR usando los cebadores HCMVi y rata_gamma1. Se secuenciaron tres clones que generaron un producto de
PCR del tamafio predicho.

Se amplificd por PCR el producto de sintesis del gen de la cadena kappa usando los cebadores QCT_HindlIl y
QCT_L_rev. Se corté el producto de PCR con Hindlll y PpuMI y se ligd en el vector de expresion pKN100. Los clones
de bacterias DH5a competentes transformados quimicamente por el producto de ligacién se cribaron por PCR
usando los cebadores HCMVi y rata_kappa. Se secuenciaron tres clones que generaron un producto de PCR del
tamafio predicho.

Se generd un vector de expresion de inserto doble que codificaba tanto las cadenas pesadas como kappa y se
transfecté en células HEK 293T. Se reuni6 el sobrenadante de cultivo celular de dos transfecciones de HEK293T a
gran escala y se purificaron por afinidad en una columna de 1 ml de L-agarosa de proteina usando un sistema de
cromatografia AKTA Explorer, segun el protocolo del fabricante. Eluyé un tnico pico a DO 280 nm con tampén de
elucion de IgG, y se dializé contra dos cambios de PBS. Este se ensayo6 tanto por absorcién de UV a 280 nm, como
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por ELISA de IgGza de rata. El rendimiento total fue aproximadamente 700 pug (por DOz2sonm); 303,5 ug (por ELISA).
Humanizacién de anticuerpo AB1
Bases de datos de ADNc de VHy VK humano

Se usaron las secuencias de proteinas de inmunoglobulinas humanas y de ratén de International Immunogenetics
Database 2009'%"y Kabat Database Release 5 of Sequences of Proteins of Immunological Interest (lltima
actualizacion 17-Nov-1999)'92 para compilar una base de datos de secuencias de inmunoglobulina humana en un
alineamiento de Kabat. La base de datos de los presentes inventores contiene 10.606 secuencias VHy 2.910 VK.

Modelo molecular de AB1

Se ha calculado un modelo de homologia de las regiones variables del anticuerpo AB1 de ratén usando el programa
Modeller'®® ejecutado en modo automatico. Las coordenadas atémicas de 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb y 1MQK.pdb fueron
los moldes de secuencia de mayor identidad para la interfase, VL y VH, respectivamente, como se ha determinado
por analisis Blast de la base de datos de estructuras Accelrys antibody pdb. Estos moldes se usaron para generar 20
modelos iniciales, el mejor de los cuales se refind modelando cada bucle de CDR con sus 3 mejores moldes de
bucle.

Seleccidn de laregién estructural de hAB1

Se uso el programa de analisis de secuencias, gibsSR, para interrogar las bases de datos de VH y VK humanas con
las secuencias de proteinas de VHc, VKc y VKc1 de AB1 usando diversos criterios de seleccion. Se identificaron
restos de FW dentro de 5 A de un resto de CDR (definicion de Kabat) en el modelo de homologia de anticuerpo AB1
de raton, y se designaron los restos "Proximidad 5 A".

Se eligi6 AF06220 como FW sobre el que basar la construccion inicial de VHc de AB1 humanizado. La Tabla 1
muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF06220 para Ab1 murino. La Tabla 2 muestra la envoltura de
proximidad 5 A de las secuencias. AF062260 solo tiene 1 mutacién somatica lejos de su gen VH de la linea germinal
Z12347 (Tabla 3).

Se eligid AY247656 como FW sobre el que basar la construccion inicial de VKc de AB1. El alineamiento y la
identidad de restos con AB1 murino se muestran en la Tabla 4; la Tabla 5 muestra la envoltura de proximidad 5 A de
las secuencias. La secuencia muestra 5 mutaciones somaticas de su gen VK de la linea germinal X93620 (Tabla 6).

Se eligi6 AF193851 como FW sobre el que basar la construccién inicial de VKc1 de AB1. El alineamiento y la
identidad de restos con AB1 murino se muestran en la Tabla 7. La Tabla 8 muestra la envoltura de proximidad 5 A
de las secuencias. La secuencia no muestra mutaciones somaticas de su gen VK de la linea germinal J00248
(Tabla 9).

ELISA de unién

Se cotransfectaron células HEK 293F con combinaciones de diferentes vectores de la cadena ligera humanizada en
asociacion con diferentes vectores de la cadena pesada humanizada. Se usé TG2 humana recombinante para medir
la unién de anticuerpo por ELISA. Los resultados indicaron que la version de cadena pesada RHA (Tabla 10), en
combinacion con cualquier de las versiones de cadena ligera RKE y RKJ (Tabla 11) (que representan las diferentes
versiones de la cadena ligera humanizada) mostraron unién éptima (Figura 16).

La version de cadena pesada RHA es un injerto no modificado de regiones CDR de ratén del anticuerpo AB1 en la
secuencia de donante humano. Sin embargo, ambas versiones de cadena ligera RKE y RKJ tienen la misma
retromutacién que reside solo en la proximidad 5A, F72 (numeracién de Kabat - mostrada en verde). Esta
retromutacion se encuentra fuera de los restos de Vernier'%*, Canonicos' o de Interfase 1% (véase la Tabla 11).

101. Lefranc, M.P. IMGT, the international ImMunoGeneTics database(R). Nucleic Acids Res. 31, 307-310
(2003).

102. Kabat, E.A., Wu, T.T., Perry, H. M., Gottesman, K. S. y Foeller, C. Sequences of Proteins of Immunological
Interest. NIH National Technical Information Service, (1991).

103. Eswar, N. et al. Comparative protein structure modeling using Modeller. Curr. Protoc. Bioinformatics.
Capitulo 5: Unidad 5.6., Unit (2006).

104. Foote, J. y Winter, G. (1992). Antibody framework residues affecting the conformation of the hypervariable
loops. J Mol. Biol. 224, 487-499.
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105. Morea, V., Lesk, A. M. y Tramontano, A. (2000). Antibody modeling: implications for engineering and design.
Methods 20, 267-279.

106. Chothia, C., Novotny, J., Bruccoleri, R. y Karplus, M. (1985). Domain association in immunoglobulin
molecules. The packing of variable domains. J Mol. Biol. 186, 651-663.
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RESULTADOS
Generacion de proteina de nticleo rhTG2.

Para forzar la generacion de anticuerpos que fuera mas probable que eligieran como diana epitopos criticos para la
actividad de TG2, en vez de sitios favorecidos en la molécula de TG2, los presentes inventores inmunizaron ratones
con el nucleo catalitico de TG2 en vez de la molécula de TG2 de longitud completa. Para generar el dominio de TG2
recombinante, se generd una construccion de PCR ejecutando desde las bases 329 hasta 1419 y se insert6 en el
vector Pet21+(a) (Figura 1A). La insercidén y expresion de este vector en bacterias BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL
produjo la generacion de una proteina insoluble que abarcaba los aminoacidos 143 a 473 que engloban todo el
nucleo catalitico. Esta proteina se solubilizé y replegd en Tris HCI 40 mM; NaCl 150 mM; 20 % de glicerol; cisteina
5 mM; cistina 0,5 mM a pH 8. Se ejecutaron 10 ng de esta en un gel de poliacrilamida no reductor, se realizd
transferencia Western y se inmunosondé con CUB7402. Fue visible una banda clara a 37 kDa que esta de acuerdo
con el tamanio predicho del nucleo de TG2 (Figura 1B). También fueron inmunorreactivas bandas mas grandes para
CUB7402, que lo mas probablemente representan agregados de la proteina de nucleo ya que estos no estaban
presentes cuando se ejecutd un gel reductor (datos no mostrados).

Inmunizacién y fusion.

Se inmunizaron cuatro ratones con 50 ug de nucleo de rhTG2. Aproximadamente cinco y nueve semanas después
de la inmunizacién, se tom6 una muestra de suero de cada raton y se prob6 para la reactividad contra rhTG2 por
ELISA usando una diluciéon sucesiva del suero. Todos los ratones mostraron una fuerte reaccién inmunitaria al
nucleo de rhTG2, incluso a la mayor dilucion usada (1:51.000) (Figura 2A). Para confirmar que los anticuerpos
también reconocerian la TG2 de longitud completa, se ejecutaron rhTG2 y proteina de nucleo rhTG2 sobre un gel no
desnaturalizante, se realizé transferencia Western y se inmunosondaron con una dilucién 1 en 1000 de suero de
raton (Figura 2B). Se reforzé el raton con la reactividad mas fuerte (raton C) contra ambas proteinas y se
recuperaron los esplenocitos para la fusién usando el Servicio de Hibridomas de la Universidad de Sheffield,
Bioserv.

Seleccion de hibridoma positivo y clonacién.

De los 400 pocillos de hibridomas seleccionados por Bioserv como los mas positivos, los sobrenadantes de 109
mostraron reactividad persistente a TG2, sin embargo solo 34 no reaccionaron con otros miembros clave de la
familia de TG cuando se probaron en ELISA (ejemplos representativos mostrados en la Figura 3A). Se cribé el
sobrenadante de los que fueron especificos para TG2 por ensayo de incorporacién de 3H-putrescina para la
capacidad para inhibir la actividad de TG2 resultante de 100 ng de TG2 (Figura 4). Este cribado inicial indicé que los
10 sobrenadantes de hibridomas fueron capaces de inhibir la actividad de TG2 (AB1; DC1; BB7; EH6; DH2; DD9;
JE12; AG9; AH3; DF4). Nueve de los diez se clonaron satisfactoriamente por dilucién limitada. Para el clon DF4,
aunque los clones se aislaron después de la clonacion, no parecié que fueran inhibidores. Después de la clonacién,
se purifico IgG de hibridoma clonado y se volvié a probar para reactividad selectiva a TG2 (Figura 3B).

Potencial inhibidor de TG2.

Se probd la IgG de cada hibridoma clonado para actividad inhibidora de TG2 contra TG2 humana, de rata y de ratén
y se calcularon las CI50 basandose en la cantidad de IgG requerida para inhibir 1 ng de TG2. Hubo
aproximadamente un intervalo de 12 veces en los valores de CI50 contra TG2 humana que varié desde el mas
eficaz AB-1 a 1,1x10° mg/ml de IgG hasta el menos eficaz JE12 a 12,3 1,1x10® mg/ml de IgG (Figura 9; Tabla 1).
De forma interesante, los presentes inventores solo fueron capaces de determinar una CI50 para 4 anticuerpos
(DH2, DD9, EH6 y BB7) contra TG2 de rata, teniendo el mejor, DH2, una CI50 de 2,23 x 10 mg/ml de IgG que es
unas 6 veces menos activo que contra TG2 humana y comparativamente 38 veces menos activo que el mejor
inhibidor de AB-1 contra TG2 (Figura 9; Tabla 1). Ninguno de los anticuerpos inhibidores fue capaz de inhibir TG2 de
ratén, probablemente debido a la inmunotolerancia.

Mapeo de los epitopos de anticuerpos inhibidores

Para establecer qué epitopos en TG2 fueron inmunoldgicamente Unicos para TG2 a la vez que inhibidores, asi como
establecer si estos 10 anticuerpos se dirigieron al mismo sitio o diferentes sitios, se maped cada anticuerpo usando
presentacion en fagos. Se construyé una biblioteca de fagos de TG2 y se inmunopurificd contra cada mAb. Entonces
se determino el epitopo por secuenciacion consenso de los fagos de unién.

AB1, AG1, AH1, BB7, DC1, EH6 y JE12 todos parecen unirse en total o parte a un Unico epitopo (Figura 5) que
engloba los aminoacidos 304 a 326 y parece que se sientan en frente del sitio activo dentro de un sitio de union a
sustrato (Figura 6). Los presentes inventores denominaron esta region el sitio AB-1 y denominaron los anticuerpos
que se dirigen a este sitio los anticuerpos del Grupo 1.

DF4 se dirigié unicamente a una secuencia que va desde el aminoacido 351 hasta 365 (Figura 5) que va desde la
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parte delantera hasta la posterior del nicleo que engloba Asp 358 en la triada catalitica (Figura 6). Los presentes
inventores denominaron esto el Grupo 2.

DH2 y DD9 se unieron a una secuencia que abarcaba los aminoacidos 450 a 467 (Figura 5). Estos anticuerpos del
Grupo 3 se unen a una regién en la parte posterior del nucleo cerca de la interseccion con el barril 1 B, que los
presentes inventores denominaron el sitio DH2. El epitopo engloba un sitio de unién de calcio putativo (Figura 6).

Secuenciacion de anticuerpos

Para establecer la secuencia de la cadena ligera variable para cada anticuerpo, se extrajo ARN de cada hibridoma
inhibidor, se transcribié de forma inversa y se amplific6 por PCR usando un par de cebadores FR1 altamente
degenerados, combinandose los cebadores MH1 y MH2 con 3 cebadores de la region constante para amplificar
genes VH.

Se muestran las secuencias VH y VK resultantes en la Figura 7 para AB1.
La capacidad de AB1 para inhibir la actividad de TG2 en una mezcla de proteinas in vitro

El anticuerpo inhibidor mas potente contra TG2 recombinante es AB1. Para ser de valor terapéutico, debe ser capaz
de no solo inhibir la actividad de TG2 en una solucién pura, sino también en una solucién compleja de proteinas y no
asociarse de ninguna forma con otras proteinas. Para probar esto, se preparé un homogeneizado de la linea celular
humana de hepatocitos HepG2. La aplicacién de 0,5 ug de AB1 fue capaz de inhibir 70 % de la actividad de TG2
(Figura 8A). Sin embargo, BB7 produjo una inhibicion significativamente rebajando 90 % la actividad de TG2. El
inmunosondeo de 25pug de este lisado con AB1 no mostré asociacion inespecifica con una uUnica banda
inmunorreactiva a un tamafo correspondiente a TG2 (Figura 8B).

La capacidad de AB1 y DC1 para inhibir la actividad de TG2 extracelular.

Para evaluar si estos anticuerpos podrian inhibir la actividad de TG2 en un sistema de células, se aplicaron AB1
(Figura 10a) y DC1 (Figura 10b) a células epiteliales tubulares de rifidn humano 2 (HK-2) en cultivo y se ensayo la
actividad de TG extracelular usando el ensayo de biotina cadaverina. AB1 fue capaz de lograr un 60 % de inhibicion
y DC1 un 55 % de inhibicion de la actividad cuando se aplicaron a 4 ng/ul en los medios de cultivo que fue
comparable al inhibidor quimico de pan TG cloruro de 1,3-dimetil-2-[(2-oxo-propil)tio]imidazolio aplicado a 400 uM.

Comparacion del anticuerpo AB1 con otros anticuerpos inhibidores conocidos

Para probar la eficacia de AB1 en comparacion con otros anticuerpos inhibidores de TG2 conocidos, se probaron
tanto fragmentos fab (Figuras 11, 12) como IgG completas (Figuras 13, 14) de un anticuerpo como se describe por
Quark Biotechnology en la solicitud de patente nimero WO2006/100679 para inhibir la actividad de TG2 en el
ensayo de incorporacion de 3H-putrescina. Se pudo inhibir 60 a 80 % de la actividad de 100 ng de TG2 humana por
500 ng de AB1. En comparacion, ninguno del fragmento fab o la IgG completa del anticuerpo de Quark pudo inhibir
TG2 significativamente en este ensayo.

Discusion

Existe una clara necesidad de validar TG2 como diana terapéutica en el hombre a través de una variedad de
enfermedades donde estudios experimentales han sugerido su participacion. Estos incluyen cicatrizacion de tejido,
celiaquia, enfermedades neurodegenerativas y quimiorresistencia en algunos canceres. La limitacion de esto ha sido
la falta de compuestos verdaderamente especificos de TG2 que pudieran inhibir selectivamente la actividad de TG2
en el hombre.

En este estudio, los presentes inventores han inmunizado por primera vez ratones con un fragmento de TG2 con el
objetivo de ser capaces de aislar un intervalo mas amplio de anticuerpos anti-TG2 contra el nucleo catalitico de la
enzima en la busqueda de un epitopo inhibidor. Esto provocé una buena respuesta inmunitaria con anticuerpos que
reconocen tanto el nucleo de rhTG2 como TG2 nativo, pero no otras TG.

10 de los anticuerpos aislados mostraron actividad inhibidora. Estos se mapearon posteriormente con 3 epitopos
especificos de TG2, pero inhibidores. Estos anticuerpos se han clonado, secuenciado y aislado, calculandose los
valores de CI50. Tres anticuerpos (AB1, DC1 y BB7) que se dirigen a un sitio de sustrato demostraron ser
inhibidores particularmente eficaces. Y, lo que es mas importante, estos anticuerpos también funcionaron bien tanto
en un lisado celular como en cultivo celular, que indica que estos anticuerpos tienen el potencial de funcionar en un
entorno rico en proteinas que es critico para la aplicacién in vivo.

Los presentes inventores creen que un elemento clave en la generacidon satisfactoria de estos anticuerpos

inhibidores ha sido la decisiéon de inmunizar con solo la proteina de nucleo. Que sepan los presentes inventores,
ninguno de los anticuerpos de TG2 comerciales tiene potencial inhibidor de cualquier significancia. Los propios
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intentos de los presentes inventores para usar TG2 de longitud completa produjeron un gran ndmero de anticuerpos,
algunos de los cuales fueron especificos para TG2 y ninguno de los cuales fue inhibidor. Esto pareceria ser debido a
una clara preferencia inmunogénica por bucles de proteina dentro de TG2 de longitud completa, muchos de los
cuales caen en la parte posterior del nucleo catalitico en posiciones similares a las del anticuerpo anti-TG2 mas
ampliamente usado, CUB7402 (aa447 aa478).

Es sorprendente que el enfoque de los presentes inventores haya conducido a la produccion de anticuerpos mucho
mas eficaces. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, los presentes inventores creen que produciendo
simplemente anticuerpos para una proteina mas pequefia que cubre solo el nucleo central, no solo eliminan algunos
de los epitopos inmunolégicos favorecidos, sino que también fuerzan al direccionamiento del nucleo. Esto solo
aumenta la variedad de anticuerpos disponibles para la seleccion y asi cobertura mas amplia del nucleo. Sin
embargo, el inmunizar con solo el nucleo significa que se pierde gran parte del plegamiento del nicleo y asi algunos
de los epitopos que quizds puedan estar menos disponibles dentro de una molécula de TG2 total puedan ser
epitopos mas atractivos con el nucleo en este formato. Dado que los 10 anticuerpos reconocieron epitopos lineales
(es decir, unidos a TG2 sobre un gel reductor), mientras que 80 % de los anticuerpos que los presentes inventores
aislaron previamente usando TG2 de longitud completa como inmunégeno fueron dependientes de la conformacion,
sugiere que esto puede ser un factor importante.

Ha habido previamente otros estudios que han postulado la idea de un anticuerpo inhibidor de TG2 para aplicacion
humana. Esposito y colaboradores desarrollaron anticuerpos recombinantes a partir de pacientes con celiaquia
donde se ha propuesto que los anticuerpos de TG2 pueden tener una funcién inhibidora [19]. Uno de estos
anticuerpos se desarrollé para aplicacion comercial por Quark Biotechnology y una solicitud de patente presentada
(WO2006/100679). Este anticuerpo demostré algunos primeros datos interesantes en la prevencion de fibrosis renal
en el modelo de rata UUO. Sin embargo, los presentes inventores produjeron una versién recombinante de este
anticuerpo y aunque reaccioné con TG2 en ELISA (Figura 17) y transferencia Western, lograron poca inhibicidn
hasta 500 ng de IgG por ng de TG2 para este anticuerpo, a la que todos los anticuerpos desarrollados en este
estudio blogquean esencialmente toda la actividad de TG2. Ademas, el documento de patente W0O2006/100679
describe la generacion de una version de raton de este anticuerpo humano, y como tal seria dificil la larga aplicacion
en modelos reconocidos de rata de enfermedad renal.

Es de notar en el presente estudio el mapeo de los 3 epitopos inhibidores dentro del niucleo de TG2. El epitopo de
AB1 es, de lejos, el mas potente para elegir como diana, que es quizas sorprendente dada la posicion del epitopo. El
examen de su posicidén dentro de la estructura activa de TG2 predicha [20] sugiere que se une en el puerto de
entrada a la triada catalitica en lo que puede ser un sitio de sustrato. Dado que los sustratos que los presentes
inventores usaron en su ensayo de cribado son relativamente pequefios (putrescina y dimetilcaseina), es quizas
sorprendente que este sitio sea tan eficaz. Sin embargo, la posicién del epitopo debe ser tal que la gran IgG
(150 kDa) se situe firmemente en el sitio catalitico. A partir de los datos de epitopos se puede predecir que el sitio de
DD9 puede ser mas eficaz, ya que estd asociado con un sitio de uniéon de calcio putativo [21]. Sin embargo, el
examen de la bibliografia sugiere 5 o mas sitios de union de Ca?* putativos [21] y, aunque tiene claramente un
espectacular efecto, no es critico para toda la actividad de TG2.

El sitio de DF4 seria hipotéticamente el epitopo mas eficaz, ya que el anticuerpo se une a 1 de los aminoacidos
esenciales en la triada catalitica. Sin embargo, no ha sido posible clonar satisfactoriamente DF4 que produce este
anticuerpo inhibidor y, como tal, no ha sido posible la produccién de IgG suficiente para realizar adecuadamente
pruebas de CI50. De hecho, puede ser muy dificil clonar anticuerpos que tienen eficacia demasiado alta debido al
trabajo de Gunzler et al. (1982) FEBS Lett. 150(2): 390-6, que sugirié que los que linfocitos necesitaban actividad de
TG2 para proliferar y asi los anticuerpos con mejor potencial inhibidor solo podian ser posibles usando enfoques
recombinantes o un sistema de extraccion continua de 1gG.

Uno de los problemas mas frustrantes en la realizacion de este trabajo ha sido la aparente incapacidad de todos los
anticuerpos desarrollados para bloquear eficientemente la actividad de TG2 no humana, que es critico para las
pruebas preclinicas. Todos reaccionaron con TG2 de rata y de ratdn en tanto transferencia Western como ELISA, en
algunos casos con poca diferencia de intensidad. Sin embargo, de los 9 anticuerpos para los que los presentes
inventores produjeron IgG, solo fue posible determinar una CI50 para 4 en rata y ninguno en raton. Los 4 donde se
calcul6 una CI50 contra TG2 de rata mostraron una CI50 30 veces o mas baja contra TG2 de rata que AB1 contra
TG2 humana, que significa que cualquier dosis in vivo seria prohibitivamente grande. Ademas, ninguno inhibiria en
absoluto en un lisado celular de rata. Dada la reactividad en ELISA y transferencias Western, mas que existen solo 5
apareamientos entre especies para AB1 y 3 para DD9, fue sorprendente la significativa especificidad de especies
para la inhibicién y demuestra claramente la importancia critica de la afinidad para la inhibicidn eficaz. Asi, habiendo
identificado estos epitopos inhibidores para TG2 humana, ahora es critico que se desarrollen anticuerpos analogos
para estos sitios en TG2 de rata si su valor se va a establecer en modelos preclinicos in vivo de enfermedad.

Est4 disponible un amplio intervalo de inhibidores de TG. En particular, los compuestos basados en tiomidazol
originalmente desarrollados por Merke Sharpe Dome [22], los analogos de CBZ-glutamilo desarrollados por Griffin y
colaboradores [23] que los presentes inventores han usado muy satisfactoriamente para tratar cicatrizacion de rifién
experimental [16], y los inhibidores de tipo dihidroisoxazol desarrollados por Khosla y colaboradores [24-27] usados
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satisfactoriamente en diversos modelos de cancer. Hay esperanza de que el continuo refinamiento de estos
compuestos pueda dar un inhibidor de TG2 humana viable, pero la reactividad cruzada de la familia de TG o la
potencial naturaleza téxica de los compuestos parece haber impedido esto. Mas recientemente, se han descrito
acilidenoxoindoles como una nueva clase reversible de inhibidores de TG2 [24], pero faltan datos referentes a su
reactividad cruzada con otros miembros de la familia de TG. En la conferencia de Gordon de 2010 sobre TG2 en
enfermedad humana, Pasternack y colaboradores de Zedira presentaron detalles de una gama de compuestos que
usan aceptores de Michael de la cadena lateral como inhibidores de TG2 con reivindicaciones de idoneidad para la
aplicacion invivo y selectividad de TG2, sin embargo, hasta la fecha no se ha materializado una publicaciéon
completa sobre esto. En la misma reunion, trabajo previo de Macdonald et al. demostré algunos desarrollos
interesantes en el disefio de un inhibidor de TG2 para el tratamiento de corea de Huntington, pero nuevamente
todavia se espera una publicacion completa. Indudablemente, seria altamente deseable un inhibidor de molécula
pequefia de TG2 en caso de que pudiera lograrse. La penetracién de tejido, la capacidad para cruzar la barrera
hematoencefélica, produccién, coste y facil dosificacion son solo algunos de los beneficios. Sin embargo, un
anticuerpo inhibidor como se ha desarrollado aqui puede ser en cierta forma preferible.

TG2 es claramente una enzima multifuncional y se ha asociado a una variedad de funciones celulares que incluyen
estabilizacion y transporte nuclear [28, 29], endocitosis [30, 31], sefializacion de GTPasa [32-34], apoptosis [35, 36],
adhesion celular [37-39], integridad citoesquelética [28, 29] y estabilizacién de ECM [9]. Claramente, un inhibidor de
molécula pequefia puede impedir todas estas funciones, ya que en general tienen acceso libre al espacio
extracelular y el interior de la célula. Un anticuerpo no puede entrar en la célula y como tales no se afectarian las
funciones intracelulares de TG2. Y, lo que es mas importante, la mayoria de las funciones patolégicas de TG2
parecen ser extracelulares, tales como su funcion en la cicatrizacién de tejido y fibrosis, celiaquia y cancer. Asi, el
uso de un anticuerpo traeria un grado adicional de selectividad que prevendria los efectos intracelulares no
deseados. Por tanto, un anticuerpo ofreceria ventajas en el bloqueo de TG2 en enfermedades fibréticas y de
cicatrizacion donde TG2 reticula proteinas de ECM, en celiaquia donde la gliadina se desamida en el espacio
extracelular y en quimiorresistencia en cancer donde la adhesion celular parece ser el factor protector. Sin embargo,
a menos que se pueda disefiar un pequefio fragmento Fab que pueda cruzar la barrera hematoencefalica, un
anticuerpo inhibidor de TG2 seria de poco uso en el tratamiento de patologias neuroldgicas.

En conclusion, los presentes inventores han sido capaces de desarrollar por primera vez anticuerpos inhibidores de
TG2 que se dirigen selectivamente a TG2. Los presentes inventores también han identificado 3 epitopos inhibidores
novedosos dentro del dominio de nucleo de TG2. La humanizaciéon del anticuerpo AB1 abrira la posibilidad por
primera vez de terapia dirigida de TG2 en el hombre.
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Ejemplo 2: Secuenciacion de novedosos anticuerpos inhibidores de TG2 de la invencién.
Secuenciacion de anticuerpos

Para establecer las secuencias de las regiones variables de cada anticuerpo de la invencién, se procesé un
sedimento de las células de hibridoma usando el kit Qiagen RNeasy Mini para extraer el ARN siguiendo los
protocolos del fabricante. EI ARN extraido se transcribié de forma inversa para producir un ADNc usando un kit de
sintesis de ADNc de la 12 hebra (GE Healthcare), usando un cebador Notl-dT1s, segun los protocolos del fabricante.
Se purifico la preparacion de ADNc usando el kit de purificacion de PCR de Qiagen, segun los protocolos del
fabricante.

Para determinar la secuencia de la cadena pesada, se amplificé el ADNc de ratén por PCR usando un conjunto de
cebadores degenerados (MHV1-12) con un cebador de la regién constante (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCGS3,
0 una mezcla de los cuatro) como se muestra en la Tabla 12. Similarmente, para determinar la secuencia de la
cadena ligera, se amplifico el ADNc de raton usando un conjunto de cebadores degenerados (MVK1-11) con un
cebador de la region constante MKC como se muestra en la Tabla 13.

Si no se observaron productos de amplificaciéon usando el conjunto inicial de PCR de la cadena pesada, se llevo a
cabo una 5' RACE PCR (Invitrogen), usando el cebador Notl-dT+s para generar ADNc; y los cebadores de la regién
constante (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCG3, o una mezcla de los cuatro) y el cebador de ancla 5' RACE,
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG (donde | es la base para desoxiinosina) para la PCR.

Se ligaron las bandas de amplificacion resultantes en el vector pCR2.1®-TOPO® usando el kit TOPO-TA Cloning®
(Invitrogen) usando el protocolo del fabricante y se enviaron a GATC Biotech AG para la secuenciacion.

Tabla 12: Cebadores de PCR para clonar regiones variables de la cadena pesada de raton

Nombre Secuencia

MHV1 ATGAAATGCAGCTGGGGCATCTTCTTC

MHV2 ATGGGATGGAGCTRTATGATOSYTCTT

MHV3 ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT

MHV4 ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT

MHV5 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT

MHV6 ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC

MHV7 ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT

MHV38 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG

MHV9 ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCCTG

MHV10 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG

MHV11 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG

MHV12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG

MHCG1 CAGTGGATAGACAGATGGGGG

MHCG2A CAGTGGATAGACCGATGGGGC

MHCG2b CAGTGGATAGACTGATGGGGG

MHCG3 CAAGGGATAGACAGATGGGGC

Cdédigos de ambigliedad: R=A0G;Y=CoT;,M=A0C;K=GoT;S=GoC;W=Ao0T.
MHV indica cebadores que se hibridan con las secuencias conductoras de los genes de la
region variable de la cadena pesada de ratéon, MHCG indica cebadores que se hibridan con
los genes de la region constante de ratén.

Tabla 13: Cebadores de PCR para clonar regiones variables de la cadena ligera kappa de raton

Nombre Tamano Secuencia

MKV1 30-mero ATGAAGTTGVVTGTTAGGCTGTTGGTGCTG
MKV2 29-mero ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG
MKV3 30-mero ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
MKV4 33-mero ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
MKV5 30-mero ATGGATTTWAGGTGCAGATTWTCAGCTTC
MKV6 27-mero ATGAGGTKCKKTGKTSAGSTSCTGRGG

MKV7 31-mero ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
MKV8 31-mero ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
MKV9 25-mero ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG

MKV10 27-mero ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT

MKV11 28-mero ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
CL12A ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT

CL12B ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT
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(continuacién)

Nombre Tamadho Secuencia

CL13 ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT

CL14 ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT

CL15 ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT

CL16 ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT

CL17A ATGAGGTGCCTARCTSAGTTCCTGRG

CL17B ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG

CL17C ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG

MKC 20-mero ACTGGATGGTGGGAAGATGG

Cédigos de ambigliedad: R=A0G;Y=CoT;M=A0C;K=GoT;S=GoC;W=AoT.
MKYV indica cebadores que se hibridan con las secuencias conductoras de los genes de la
region variable de la cadena ligera kappa de ratén, MKC indica el cebador que se hibrida
con el gen de la regién constante kappa de ratén.

Datos de secuencias

Se secuenciod el anticuerpo AB1, ademas de los anticuerpos BB7, DC1, JE12, EH6, AG9, AH3, DD9, DH2, DD6 y
IA12. Las secuencias se proporcionan en las Figuras 18 a 28.

Ejemplo 3: Construccion y caracterizacion de novedosos anticuerpos anti-TG2 quiméricos y humanizados
de la invencioén.

Para caracterizar adicionalmente los anticuerpos de la invencion y para permitir la clasificacion y la priorizacion de
anticuerpos para la humanizacién, se construydé un panel de anticuerpos de TG2 quiméricos (regiones variables
murinas e IgG1 humana y kappa humana). La metodologia usada para producir los anticuerpos quiméricos se
explica a continuacion.

Métodos

Bases de datos de ADNc de VH y VK humano

Se usaron las secuencias de proteinas de inmunoglobulinas humanas y de ratén de International Immunogenetics
Database 2009' y Kabat Database Release 5 of Sequences of Proteins of Immunological Interest (lltima
actualizacion 17-Nov-1999)? para compilar una base de datos de secuencias de inmunoglobulina humana en un
alineamiento de Kabat. La base de datos de los presentes inventores contiene 10.606 secuencias VHy 2.910 VK.

Modelo molecular de AB1

Como representante de los anticuerpos del Grupo 1 (es decir, anticuerpos que se unen al epitopo que abarca los
aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana), se ha calculado un modelo de homologia de las regiones variables del
anticuerpo AB1 de raton usando el programa Modeller® ejecutado en modo automatico. Las coordenadas atomicas
de 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb y 1MQK.pdb fueron los moldes de secuencia de mayor identidad para la interfase, VL y VH,
respectivamente, como se ha determinado por analisis Blast de la base de datos de estructuras Accelrys antibody
pdb. Estos moldes se usaron para generar 20 modelos iniciales, el mejor de los cuales se refin6 modelando cada
bucle de CDR con sus 3 mejores moldes de bucle.

Seleccion de la regién estructural de hAB1

Se uso el programa de analisis de secuencias, gibsSR, para interrogar las bases de datos de VH y VK humanas con
las secuencias de proteinas de VHc, VKc y VKc1 de AB1, VHc y VKc de BB7 y VHc y VKc de DC1 usando diversos
criterios de seleccion. Se identificaron restos de FW dentro de 5 A de un resto de CDR (definicion de Kabat) en el
modelo de homologia de anticuerpo AB1 de ratén, y se designaron los restos "Proximidad 5 A".

Se eligio AF06220 como FW sobre el que basar las versiones de cadena pesada humanizadas iniciales. La Tabla 14
muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF06220 para anticuerpos murinos. La Tabla 15 muestra la
envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. AF062260 solo tiene 1 mutaciéon somatica lejos de su gen VH de la
linea germinal Z12347 (Tabla 16).

Se eligié AY247656 como FW sobre el que basar la cadena ligera kappa humanizada de AB1 inicial. El alineamiento
y la identidad de restos con la cadena ligera kappa del anticuerpo AB1 murino se muestran en la Tabla 17; la
Tabla 18 muestra la envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. La secuencia muestra 5 mutaciones somaticas
de su gen VK de la linea germinal X93620 (Tabla 19).

Se eligié AF193851 como FW sobre el que basar las otras construcciones de cadena ligera kappa humanizada. El
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alineamiento y la identidad de restos con los anticuerpos murinos se muestran en la Tabla 20. La Tabla 21 muestra
la envoltura de proximidad 5 A de las secuencias. La secuencia no muestra mutaciones somaticas de su gen VK de
la linea germinal J00248 (Tabla 22).

Generacion de vectores de expresion

La construccion de vectores de expresion quiméricos implica afiadir una secuencia conductora adecuada a VH y VL,
precedida por un sitio de restricciéon Hind Il y una secuencia de Kozak. La secuencia de Kozak garantiza la eficiente
traduccion de la secuencia de la region variable. Define el correcto codén AUG a partir del cual un ribosoma puede
comenzar la traduccion, y la base mas critica es la adenina en la posicién -3, en la direccién 5’ del inicio AUG.

Para la cadena pesada, la construccion de los vectores de expresién quiméricos implica introducir un fragmento 5'
de la region constante y1 humana, hasta un sitio de restriccion Apal natural, contiguo al extremo 3’ de la regién J de
la region variable. CH se codifica en el vector de expresion en la direccion 3’ de la secuencia VH insertada, pero
carece del intrén V-C.

Para la cadena ligera, se afiade el sitio donante de corte y empalme natural y un sitio BamHI en la direccion 3’ de la
region V. La secuencia donante de corte y empalme facilita el corte y empalme del intron V:C kappa que es
necesario para la uniéon en marco de VL a la regién constante.

Se optimizaron y sintetizaron las secuencias de ADN de las regiones variables por GeneArt®. La secuencia
conductora se ha seleccionado como una que da buena expresion de anticuerpo en células de mamifero cultivadas.

Se escindieron las construcciones de la region variable de la cadena pesada del vector de clonacién usando
digestion con Hindlll + Apal, se purificaron y se ligaron en el vector de expresién de la cadena pesada MRCT
similarmente cortado y tratado con fosfatasa, y se usaron para transformar bacterias TOP10.

Se escindieron las construcciones de la region variable de la cadena kappa usando digestion con Hindlll + BamHI,
se purificaron y se ligaron en el vector de expresion de la cadena ligera kappa MRCT similarmente cortado y tratado
con fosfatasa, y se usaron para transformar bacterias TOP10.

Expresion de anticuerpos

Se generd un vector de expresion de inserto doble que codificaba tanto las cadenas pesadas como kappa y se
transfectd en células HEK293T. Se purificd sobrenadante de cultivo celular por cromatografia de afinidad en proteina
G-agarosa segun los protocolos del fabricante.

ELISA de unién

Se cotransfectaron células HEK 293F con combinaciones de diferentes vectores de la cadena ligera humanizada en
asociacion con diferentes vectores de la cadena pesada humanizada. Se usé TG2 humana recombinante para medir
la unién de anticuerpo por ELISA. Los resultados indicaron que la versién de cadena pesada RHA (Tabla 23), en
combinacion con cualquiera de las versiones de cadena ligera RKE y RKJ (Tabla 24) (que representan las diferentes
versiones de cadena ligera humanizada), mostraron union éptima (Figura 34), y, por tanto, se seleccionaron para
caracterizacion adicional. Se us6 un enfoque similar para identificar pares optimos de cadenas pesadas y ligeras de
BB7 humanizadas, y cadenas pesadas y ligeras de DC1 humanizadas.

La version de cadena pesada RHA es un injerto no modificado de regiones CDR de ratén del anticuerpo AB1 en la
secuencia de donante humano. Sin embargo, ambas versiones de cadena ligera RKE y RKJ tienen la misma
retromutacion que reside solo en la proximidad 5 A, F72 (Tabla 24). Esta retromutacion se encuentra fuera de los
restos de Vernier?, Canonicos® o de Interfase®.
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La siguiente Tabla A resume los anticuerpos quiméricos y humanizados producidos con una referencia cruzada a los
identificadores usados en las figuras.

Anticuerpo murino Anticuerpo quimérico Anticuerpo humanizado

AB1 cABO0O1 hAB004 (hABOO1AE)
cAB003 hAB005 (hABOO1AJ)

BB7 hBBOO1AA
cBBOO1 hBB001BB

DC1 hDCOO01AA
cDCo01 hDCO01BB

DD6 cDD6001

DD9 cDD9001

DH2 cDHO001

TABLAS

Tabla 14

La Tabla 14 muestran el alineamiento y la identidad de restos de AF062260 para los anticuerpos murinos. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las diferencias de restos, si procede.
Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercién o delecion de restos, si
procede.

Tabla 15
Restos de proximidad 5 A
AB_ VHc (nAB001VH) EVQLCAFTLSWVRWVARFTISRNLYCAKWG
BB7_VHc (mBB7001VH) AVQLCAIIFSWVRWVARFTVSRSLYCAKWG
DC1_ VHc (mDC001VH EVQLCAFTLSWVRWVARFTISRNLFCARWG
AF062260 | F..... S

La Tabla 15 muestran los restos de la regién estructural de la cadena pesada del anticuerpo que se encuentran
dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se
muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 16
————————— B St T . St e St
10 20 30 40 50 60 70 80 a0
————————— B T e S e e
212347.seq  EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVROAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDNSKNTLYLOMN S LRAEDTAVYYCAK
BN Tt T -0 G R 1
Cmmm> Cmmmm e ———— >

La Tabla 16 muestra que AF062260 tiene 1 mutacion somatica lejos del gen VH de la linea germinal Z12347. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 17

[&

La Tabla 17 muestran el alineamiento y la identidad de restos de AY247656 para el anticuerpo AB1 murino. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o delecion de restos, si
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procede.

Tabla 18
Restos de proximidad 5 A

AB_ VKc (mABO01VK) | EIVLTQTCWFTLIYGVPFSGSGSGQDFFYCFG
AY247656 | L ) O T.T...

La Tabla 18 muestra los restos de la region estructural de la cadena ligera kappa del anticuerpo AB1 que se
encuentran dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto
(.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 19
————————— Bt T S e et STl
10 20 30 40 50 60 10 80 a0
————————— B e T e e Bt
¥93620.seq  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLI YDASNLETGVESRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCOQYDNLER
E N L FG.......NTY.L 5
Cmmmmmm—— > Cmmmm > Cmmmmm e

La Tabla 19 muestra que AY247656 tiene 5 mutaciones somaticas lejos del gen VK de la linea germinal X93620. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 20

..... e Q.HNTY.

La Tabla 20 muestra el alineamiento y la identidad de restos de AF193851 para los anticuerpos murinos. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o deleciéon de restos, si
procede.

Tabla 21
Restos de proximidad 5 A
AB_ VKc1 (mAB0O02VK) DIQMTQTCWEFTLIYGVPFSGSGSGQDFFYCFG
AB1_VKc2 (mABO03VK) DIQKTQTCWFTLIYGVPFSGSGSGQDFFYCFG
BB7_ VKc (mBB001VK) AIKMTQTCWEFTLIYGVPFSGSGSGQEFLYCFG
DC1_VKc (mDC001VK) DITMTQTCWEFILIYGVPFSGSGSGQDYAYCFG
AF193851 M. S, T.T....

La Tabla 21 muestra los restos de la region estructural de la cadena ligera kappa de anticuerpos que se encuentran
dentro de una envoltura 5 A de las CDR. Se muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se
muestran las identidades de restos, si procede.

Tabla 22
———————————————————— e e e e e e
10 20 30 40 50 &0 10 80 20
B et SE T fomm - mmmmm—an e mmmmm—an dommmmmmn B o m———n e
Jod248.seq DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOGI SNY LAWFQOKPGRAPKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQYNSYFP
AF193B51.S€0 ...cvuiiaraaracninreananannans RueviosasnssarasvnsncossMiunuonausincrustuansssrassasasnsnacaas H.T..W 0
o > Cm———— > Cmmm———-

La Tabla 22 muestra que AF193851 no tiene mutacion somatica lejos del gen VK de la linea germinal J00248. Se
muestran las identidades de restos por un simbolo de punto (.). Se muestran las identidades de restos, si procede.
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Tabla 23

Humercs de Kabat

La Tabla 23 muestra los alineamientos de secuencias de las versiones humanizadas finales de las cadenas pesadas
de AB1, BB7 y DC1. Se usan huecos (-) para mantener la numeracion de Kabat, y para mostrar insercion o delecion
de restos, si procede.

TABLA 24

Niumeros de Kabat

La Tabla 24 muestra los alineamientos de secuencias de las versiones humanizadas finales de las cadenas ligeras
kappa de AB1, BB7 y DC1. Se usan huecos (-) para mantener la numeraciéon de Kabat, y para mostrar insercion o
delecion de restos, si procede.

TABLA 24A

La Tabla 24a resume la informacién de secuencias presentadas en las Tablas 23 y 24, mostrando en particular la
secuencia de las CDR, y las CDR con regiones flanqueantes, en las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos

AB, BB-7 y DC-1.

Cadena pesada -

CDR1

AB CAASGFTFSSSAMSWVR o FTFSSSAMSWVR o SSAMS.

BB7 RHB CAASGFTFSSSAMSWVR o FTFSSSAMSWVR o0 SSAMS.

BB7 RHA CAASGIIFSSSAMSWVR o IIFSSSAMSWVR o SSAMS.

DC1 RHA CAASGFTFSTHAMSWVR o FTFSTHAMSWVR o THAMS.

DC1 RHB CAASGFTLSTHAMSWVR o FTLSTHAMSWVR o THAMS.

Cadena pesada -

CDR2

AB WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDN o
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR o TISVGGGKTYYPDSVKG.
WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o

BB7 RHB WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR
o TISSGGRSTYYPDSVKG.

BB7 RHA WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTL o WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDS o
WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSR o TISSGGRSTYYPDSVKG.
WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o

DC1 RHA WVSTISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR
o TISSGGRSTYYPDSVKG.

WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTL o WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDN o

DC1 RHB WVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISR
o TISSGGRSTYYPDSVKG.

Cadena pesada -

CDR3

IAB 'YCAKLISLYWG o LISLY.

BB7 RHB 'YCAKLISPYWG o LISPY.

BB7 RHA YCAKLISPYWG o LISPY.

DC1 RHA YCAKLISTYWG o LISTY.

DC1 RHB FCARLISTYWG o LISTY.

Cadena ligera-

CDR1
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(continuacién)

[AB RKE TCKASQDINSYLTWY o KASQDINSYLT.

IAB RKJ TCKASQDINSYLTWF 0 KASQDINSYLT.

BB7 RKB TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

BB7 RKA TCKASQDINSYLTWF o0 KASQDINSYLT.

DC1 RKA TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

DC1 RKB TCKASQDINSYLTWF o KASQDINSYLT.

Cadena ligera -

CDR2

IAB RKE LLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFF o LLIYRTNRLFDGVP o RTNRLFD
AB RKJ SLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFF o SLIYRTNRLFDGVP o RTNRLFD
BB7 RKB SLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGTDFF 0 SLIYLTNRLMDGVP o LTNRLMD
BB7 RKA TLIYLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFL o TLIYLTNRLMDGVP o LTNRLMD
DC1 RKA SLIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGTDFF 0 SLIYLVNRLVDGVP o LVNRLVD
DC1RKB ILIYLVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYA o ILIYLVNRLVDGVP o LVNRLVD
Cadena ligera -

CDR3

IAB RKE YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

AB RKJ YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

BB7 RKB YCLQYVDFPYTFG o LQYVDFPYT.

BB7 RKA YCLQYVDFPYTFG o LQYVDFPYT.

DC1 RKA YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

DC1 RKB YCLQYDDFPYTFG o LQYDDFPYT.

Caracterizacidn de anticuerpos quiméricos y humanizados

Se ensayaron Abs (forma abreviada de Antibodies: anticuerpos) quiméricos y humanizados para unirse a TG2
humana y de mono cinomolgo y para la inhibicién enzimatica de estas enzimas segun la metodologia descrita a
continuacion.

METODOS
Ensayo de ELISA para la unién de TG2

Se determind la unién de anticuerpo a TG2 humana y de mono cinomolgo en un ensayo de ELISA. Se recubrieron
placas de 96 pocillos (Nunc) "Maxisorp" de poliestireno transparente con 50 ng de TG2 humana o de mono
cinomolgo purificado en 50 yl de tampdén carbonato-bicarbonato 0,056 M a pH 9,6 a 4 °C durante la noche. Se
recubrieron pocillos de control con 50 yl de 100 pg/ml de albumina de suero bovino (BSA). Las placas se lavaron 3x
con 300 pl de solucién salina tamponada con fosfato a pH 7,4 (PBS) que contenia 0,1 % de Tween 20 (PBST) y se
bloquearon con 300 uyl de 3 % p/v de leche desnatada Marvel en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar 3x con PBST, 50 pl de anticuerpos anti-TG2 quiméricos o humanizados purificados en proteina-A
o anticuerpo de control de is6topo kappa IgG1 humana o CUB7402 (Abcam) se diluyeron sucesivamente 4 veces
desde una concentracion superior a 50 nM en PBS, y se afiadieron a la placa por duplicado. Después de 1 hora a
temperatura ambiente, las placas se lavaron 3x en PBST y se incubaron con 50 pl de anti-lgG humana de cabra
conjugada con peroxidasa (Fc) (Serotec) diluida 1/5.000 en 3 % p/v de leche desnatada Marvel en PBS o para
pocillos que contenian anti-lgG de raton de cabra conjugada con peroxidasa CUB7402 1/5.000 (Fc) (Sigma) durante
1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar 3x con PBST, las placas se desarrollaron con 50 ul de sustrato
TMB (Sigma) durante 5 min a temperatura ambiente antes de parar la reaccién con 25 pl de H2SO4 0,5 M vy leer la
absorbancia a 450 nM en un lector de placas de microtitulacién (BioTek EL808). Se analizaron las curvas de
respuesta a dosis y se determinaron valores de CE50 y otros parametros estadisticos usando un ajuste logistico de
4 parametros de los datos (GraphPad Prism).

Ensayo de transglutaminasa basado en fluorescencia de la inhibicién de TG2 por anticuerpos de la invencion.

Se midieron las actividades de transglutaminasa de enzimas TG2 humanas (Zedira) o de mono cinomolgo
(Trenzyme) purificadas por incorporacion de lisina dansilada KxD (Zedira) en caseina N,N-dimetilada (DMC, Sigma).
Se diluyeron TG2 humana o de mono cinomolgo en tampoén de transamidacion (HEPES 25 mM a pH 7,4 que
contenia NaCl 250 mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 5 mM, DTT 0,2 mM y 0,05 % v/v de Pluronic F-127) a 1 nM y 10 nM,
respectivamente, y se mezclaron con diversas concentraciones de anticuerpos de TG2 murinos, quiméricos o
humanizados purificados en proteina A durante 180 min a temperatura ambiente en placas de microtitulacién negras
de 384 pocillos (Corning). Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de DMC y KxD a una concentracion final
de 10 uM y 20 uM, respectivamente, y un volumen de reaccion final de 30 ul, y se dejo que avanzaran a TA durante
180 min y se monitorizd el aumento en fluorescencia (URF) (excitacion a 280 nm, emision 550 nm) usando un lector
de placas Tecan Safire?. Los datos se normalizaron al porcentaje de actividad donde % de actividad=(URF de
anticuerpo de prueba — URF de controles bajos)/ URF de controles altos - URF de controles bajos) x 100, donde los

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835383 T3

controles bajos contuvieron todos los componentes, excepto enzima, y los controles altos contuvieron todos los
componentes, excepto anticuerpo.

Se representaron las curvas de respuesta a dosis de anticuerpo usando el software GraphPad prism y se ajustaron
usando un modelo logistico de 4 parametros para devolver CI50 y otros parametros estadisticos. Los resultados se
ilustran en las Figuras 29 a 33.

Resultados y discusién de la inhibicién enzimética y experimentos de uniéon de ELISA por anticuerpos anti-TG2
humanizados y murinos

Se determiné la capacidad de anticuerpos de TG2 quiméricos y humanizados para inhibir la transamidacién por TG2
humana por inhibicion dependiente de la dosis de la incorporacion dependiente de TG2 de lisina dansilada en
caseina N,N-dimetilada (ejemplificado en las Figuras 29 y 31). Tanto los anticuerpos quiméricos como humanizados
del Grupo 1 (por ejemplo, cAB003, cBB001, cDC001, hBBO0O1AA, hABO01BB, hAB0OO5 y hAB004) muestran potente
inhibicion de la actividad de TG2 en el intervalo nanomolar bajo, de acuerdo con datos de ELISA que muestran la
union a TG2 humana inmovilizada en el mismo intervalo (Figuras 35 y 37). A diferencia, el anticuerpo comercial
CUB7402 dej6 de inhibir actividades enzimaticas de TG2 humana o de mono cinomolgo (Figuras 29F y 30B), a
pesar de la unién comparable a anticuerpos del Grupo 1 en los ensayos de ELISA (Figuras 35A, 36A, 37A y 38A) de
acuerdo con el reconocimiento por CUB7402 de un epitopo que no interferia con la funcién de transamidacion de la
enzima. Por tanto, los anticuerpos del Grupo 1 se pueden distinguir por su capacidad para inhibir la funcion
enzimatica de otros anticuerpos tales como CUB7402, que se unen, pero no tienen efecto sobre la actividad
enzimatica. Similarmente, anticuerpos murinos y quiméricos representativos del Grupo 3 (por ejemplo, mDD9001,
mDHO001, cDD9001 y ¢cDHO001) inhibieron coherentemente la transamidacion de TG2 humana, pero con menor
potencia que los anticuerpos del Grupo 1 (Figuras 29 y 33). La inhibicion de TG2 humana por los anticuerpos
monoclonales murinos parentales ejemplificados del Grupo 1 y Grupo 3 (Figura 33) muestran potencias comparables
a sus versiones quiméricas y humanizadas, que indica que la potencia funcional de los anticuerpos murinos ha sido
retenida en las versiones humanizadas. Similarmente, los datos de unién de ELISA de TG2 humana para los
anticuerpos humanizados ejemplificados hBBO01AA, hBB0O01BB y hAB004 (Figura 37) muestran valores de CE50
comparables con los obtenidos para las versiones quiméricas cBB001 y cAB0O3, que indica que también se ha
preservado la afinidad de unién en las versiones humanizadas. Los anticuerpos quiméricos y humanizados también
demuestran potente inhibicion de TG2 de mono cinomolgo (Figuras 30 y 32) y CE50 de ELISA comparables
(Figuras 36 y 38) a través de las especies, de acuerdo con la conservacion del epitopo relacionado en TG2 de mono
cinomolgo, que tiene en total 99 % de identidad de secuencia. A diferencia, CUB7402 muestra unidon comparable a
TG2 de ambas especies como los anticuerpos del Grupo 1, pero no inhibe ninguna actividad enzimatica (Figuras 35-
38y 29-30).

Ensayos basados en células

Se ensayo la union de anticuerpos de la invencion a TG2 extracelular de células epiteliales HK-2 usando el siguiente
protocolo.

Medicion de la actividad de TG extracelular

Se midié la actividad de TG extracelular por ELISA de células modificado. Se recogieron células epiteliales HK-2
usando Accutase y se sembraron a una densidad de 2x10* células/pocillo en medio libre de suero sobre una placa
de 96 pocillos que se habia recubierto durante la noche con 100 pl/pocillo de fibronectina (5 pg/ml en Tris-HCI
50 mM a pH 7,4) (Sigma, Pool RU). Se dejé que las células se unieran durante la noche a 37 °C. El medio se
sustituyé con DMEM (Life Technologies) y se afadieron compuestos, anticuerpos o controles y se dejo que se
unieran a 37 °C. Se afadio biotina cadaverina 0,1 mM [acido N-(5 aminopentilbiotinamida)trifluoroacético] (Zedira) a
los pocillos y la placa se giré a 37 °C durante 2 horas. Las placas se lavaron dos veces con EDTA/PBS 3 mM y las
células se retiraron con 0,1 % (p/v) de desoxicolato en EDTA/PBS 5 mM. Se recogi6 el sobrenadante y se uso para
la determinacién de proteina. Se lavaron las placas con PBS/Tween y se incorpor6 biotina cadaverina revelada
usando 1:5000 de extravidina HRP (Sigma, Pool, RU) durante 1 h a temperatura ambiente seguido por sustrato K
Blue (SkyBio). La reaccién se detuvo con Red Stop (SkyBio) y la lectura de absorbancia a 4 650 nm. Cada
anticuerpo se probo en al menos tres ocasiones separadas.

Los resultados se proporcionan en las Figuras 39 y 40 y muestran una curva ejemplar y tabla de valores de CI50
obtenida para los anticuerpos probados. La Figura 39 muestra los resultados con AB1 humanizado y la Figura 40
muestra los resultados con BB7 humanizado.

hABO0O5 inhibi6 TG2 extracelular de las células HK2 con una CI50 de 71,85 nM y una inhibicién maxima de
aproximadamente 30 % de actividad de control. hBBOO1AA inhibi6 la actividad con una CI50 de 19,8 nM y una
inhibicion maxima de 40 % de actividad de control. hBB001BB tuvo una CI50 menor de 4,9 nM, pero una inhibicion
maxima de aproximadamente 55 % de control.

Ensayos de rascado
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También se realizaron ensayos de herida por rascado para evaluar la actividad de unién de anticuerpos anti-TG2
humanizados y o quiméricos de la invencién.

Se ha mostrado que TG2 tiene una funcién importante en la fibrosis pulmonar y los ratones inactivados en TG2
muestran cicatrizacion reducida y fibrosis en el modelo de bleomicina (Keith C. Olsen, Ramil E. Sapinoro, R. M.
Kottmann, Ajit A. Kulkarni, Siiri E. lismaa, Gail V. W. Johnson, Thomas H. Thatcher, Richard P. Phipps, y Patricia J.
Sime. (2011) Transglutaminase 2 and Its Role in Pulmonary Fibrosis. Am. J of Respiratory & Critical Care Med. 184
0699-707). Se redujo la migracion de células de ratones inactivados en TG2 en heridas en comparacion con el tipo
no mutado. Se realizaron ensayos de herida por rascado para evaluar el efecto de anticuerpos anti-TG2
humanizados y/o quiméricos de la invencion sobre la velocidad de cierre de la herida en una capa de fibroblastos de
pulmoén normal (células WI-38).

Protocolo del ensayo de rascado:

Se sembraron células WI-38 (fibroblastos de pulmén humano normal ATCC, Cat N° CCL-75) en una placa de 96
pocillos Imagen Lock (Essen, Cat N° 4379) a 2 x 10%/pocillo en medio aMEM (Life Technologies, Cat N° 32561) con
10 % de FBS y se cultivaron durante la noche hasta >97 % de confluencia. Las células se lavaron 2X con medio
aMEM sin suero y se generd una herida por rascado usando un generador de heridas Essen y el protocolo de los
fabricantes. Se retird el medio y se sustituyé con 95 pl/pocillo de medio libre de suero. Se afadieron controles y
anticuerpos de prueba a los pocillos. La placa se colocd en un Essen Incucyte y se analizé el cierre de la herida
usando el protocolo de heridas por rascado.

Se uso citocalasina D como control de ensayo a 0,1 yM. Se probé R281, un inhibidor de transglutaminasa no
especifico de molécula pequefia, a 100 yM. Se prob6é ZDON, un inhibidor de transglutaminasa no reversible de
péptido, a 10 uM y 100 uM. Se probé el anticuerpo de TG2 comercialmente disponible Cub7402 (Abcam, Cat N°
ab2386) a 5 ug/ml. Se probaron los anticuerpos de la invencién en al menos tres ocasiones a diversas
concentraciones como se indica. En todos los experimentos, los controles fueron citocalasina D a 0,1 uM y ZDON a
dos concentraciones para mostrar un efecto dependiente de la dosis.

Se muestran resultados ejemplares de los ensayos de rascado en las Figuras 41 a 44. Como se puede apreciar en
la Figura 41, la citocalasina D, R281 y ZDON inhibieron todo el cierre de heridas (se mostré que ZDON inhibié de
una manera dependiente de la dosis), pero el anticuerpo Cub7402 no inhibié el cierre de heridas. BB7 humanizado,
AB1 humanizado y DC1 quimérico inhibieron todos los cierres de heridas.

Afinidades de Abs anti-TG2 quiméricos y humanizados

Se evaluaron las afinidades de unidon (Kd y constantes de disociacién) para un panel de Abs quiméricos y
humanizados de la invencién contra TG2 humana y TG2 de cinomolgo usando técnicas Biacore. Los protocolos y
resultados se describen a continuacion y se muestran en las Figuras 45 a 47.

Métodos de Biacore

Se obtuvo TG2 humana recombinante de Zedira GmbH (Cat N° T002). Se obtuvo TG2 de mono cinomolgo
recombinante de Trenzyme. Se midié la resonancia de plasmones superficiales (SPR) en un instrumento Biacore
T200 (GE Healthcare). Se recubrieron chips CM5 (GE Healthcare, Cat N°: BR-1006-68) con anticuerpo anti-IlgG1
humana de ratén monoclonal (Fc) (MAH) (GE Healthcare, Cat N°: BR-1008-39) por acoplamiento con amina como
se describe en las instrucciones del fabricante. Se compraron tampén HBS-EP+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, 0,05 % v/v de Tensioactivo P20) y tampon HBS-P+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M, 0,05 % de
Tensioactivo P20) de GE Healthcare como disoluciones madre 10x (Cat. N°: BR-1006-69 y BR-1006-71). Se obtuvo
solucion de cloruro de calcio de Sigma Aldrich (Cat N°: 21115).

El método empleado para determinar la afinidad de los anticuerpos anti-TG2 implicé la captura de los anticuerpos
quiméricos o humanizados sobre un chip CM5 recubierto de MAH, seguido por la inyeccion de una serie de
muestras de TG2 en tampdn de electroforesis. El tampdn de electroforesis fue 1x HBS-P+ que contenia CaClz 1 mM,
o 1x HBS-EP+ para experimentos libres de calcio. La captura de anticuerpos se llevo a cabo durante un tiempo de
contacto de 120 segundos a un caudal de 10 pl/min dando como resultado la captura de aproximadamente 40-
80 UR. Se inyect6 TG2 sobre el anticuerpo inmovilizado a concentraciones que variaban desde 25 nM hasta 400 nM
con un tiempo de contacto de hasta 600 segundos a un caudal de 30 uyl/min. La disociacion de TG2 se midio
normalmente durante hasta 5400 segundos (1,5 horas). La regeneracion del chip se realizé entonces usando MgClz
3 M, durante un tiempo de contacto de 60 segundos a un caudal de 30 pl/ml, seguido por un periodo de
estabilizacion de 300 s antes de la siguiente muestra. Para cada TG2 humana y de mono cinomolgo, se realizaron al
menos 5 inyecciones a una variedad de concentraciones en al menos dos experimentos separados.

Se exportaron los datos cinéticos del software de evaluacién Biacore T200 y se analizaron usando GraphPad Prism,
donde las fases de asociacion y las fases de disociacion se analizaron por separado usando un modelo de
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asociacion de una fase y modelo de desintegracion exponencial de una fase, respectivamente. Se calcularon las
constantes de asociacion (kas) para cada curva individualmente, y los valores de las velocidades de disociacion (kais)
a partir de los datos de la fase de disociacion larga recogidos. Si se calcul6 que los valores de kdis eran < 1x10° s,
los valores se establecieron a 1x10° para el andlisis, ya que velocidades mas lentas que estas no podian ser
estimadas con exactitud. Los valores para kas y kdis S€ presentan en las Tablas a continuaciéon como las medias de
los valores calculados individuales para cada anticuerpo para cada especie de TG2 a partir de multiples
concentraciones +/- 1 desviacion estandar. Los valores de Kp se calculan como kdis media / kas media.

Resultados de experimentos Biacore

Tabla 25
Anticuerpo TG2 humana
kais (s') | desv. est. Kas (M's™) | desv. est. Kb (M)

cAB003 + Ca%t <10° - 1,7x105 3,2x10* < 6x10™M

- Ca% <10° - 8,6x10* 2,1x10* <1x1010
cBB001 + Ca%t <105 - 2,1x10° 6,9x10* < 5x10M

- Ca%* <10°% - 1,5x10° 1,8x104 < 7x10™M
hAB004 (hABOO1AE) 2,4x105 1,0x10° 2,0x105 1,4x105 1,2x10710
hAB005 (hA BO01AJ) <10° - 1,9x105 6,8x10* < 5x10M
hBBO01AA <10° - 2,7x10° 1,1x105 < 4x10™M
hBB001BB <10°% - 2,4x10° 1,2x10° <4x10M
cDCO001 <105 - 3,2x10° 5,7x10* < 3x10™M
cDH001 + Ca%t 1,8x10° 4,9x106 2,8x10* 1,3x104 6,4x10710

- Ca% 4,9x10* 1,6x10° 2,1x10* 1,2x104 2,3x108
<DD9001 + Ca%t 1,3x10° 1,8x10 3,0x104 2,3x10* 4,3x10710

- Ca%* 7,1x10° 1,6x10° 2,3x10* 7,6x10° 3,1x10°

La Tabla 25 muestra los datos cinéticos obtenidos contra TG2 humana. Si se calculd que las velocidades kdis eran
inferiores a 10 s, los valores se establecieron a 10-° s*! para el analisis, ya que velocidades mas lentas que estas
no podian ser estimadas con exactitud.

Tabla 26
Anticuerpo TG2 de cinomolgo
kdis (s') | desv.est. | Kas (M's™) | desv. est. Kb (M)

cABO003 + Ca®* 1,2x105 8,1x10® 2,4x10° 1,1x10° 5,0x10-"

-Ca%* 1,3x10° 1,5x106 1,4x105 1,9x104 9,3x10"
cBB001 +Ca?* <10° - 2,9x10° 9,0x104 < 3x10"

- Ca?* <10° - 1,9x10° 2,1x104 < 5x10"
hAB004 (hABOO1AE) 1,8x105 2,3x10° 1,6x10° 7,3x104 1,1x10"
hABQ05 (hAB 001AJ) 3,4x10° 4,6x10% 1,4x10° 4,1x10* 2,4x10710
hBBOO1AA <105 - 3,0x10° 1,4x10° < 3x10M
hBB001BB 3,7x10° 3,4x106 2,7x10° 1,3x10° 1,4x1010
cDCO001 <10% - 4,2x10° 3,3x10° 2,4x10"
cDH001 + Ca?* <10° - 1,5x10* 9,5x103 < 7x101°

- Ca** 6,3x10-° 1,2x10% 2,6x104 1,0x10* 2,4x107°
<DD9001 + Ca%t 1,6x10° 1,4x10° 3,1x104 1,6x104 5,2x10°10

- Ca?* 4,1x10° 1,6x10°° 4,6x10* 1,3x10* 8,9x10710

La Tabla 26 muestra los datos cinéticos obtenidos contra TG2 de cinomolgo. Si se calculé que las velocidades Kais
eran inferiores a 10 s, los valores se establecieron a 10-° s*! para el analisis, ya que velocidades mas lentas que
estas no podian ser estimadas con exactitud.

Las Figuras 45 a 47 proporcionan conjuntos de datos de Biacore de ejemplo. Como se puede apreciar, los
anticuerpos humanizados y quiméricos cAB003, cBB001, hAB004, hAB005, hBBO01AA, hBB0O01BB, cDC001 para
TG2 tienen excelente afinidad por TG2 humana y de cinomolgo, con valores Kp de 120 pM o mejores. Los
anticuerpos quiméricos cDH001 y cDD9001 presentan velocidades de disociacion mas lentas para TG2 humana y
de cinomolgo y afinidad total mas débil. El examen de una seleccién de anticuerpos en ausencia de calcio muestra
que existe poco o ningun efecto, excepto en el caso de cDH001 y cDD9001, donde la unién es mas débil debido a
velocidades de disociacion (kdis) mas rapidas.
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<141> 24-05-2013

<150> GB1209096.5
<151> 24-05-2012

<160> 296
<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211> 2064

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..2064

<223> /mol_type="ADN no asignado"
/organismo="Homo sapiens"

<400> 1

/nota=

atggccgagg
caccacacgyg
ctgacccetge
gtcgtgaccg
gatgectgtgg
tcgectgeage
gcetecactg
gcetggtgece
ctecaceccage
aattttggge
cccaagttce
ggccgggtag
tgggacaaca
ctgeggeget
gecgeegtgyg

tacaactcgg

agctggtcett
ccgacctgtg
actttgaggg
gocccagcece
aggagggtga
tcaccacccc
gctaccaggg
cageggatge
agggetttat
agtttgaaga
tgaagaacgc
tgagtggeat
actacgggga
ggaagaacca
cetgeacagt

cccatgacca

agagaggtgt
ccgggagaayg
ccgcaactac
tagccaggag
ctggacagece
ggccaacgece
atccagettt
tgtgtacctg
ctaccaggge
tgggatccta
cggecgtgac
ggtcaactgc
cggegteage
cggetgecag
gcotgaggtge

Jgaacagcaac

"secuencia de

gatctggagc
ctggtggtge
gaggccagtyg
geoegggacea
accgtggtgg
cccatcggec
gtgetgggec
gactecggaaqg
toggecaagt
gacatctgcc
tgctcocegec
aacgatgacc
cecatgtect
cgegtcaagt
ctgggeatec

cttctecateg

75

nucledtidos de TG2 de ser

tggagaccaa
gacggggcca
tagacagtct
aggcecogttt
accagcaaga
tgtatcgecet
actteatttt
aggageggea
tcatcaagaa
tgatccttct
gecagcagcce
agggtgtget
ggatcggeag

atggccagtg

ctacecegegt

agtacttccg

tggccgagac
gcceccttetgg
caccttcagt
tccactaaga
ctgcacccte
cagcctggag
goctetteaac
ggagtatgte
cataccttgg
agatgtcaac
cgtctacgtyg
gctgggacge
cgtggacate
ctgggtette
cgtgaceaac

caatgagttt

humano"

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960
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ggggagatce agggtgacaa gagegagatg atctggaact tecactgetg ggtggagteg 1020
tggatgacca ggecggacet geagoeegggyg tacgaggget ggeaggoect ggacecaacg 1080
ceccaggaga agagegaagyg gacgtactge tgtggeccag ttecagtteg tgecatcaag 1140
gagggcgacc tgagcaccaa gtacgatgecg ccctttgtct ttgecggaggt caatgecgac 1200
gtggtagact ggatccagca ggacgatggg tctgtgcaca aatccatcaa cegtteoccetg 1260
atcgttggge tgaagatcag cactaagage gtgggccgag acgagcecggga ggatatcacce 1320
cacacctaca aataccecaga ggggtectca gaggagaggg aggectteac aagggegaac 1380
cacctgaaca aactggeocga gaaggaggag acagggatgg ceatgeggat cocgtgtggge 1440
cagagecatga acatgggceag tgactttgac gtetttgece acatcaccaa caacaceget 1500
gaggagtacg tctgococgecct cctgetetgt goccocgcaccg tcagcectacaa tgggatcttg 1560
gggcccgagt gtggcaccaa gtacctgectc aacctcaacce tggagecttt ctctgagaag 1620
agcgttecte tttgeatcet ctatgagaaa taccgtgact gecttacgga gtccaacctce 1680
atcaaggtge gggeectact cgtggageca gttatcaaca getacetget ggetgagagg 1740
gacctetace tggagaatee agaaatcaag atceggatee ttggggagee caageagaaa 1800
cgeaagetgy tggetgaggt gtocctgeag aaccegetee ctgtggoect ggaaggetge 1860
accttcactg tggagggggc cggcctgact gaggagcaga agacggtgga gatcccagac 1820
cccgtggagyg caggggagga agttaaggtg agaatggacce tgctgoccoget ccacatggge 1380
ctccacaage tggtggtgaa cttcgagage gacaagctga aggctgtgaa gggcettcegg 2040
aatgtcatea ttggecccege ctaa 2064

<210> 2

<211> 687

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de TG2 de ser humano

<400> 2

76



Met
Asn
Val
Asn
Pro
65

Asp

Asp

Gly

Ala
Gly
Arg
Tyr
50

Ala
Ala
Cys

Leu

Glu
Arg
Arg
Glu
Pro
Val
Thr

Tyr

Glu
Asp
20

Gly
Ala
Ser
Glu
Leu

100
Arg

Leu
His
Gln
Ser
Gln
Glu
85

Ser

Leu

ES 2 835383 T3

vVal
His
Pro
Val
Glu
70

Gly

Leu

Ser

Leu
Thr
Phe
Asp
55

Ala
Asp

Gln

Leu

Glu

Ala

Trp
40

Ser
Gly
Trp

Leu

Glu

77

Arg
Asp
25

Leu
Leu
Thr
Thr
Thr

105
Ala

Cys
10

Leu
Thr
Thr
Lys
Ala
50

Thr

Ser

Asp
Cys
Leu
Phe
Ala
75

Thr

Pro

Thr

Leu
Arg
His
Ser
60

Arg
Val

Ala

Gly

Glu
Glu
Phe
45

Val
Phe
Val

Asgsn

Tyr

Leu
Lys
30

Glu
Val
Pro
Asp
Ala

110
Gln

Glu
15

Leu
Gly
Thr
Leu
Gln
55

Pro

Gly

Thr
val
Arg
Gly
Arg
80

Gln

Ile

Ser



Ser
Ala
145
Leu
Asn
Cys
Arg

Ser
225

Trp
Ser
Lys
Arg
His
305
Gly
Irp
Gly
Tyr
Ser
385
Val
Asn
Arg
Ser
Leu
465
Gln
Asn
Thr
Leu
Cys
545
Ile
Leu

Ile

Leu

Phe
130
Asp
Thzr
Ile
Leu
Asp
210
Gly
Asp
val
Tyr
Cys
250
Asp
Glu
Val
Irp
Cys
370
Thr
Val
Arg
Asp
Ser
450
Ala
Ser
Asn
Val
Leu
530
Ile
Lys
Ala

Leu

Gln
610

115
vVal

Ala
Gln
FPro
Ile
155
Cys
Met
Agn
Agp
Gly
275
Leu
Gln
Ile
Glu
Gln
355
Cys
Lys
Asp
Ser
Glu
435
Glu
Glu
Met
Thr
Ser
515
Asn
Leu
val
Glu
Gly

595
Asn

Leu
val
Gln
Trp
180
Leu
Ser
Val
Asn
Ile
260
Gln
Gly
Asn
Gln
Ser
340
Ala
Gly
Tyr
Trp
Leu
420
Arg
Glu
Lys
Asn
Ala
500
Tyr
Leu
Tyr
Arg
Arg
580
Glu

Pro

Gly
Tyr
Gly
165
Asn
Leu
Arg
Asn
Tyr
245
Leu
Cys
Ile
sSer
Gly
325
Trp
Leu
Pro
Asp
Ile
405
Ile
Glu
Arg
Glu
Met
485
Glu
Asn
Asn
Glu
Ala
565
Asp

Pro

Leu
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His
Leu
150
Phe
Phe
Asp
Arg
Cys
230
Gly
Arg
Trp
Pro
Asn
310
Asp
Met
Asp
Val
Ala
390
Gln
val
Asp
Glu
Glu
470
Gly
Glu
Gly
Leu
Lys
550
Leu
Leu

Lys

Pro

Phe
135
Asp
Ile
Gly
val
Ser
215
Asn
Agp
Arg
vVal
Thr
295
Leu
Lys
Thr
Pro
Pro
375
Fro
Gln
Gly
Ile
Ala
455
Thr
Ser
Tyr
Ile
Glu
535
Tyr
Leu
Tyr

Gln

val
615

120
Ile

Ser
Tyr
Gln
Asn
200
Ser
Asp
Gly
Trp
Phe
280
Arg
Leu
Ser
Arg
Thr
360
val
Phe
Asp
Leu
Thr
440
Phe
Gly
Asp
val
Leu
520
Pro
Arg
val
Len
Lys

600
Ala

78

Leu
Glu
Gln
Phe
185
Pro
Pro
Asp
Val
Lys
265
Ala
Val
Ile
Glu
Pro
345
Pro
Arg
Val
Asp
Lys
425
His
Thr
Met
Phe
Cys
505
Gly
Phe
Asp
Glu
Glu
585

Arg

Leu

Leu
Glu
Gly
170
Glu
Lys
Val
Gln
Ser
250
Asn
Ala
val
Glu
Met
330
Asp
Gln
Ala
Phe
Gly
410
Ile
Thr
Arg
Ala
Asp
490
Arg
Ero
Ser
Cys
Pro
570
Asn

Lys

Glu

Phe
Glu
155
Ser
Asp
Phe
Tyr
Gly
235
Fro
His
Val
Thr
Tyr
315
Ile
Leu
Glu
Ile
Ala
395
Ser
Ser
Tyr
Ala
Met
475
vVal
Leu
Glu
Glu
Leu
555
Val
Pro

Leu

Gly

Asn
140
Arg
Ala
Gly
Leu
Val
220
val
Met
Gly
Ala
Asn
300
Phe
Trp
Gln
Lys
Lys
380
Glu
val
Thr
Lys
Asn
450
Arg
Fhe
Leu
Cys
Lys
540
Thr
Ile
Glu

val

Cys
620

125
Ala

Gln
Lys
Ile
Lys
205
Gly
Leu
Ser
Cys
Cys
285
Tyr
Arg
Asn
Pro
Ser
365
Glu
Val
His
Lys
Tyr
445
His
Ile
Ala
Leu
Gly
525
Ser
Glu
Asn
Ile
Ala

605
Thr

Trp
Glu
Phe
Leu
190
Asn
Arg
Leu
Trp
Gln
270
Thr
Asn
Asn
Fhe
Gly
350
Glu
Gly
Asn
Lys
Ser
430
Pro
Leu
Arg
His
Cys
510
Thr
Val
Ser
Ser
Lys
590
Glu

Phe

Cys
Tyr
Ile
175
Asp
Ala
Val
Gly
Ile
255
Arg
Val
Ser
Glu
His
335
Tyr
Gly
Asp
Ala
Ser
415
Val
Glu
Asn
Val
Ile
455
Ala
Lys
Pro
Asn
Tyr
575
Ile

Val

Thr

Pro
val
160
Lys
Ile
Gly
Val
Arg
240
Gly
val
Leu
Ala
Phe
320
Cys
Glu
Thr
Leu
Asp
400
Ile
Gly
Gly
Lys
Gly
480
Thr
Arg
Tyr
Leu
Leu
560
Leu
Arg

Ser

vVal
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15

Glu Gly Ala Gly Leu Thr

625

Pro Val Glu Ala Gly Glu
Leu His Met

Leu Lys Ala Val

<210>3
<211> 2062
<212> ADN
<213> Rattus

<220>
<221> fuente
<222>1..2062

ES 2 835383 T3

Glu
630
Glu

645

660

675

Gly Leu His

Lys

Lys

Gly Phe

Glu Gln

Val Lys

Lys

Val

635

650

Leu Val

665
Arg Asn
680

Val

Val

Thr Val Glu
Arg Met Asp Leu
Asn Phe Glu

Ile Ile Gly Pre

Ile Pro
Leu
655
Ser Asp
670

Ala

685

Asp
640
Pro

Lys

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Secuencia de nucledtidos de TG2 de rata" /organismo="Rattus"

<400> 3

atggccgagg
caccacacgyg
ctgacactgt
gcegtgaceg
gacgatgtgg
tegetgeoage
acttctactg
gecctggtgec
ctcacacagce
aactttgggc
cccaagttcc
ggccgegtygg
tgggacaaca
ctgeggeget
geggeggtag
tacaactcceg
ggggagctgg
tggatgacca
ccgcaggaga
gagggtgacc

gtggtggact

agctgaacct
ccgacetgtyg
acttcgaggyg
gecccagatee
aggagggatc
tctgeaccec
gctaccaagg
cagcggatga
agggctteat
agtttgagga
tgaaggaccg
tgagcggeat
attatgggga
ggaaggaaca
cetgeacagt
cecacgacea
agagcaacaa
ggccagacct
agagcgaagg
tgagcaccaa

ggatceggea

ggagaggtgc
ccaagagaaa
ccgtggetat
cagtgaagag
ctggtcagcc
agccaatgct
ctcocagette
cgtgtaccta
ctaccagggce
tgggatcctg
tagccgggac
ggtcaactge
cggtatcagt
cggetgteag
getgeggtge
gaacagcaac
gagcgagatbg
acagccaggc
aacatactgt
gtatgatgeg

gteagatggg

gatttggaga
ctggtgctge
gaggccagcg
gcagggacca
tctgtgectgg
cctgttggec
atgectgggtce
gattcagagyg
tetgtecaagt
gatgcetgece
tgctcacgac
aatgatgacc
cccatggect
caagtgaagt
cttggeatee
ctgeteateg
atctggaatt
tatgaggyggt

tgtggccecag

tecttegtgt

tetgtgotea

79

tacaggccaa
ggcgaggeea
tggacagact
aggcecogett
accaacagga
agtaccgcet
acttcatcct
cggagogeey
tcatcaagag
tgatgctttt
gcagcagtcc
agggtgtgct
ggattggcag
atggeocagtyg
ctaccagagt
agtactteeg
tccactgetg
ggcaggccat
tctcagtgcg
ttgcoegagagt

aatccatcaa

tggcocgtgat
gegettecegg
tacatttggt
ctcactgtct
caatgtcctc
cagcctggag
gecteottcaat
ggaatacgte
tgtgeoettgg
ggatgtgaac
catctatgtg
tctgggtoge
cgtggacatt
ctgggtgttt
ggtgaccaac
aaacgagtac
ggtggagtcc
tgaccccaca
ggccatcaag
cdaacgetgat

caattecetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gtegtgggge
tatacctaca
cacctgaaca
gatggtatga
gagagccgtyg
gggcecogagt
atccecette
aaggtgcggy
ctoctacetgg
aaactggtgg
ttcactgtgg
gtgccagcag
cacaagttgg

atcatcateg

<210>4
<211> 686
<212> PRT
<213> Rattus

<220>

agaagatcag
agtacecaga
aactggcaga
gcttgggcaa
agtgccgect
gtggcactga
geatccteta
gtetectegt
agaatectga
ctgaggtgtce
agggggctgg
gagatgoggt
tggtgaactt

geceggecta

ES 2 835383 T3

cactaagage
ggggteccca
gaaagaggag
tgactttgac
cctgectctgt
ggacatcaac
cgagaagtac
cgagecaged
aatcaagate
cctgaagaac
cctgaccaag
caaggtgcgg
ccagtgtgac

ag

<223> Secuencia de aminoacidos de TG2 de rata

<400> 4

gtgggeegtg
gaggagaggyg
acaggggtgg

gtgtttgccce

gcccgceacty
ctgaccctgg
ageggttgee
gcetaacaget
cggatectgyg
ccactttctg
gaacagaagt
gttgacctgt

aagctgaagt

80

atgaccggga
aagtetteac
ccatgcggat
acatcggcaa
tcagctacaa
atccctactce
tgaccgagte
acctgetgge
gggageccaa
attcecctgta
ctgtggaggt
tocccgactga

cggtcaaggy

ggacatcace
cagagccaac
ccgagtyggyg
cgacacctog
cggcegtgcty
tgagaacagc
aaaccteate
tgagagagat
gcagaacege
tgactgtgtc
ctcagaccct
tattggectc

ttaccggaat

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2062



Met
Asn
Leu
Gly
Pro
65

Asp
Asp
Gly
Ser
Ala
145
Leu

Ser

Ala
Gly
Arg
Tyr
50

Asp
Asp
Asn
Gln
Phe
130
Asp

Thr

Val

Glu
Arg
Arg
35

Glu
Pro
Val
Val
Tyr
115
Met
Asp

Gln

Pro

Glu
Asp
20

Gly
Ala
Ser
Glu
Leu
100
Arg
Leu
Val

Gln

Trp
180

Leu
His
Gln
Ser
Glu
Glu
85

Ser
Leu
Gly
Tyr
Gly

165
Asn

ES 2 835383 T3

Asn
His
Arg
Val
Glu
70

Gly
Leu
Ser
His
Leu
150

Phe

Phe

Leu
Thr
Phe
Asp
Ala
Ser
Gln
Leu
Phe
135
Asp

Ile

Gly

Glu
Ala
Arg
40

Arg
Gly
Trp
Leu
Glu
120
Ile
Ser

Tyr

Gln

81

Arg
Asp
25

Leu
Thr
Ser
Cys

105
Thr

Glu
Gln

Phe
185

Cys
10

Leu
Thr
Thr
Lys
Ala
90

Thr
Ser
Leu
Ala
Gly

170
Glu

Asp

Cys

Phe
Ala
75

Ser
Pro
Thr
Phe
Glu
155

Ser

Asp

Leu
Gln
Tyr
Gly
Arg
val
Ala
Gly
Asn
140
Arg

Val

Gly

Glu
Glu
Phe
45

Ala
Phe
Leu
Asn
Tyr
125
Ala
Arg

Lys

Ile

Ile
Lys
30

Glu
Val
Ser
Asp
Ala

110
Gln

Trp
Glu
Phe

Leu
190

Gln
15

Leu
Gly

Thr

Gln
95
Pro

Gly
Cys
Tyr
Ile

175
Asp

Ala
val
Arg
Gly
Ser
Gln
val
Ser
Pro
val
160
Lys

Ala



<210> 5

Cys
Arg
Ser
225
Trp
Ser
Lys
Arg
His
305
Gly
Trp
Gly
Tyr
Ser
385
val
Asn
Arg
Ser
Leu
465
Asp
Asn
Thr
Ile
Ile
545
Lys
Ala
Leu
Lys
Gly
625
Val

Asp

Lys

Leu
Asp
210
Gly
Asp
vVal
Tyr
Cys
290
Asp
Glu
Val
Trp
Cys
370
Thr
vVal
Asn
Asp
Fro
450
Ala
Gly
Asp
val
Asn
530
Leu
val
Glu
Gly
Asn
610
Ala
Pro

Ile

Ser

Met
155
Cys
Met
Asn
Asp
Gly
275
Leu
Gln
Leu
Glu
Gln
355
Cys
Lys
Asp
Ser
Asp
435
Glu
Glu
Met
Thr
Sar
515
Leu
Tyr
Arg
Arg
Glu
595
Pro
Gly
Ala
Gly

Val
675

Leu
Ser
Val
Asn
Ile
260
Gln
Gly
Asn
Glu
Ser
340
Ala
Gly
Tyr
Trp
Leu
420
Arg
Glu
Lys
Ser
Ser
500
Tyr
Thr
Glu
Gly
Asp
580
Pro
Leu
Leu
Gly
Leu

660
Lys

Leu
Arg
Asn
Tyr
245
Leun
Cys
Ile
Ser
Ser
325
Trp
Ile
Pro
Asp
Ile
405
Val
Glu
Arg
Glu
Leu
485
Glu
Asn
Leu
Lys
Leu
565
Leu
Lys
Ser
Thr
Asp
645
His

Gly

ES 2 835383 T3

Asp
Arg
Cys

230
Gly

Trp
Fro
Asn
310
Asn
Met
Asp
Val
Ala
390
Arg
val
Asp
Glu
Glu
470
Gly
Ser
Gly
Asp
Tyr
550
Leu
Tyr
Gln
Asp
Lys
630
Ala

Lys

Tyr

Val
Ser
215
Asn
Asp
Arg
Val
Thr
295
Leu
Lys
Thr
Pro
Ser
375
Ser
Gln
Gly
Ile
Val
455
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
535
Ser
Val
Leu
Asn
Ser
615
Glu
Val

Len

Arg

Asn
200
Ser
Asp
Gly
Trp
Phe
280
Arg
Leu
Ser
Arg
Thr
360
Val
Fhe
Ser
Gln
Thr
440
Phe
Gly
Asp
Glu
Leu
520
Tyr
Gly
Glu
Glu
Arg
600
Leu
Gln
Lys

Vval

Asn
680

82

Pro
Pro
Asp
Ile
Lys
265
Ala
Val
Ile
Glu
Pro
345
Ero
Arg
val
Asp
Lys
425
Tyr
Thr
val
Fhe
Cys
505
Gly
Ser
Cys
Pro
Asn
585
Lys
Tyr
Lys
Val
Val

665
Ile

Lys
Ile
Gln
Ser
250
Glu
Ala
Val
Glu
Met
330
Asp
Gln
Ala
Fhe
Gly
410
Ile
Thr
Arg
Ala
Asp
490
Arg
Pro
Glu
Leu
Ala
570
Pro
Leu
Asp
Ser
Arg
650

Asn

Ile

Phe
Tyr
Gly
235
Fro
Hisg
Val
Thr
Tyr
315
Ile
Leu
Glu
Ile
Ala
395
Ser
Ser
Tyr
Ala
Mat
475
Val
Leu
Glu
Asn
Thr
555
Ala
Gln
Val
Cys
Val
635
Val

Phe

Ile

Leu
Val
220
val
Met
Gly
Ala
Asn
300
Phe
Trp
Gln
Lys
Lys
380
Glu
Val
Thr
Lys
Asn
460
Arg
Fhe
Leu
Cys
Ser
540
Glu
Asn
Ile
Ala
Val
620
Glu
Asp
Gln

Gly

Lys
205
Gly
Len
Ala
Cys
Cys
285
Tyr
Arg
Asn
Pro
Ser
365
Glu
Val
Leu
Lys
Tyr
445
Hisg
Ile
Ala
Leu
Gly
525
Ile
Ser
Ser
Lys
Glu
605
Phe
Val
Leu

Cys

Pro
685

Asp
Arg
Leu
Trp
Gln
270
Thr
Asn
Asn
Phe
Gly
350
Glu
Gly
Asn
Lys
Ser
430
Pro
Leu
Arg
His
Cys
510
Thr
Pro
Asn
Tyr
Tle
590
val
Thr
Ser
Phe
Asgp

670
Ala

Arg
Val
Gly
Ile
255
Gln
Val
Ser
Glu
His
335
Tyr
Gly
Asp
Ala
Ser
415
val
Glu
Asn
val
Ile
495
Ala
Glu
Leu
Leu
Leu
575
Arg
Ser
Val
hsp
Pro

655
Lys

Ser
val
Arg
240
Gly
val
Leu
Ala
Tyr
320
Cys
Glu
Thr
Leu
Asp
400
Ile
Gly
Gly
Lys
Gly
480
Gly
Arg
Asp
Arg
Ile
560
Leu
Ile
Leu
Glu
Pro
€40
Thr

Leu
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<211> 2061
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222> 1..2061

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Secuencia de nucleétidos de TG2 de raton" /organismo="Mus
musculus"

83

<400> 5
atggcagagg agctgctcet ggagaggtgt gatttggaga ttcaggcoccaa tggcoegtgac 60
caccacacgg ccgacctatg ccaagagaaa ctggtgctge gtegtggtca gcocgettecgg 120
ctgactetgt acttcgaggg cecgtggctac gaggccageg tggacagcect cacgtteggt 180
gctgtgaccocg goccagatcoo cagigaagag geagggacca aggeecgelbt ctcactgtet 240
gacaatgtgg aggagggatc ttggtcagcec tcagtgetgg accaacagga caatgtccte 300
tcgectacage totgecacccoo agocaatget cetattggee tgtaccgtet cagectagag 360
gcttetactyg getaccaggg ctecagettt gtgetgggec acttcatcct gotctacaat 420
gcoetggtgeec cagecgatga tgtgtaccta gactcagagg aggagegacg ggaatatgte 480
cttacgeaac agggcttcat ctaccaagge tctgtcaagt tcatcaagag tgtgecttgg 540
aactttggge agttcgagga tggaatcctg gatacctgec tgatgetett ggatatgaac 600
cccaagttcc tgaagaaccg tagtcgggac tgotcacgec gecagcaghtce catctatgtg 660
ggccogegtgg tgagegecat ggtcaactge aatgatgace agggtgtget tetgggecge 720
tgggacaaca actatgggga tggtatcagt cocatggoet ggattggeag tgtggacatt 780
ctgeggeget ggaaggaaca cggcetgtcag caagtgaagt acgggecagtg ctgggtgttt 840
gceageggtgg cetgeacagt getgeggtge cteggoatece ctaccagagt ggtgaccaac 900
tacaactccg cccacgacca gaacagcaac ctgctcatcg agtacttccg aaatgagttc 960
gguggagctgyg agagcaacaa gagcgagatg atctggaact tecactgetg ggtggagtcec 1020
tggatgacca ggccagacct acagecoggge tatgaggggt ggcaggecat tgaccocaca 1080
ccacaggaga agagcegaagg gacatactgt tgtggeccag tctcagtgeg agcoccatcaaqg 1140
gagggagace tgagtacraa gtatgatgea cceottegtgt ttgeocgaggt caacgetgat 1200
gtggtggact ggatcocggea ggaagatggg tetgtgetca aatccatcaa cogttecttg 1260
gtocgtbgggge agaagatcag cactaagagt gtgggccegtg atgaccggga ggacatcacc 1320
catacctaca agtacccaga ggggtcacce gaggagaggyg aagtcttcecac caaggcoccaac 1380
cacctgaaca aactggcaga gaaagaggag acaggggtgg ccatgegeat ccocgagtgggg 1440
gacagtatga gcatgggecaa cgacttegac gtgtttgece acatcggeaa cgacaccteg 1500



10

gagactegag
gggcccgagt
atcccactte

aaggtgcggy

ctctacctgg
aaactggtgyg
tteactgtgg
gtgeccagegg
cacaagetgg

gttatcatcg

agtgtegtet
gtggcactga
gaatceteta
gccttctecat
agaatcccga
ctgaggtgtc
agggggctgyg
gegatttggt
tggtgaactt

gcccggecta

ES 2 835383 T3

cetgetetgt
ggacatcaac
cgagaagtac
cgaaccagct
aatcaagatc
cctgaagaac
cctgaccaag
caaggeacygyg
ceagtgtgac

a

<210>6

<211> 686

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de TG2 de ratén

<400> 6

gecegeactyg
ctgaccetygg
agegggtged
gccaacagct
cgggtcctgy
ccactttccg
gagcagaagt
gtegacetgt

aagctgaagt

84

tecagetacaa
atcectacte
tgacagagte
acctgctgge
gagaacccaa
atcccctgta
ctgtggaagt
tecegactga

cggtgaaggy

cggggtgctyg
tgagaacage
aaacctecate
tgagagagat
gcaaaaccgc
tgactgcatc
cteagacceg
tattggecte

ttaceggaat

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2061



Met
Asn
Leu
Gly
Pro
65

Asp
Asp
Gly
Ser
Ala
145
Leu
Ser
Cys

Arg

Ser
225

Trp

Ser

Ala
Gly
Arg
Tyr
50

Asp
Asn
Asn
Leu
Phe
130
Asp

Thr

val

Asp
210
Ala
Asp

Val

Glu
Arg
Arg
35

Glu
Pro
val
Val
Tyr
115
Val
Asp
Gln
Pro
Met
155
Cys
Met

Asn

Asp

Glu
Asp
20

Gly
Ala
Ser
Glu
Leu
100
Arg
Leu

Val

Gln

Trp
180
Leu
Ser
val

Asn

Ile

Leu
His
Gln
Ser
Glu
Glu
85

Ser
Leu
Gly
Tyr
Gly

165
Asn

Arg
Asn
Tyr

245
Leu

ES 2 835383 T3

Leu
His
Arg
val
Glu

70
Gly

Ser
His
Leu
150
Phe
Phe
Asp
Arg
Cys
230
Gly

Arg

Leu
Thr
Phe
Asp
55

Ala
Ser
Gln
Leu
Phe
135
Asp
Ile
Gly
Met
Ser
215
Asn

Asp

Arg

Glu
Ala
Arg
40

Ser

Gly

Trp

Glu
120
Ile
Ser
Tyr
Gln
Asn
200
Ser
Asp
Gly

Trp

85

Arg
Asp
25

Leu
Thr
Ser
Cys

105
Ala

Glu
Gln
Phe
185
Pro
Pro
Asp

Ile

Lys

Cys
10

Leu
Thr
Thr
Lys
Ala
90

Thr
Ser
Leu
Glu
Gly
170
Glu
Lys
Ile
Gln
Ser

250
Glu

Asp

Cys

Phe
Ala
75

Ser
Pro
Thr
Tyr
Glu
155
Ser
Asp
Phe
Tyr
Gly
235

Pro

His

Leu
Gln
Tyr
Gly
60

Arg
val
Ala
Gly
Asn
140
Arg

Val

Gly

Val
220
Val
Met

Gly

Glu
Glu
Phe
45

Ala
Phe
Leu
Asn
Tyr
125
Ala
Arg
Lys
Ile
Lys
205
Gly
Leu

Ala

Cys

Ile
Lys
30

Glu
Val
Ser
Asp
Ala

110
Gln

Trp
Glu
Phe
Leu
190

Asn

Arg

Trp

Gln

Gln
15

Gly
Thr
Leu
Gln
95

Pro
Gly
Cys
Tyr
Ile
175
Asp
Arg
Val
Gly
Ile

255
Gln

Ala
Val
Arg
Gly
Ser
80

Gln
Ile
Ser
Pro
Val
160
Lys
Thr
Ser
Val
Arg
240
Gly

Val



10

Lys
Arg
His
305
Gly
Trp
Gly
Tyr
Ser
385
Val

Asn

Ser
Leu
465
Asp
Asn
Thr
Ile
Ile
545
Lys
Ala
Leu
Lys
Gly
625
Val
Asp
Lys
<210>7

<211> 11
<212> PRT

Tyr
Cys
290
Asp
Glu
Val
Trp
Cys
370
Thr
Val
Arg
Asp
Pro
450
Ala
Ser
Asp
Val
Asn
530
Leu
Val
Glu
Gly
Asn
610
Ala
Pro

Ile

Ser

Gly
275
Leu
Gln
Leu
Glu
Gln
355
Cys
Lys
Asp
Ser
Asp
435
Glu
Glu
Met
Thr
Ser
515
Leu
Tyr
Arg
Arg
Glu
595
Pro
Gly
Ala
Gly

Val
675

<213> Secuencia artificial

<220>

260
Gln

Gly
Asn
Glu
Ser
340
Ala
Gly
Tyr
Trp
Leu
420
Arg
Glu
Lys
Ser
Ser
500
Tyr
Thr
Glu
Gly
Asp
580
Pro
Leu
Leu
Gly
Leu

660
Lys

Cys
Ile
Ser
Ser
325
Trp
Ile
Pro
Asp
Ile
405
Val
Glu
Arg
Glu
Met
485
Glu
Asn
Leu
Lys
Leu
565
Leu
Lys
Ser
Thr
Asp
645
Hig

Gly

<223> CDR de AB-1, BB-7 y DC-1

ES 2 835383 T3

Trp
Pro
Asn
310
Asn
Met
Asp
Val
Ala
390
Arg
Val
Asp
Glu
Glu
470
Gly
Thr
Gly
Asp
Tyr
550
Leu
Tyr
Gln
Asp
Lys
630
Leu

Lys

Tyr

Val
Thr
295
Leu
Lys
Thr
Pro
Ser
375
Pro
Gln
Gly
Ile
Val
455
Thr
Asn
Arg
Val
Pro
535
Ser
Ile
Leu
Asn
Pro
615
Glu
Val

Leu

Arg

Phe
280
Arg
Leu
Ser
Arg
Thr
360
Val
Phe
Glu
Gln
Thr
440
Phe
Gly
Asp
Glu
Leu
520
Tyr
Gly
Glu
Glu
Arg
600
Leu
Gln
Lys

Val

Asn
680

86

265
Ala

Val
Ile
Glu
Pro
345
Pro
Arg
Val
Asp
Lys
425
His
Thr
Val
Phe
Cys
505
Gly
Ser
Cys
Pro
Asn
585
Lys
Tyr
Lys
Ala
Val

665
Val

Ala
Val
Glu
Met
330
Asp
Gln
Ala
Phe
Gly
410
Ile
Thr
Lys
Ala
Asp
490
Arg
Pro
Glu
Leu
Ala
570
Pro
Leu
Asp
Ser
Arg
650

Aszn

Ile

Val
Thr
Tyr
315
Ile
Leu
Glu
Ile
Ala
395
Ser
Ser
Tyr
Ala
Met
475
Val
Leu
Glu
Asn
Thr
555
Ala
Glu
Val
Cys
Val
635
Val

Phe

Ile

Ala
Asn

300
Phe

Trp
Gln
Lys
Lys
380
Glu
Val
Thr
Lys
Asn
460
Arg
Phe
Leu
Cys
Ser
540
Glu
Asn
Ile
Ala
Ile
620
Glu
Asp
Gln

Gly

Cys
285
Tyr
Arg
Asn
Pro
Ser
365
Glu
Val
Leu
Lys
Tyr
445
His
Ile
Ala
Leu
Gly
525
Ile
Ser
Ser
Lys
Glu
605
Phe
Val
Leu

Cys

Pro
685

270
Thr

Asn
Asn
Phe
Gly
350
Glu
Gly
Asn
Lys
Ser
430
Pro
Leu
Arg
His
Cys
510
Thr
Pro
Asn
Tyr
Ile
590
Val
Thr
Ser
Phe
Asp

670
Ala

Val
Ser
Glu
His
335
Tyr
Gly
Asp
Ala
Ser
415
Val
Glu
Asn
Val
Ile
495
Ala
Glu
Leu
Leu
Leu
575
Arg
Ser
Val
Asp
Pro

655
Lys

Leu
Ala
Phe
320
Cys
Glu
Thr
Leu
Asp
400
Ile
Gly
Gly
Lys
Gly
480
Gly
Arg
Asp
Arg
Ile
560
Leu
Val
Leu
Glu
Pro
640
Thr

Leu
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<400>7

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr

1

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de AB-1

<400> 8

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de AB-1y DC-1

<400> 9

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de AB-1y BB-7

<400> 10

<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de AB-1

<400> 11

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

1
Gly

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr

1

Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp

1

ES 2 835383 T3

5

5

5

Ser Ser Ala Met Ser
1 5

10

87
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<220>
<223> CDR de AB-1

<400> 12

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR - 1 de BB-7

<400> 13

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR -1 de BB-7

<400> 14

<210> 15

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de BB-7

<400> 15

Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro AsSp Ser val Lys

1
Gly

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de BB-7

<400> 16

Leu Gln Tyr Val Asp Phe Pro Tyr Thr

1

Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp

1

ES 2 835383 T3

Leu Ile Ser Leu Tyr

5

5

5

Leu Ile Ser Pro Tyr

1

88

5



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de DC-1

<400> 17

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de DC-1

<400> 18

<210> 19

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR de DC-1

<400> 19

<210> 20

<211> 331

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Aminoacidos 143 a 473 de TG2 humana

<400> 20

Leu Val Asn Arg Leu Val Asp

1

ES 2 835383 T3

Thr His Ala Met Ser

1

Leu Ile Ser Thr Tyr

1

89

5

5

5



10

15

Cys Pro Ala

Tyr Val

Leu

Ile Lys Asn

Asp Ile
50

35
Cys

Ala Gly Arg

65
Val val

Gly Arg
Ile Gly

Arg Val
130

Ser
Trp
Ser

115
Lys

Val Leu Arg

145
Ser Ala

Glu Phe
Hig Cys

Tyr Glu
210

His
Gly
Trp

195
Gly

Gly Thr Tyr

225
Asp Leu

Ala Asp
Ser Ile

val Gly
290

Glu Gly

305

Asn Lys

<210> 21

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

Ser
Val
Asn
275
Arg

Ser

Leu

Asp
Thr
20

Ile
Leu
Asp
Gly
Asp
100
Vval
Tyr
Cys
Asp
Glu
180
Val
Trp

Cys

Thr
Val
260
Arg
Asp

Ser

Ala

Ala
Gln
Pro
Ile
Cys
Met
B85

Asn
Asp
Gly
Leu
Gln
165
Ile
Glu

Gln

Cys

Lys
245
Asp
Ser
Glu
Glu

Glu
325

ES 2 835383 T3

vVal
Gln
Trp
Leu
Ser
70

Val
Asn
Ile
Gln
Gly
150
Asn
Gln
Ser

Ala

Gly

230
Tyr

Trp
Leu
Arg
Glu

310
Lys

Tyr
Gly
Asn
Leu
55

Arg
Asn
Tyr
Leu
Cys
135
Ile
Ser
Gly
Trp
Leu

215
Pro

Asp
Ile
Ile
Glu
295
Arg

Glu

<223> Aminoacidos 304 a 326 de TG2 humana

<400> 21

Leu
Phe
Phe
40

Asp
Arg

Cys

Arg
120
Pro
Asn
Asp
Met
200

Asp

val

Ala
Gln
Val
280
Asp
Glu

Glu

Asp
Ile
25

Gly
Val
Ser
Asn
Asp
105
Arg
Val
Thr
Leu
Lys
185
Thr

Pro

Pro

Pro
Gln
265
Gly
Ile
Ala

Thr

Ser
10

Tyr
Gln
Asn
Ser
Asp
Gly
Trp
Phe
Arg
Leu
170
Ser
Arg

Thr

Val

Phe
250
Asp
Leu
Thr
Phe

Gly
330

Glu
Gln
Phe
Pro
Pro
75

Asp
val
Lys
Ala
Val
155
Ile
Glu
Pro

Pro

Arg

235
Val

Asp
Lys
His
Thr

315
Met

Glu
Gly
Glu
Lys
60

Val
Gln
Ser
Asn
Ala
140
Val
Glu
Met
Asp
Gln

220
Ala

Phe
Gly
Ile
Thr

300
Arg

Glu
Ser
Asp
45

Phe
Tyr
Gly
Pro
His
125
Val
Thr
Tyr
Ile
Leu
205
Glu

Ile

Ala
Ser
Ser
285
Tyr

Ala

Arg
Ala
30

Gly
Leu
Val
Val
Met
110
Gly
Ala

Asn

Phe

Trp
190
Gln
Lys

Lys

Glu
Val
270
Thr
Lys

Asn

Gln
15

Lys
Ile
Lys
Gly
Leu
95

Ser
Cys
Cys
Tyr
Arg
175
Asn
Pro

Ser

Glu

Val
255
His
Lys
Tyr

His

Glu
Phe
Leu
Asn
Arg

80
Leu

Trp
Gln
Thr
Asn
16Q

Asn

Phe

Glu

Gly

240
Asn

Lys
Ser
Pro

Leu
320

Ala His Asp Gln Asn Ser Asn Leu Leu Ile Glu Tyr Phe Arg Asn Glu

1

5

Phe Gly Glu Ile Gln Gly Asp

<210> 22
<211>15
<212> PRT

20

90

10

15
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ES 2 835383 T3

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Aminoacidos 351 a 365 de TG2 humana

<400> 22
Tyr Glu Gly Trp Gln Ala Leu Asp Pro Thr Pro Gln Glu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 23

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Aminoacidos 450 a 467 de TG2 humana

<400> 23

Ser Glu Glu Arg Glu Ala Phe Thr Arg Ala Asn His Leu Asn Lys Leu

1 5 10 15
Ala Glu
<210> 24
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno
<400> 24
Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Trp Phe
1 5 10 15
<210> 25
<211>14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
<400> 25
Thr Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asgsp Gly Val Pro
1 5 10
<210> 26
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno
<220>
<221>VARIANTE
<222> 15,16

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 26

91
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Thr Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro Xaa Xaa

1 5

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe

20

<210> 27

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<400> 27

25

10

15

Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr Phe Gly

1 5

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<400> 28

Phe Thr Leu Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val Arg

1 5

<210> 29

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 245

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 29

Cys Xaa Ala Xaa Xaa Phe Thr Leu Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val
10

1 5
Arg

<210> 30

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<400> 30

92
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Trp Val Ala Thr Ile Ser Val Gly Gly Gly Lys Thr Tyr Tyr Pro Asp
1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

20 25

<210> 31

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221>VARIANTE

<222> 27,29,30,31,32

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 31

Trp Val Ala Thr Ile Ser Val Gly Gly Gly Lys Thr Tyr Tyr PFro Asp

1 5 10 15

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Xaa Asn Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Leu

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<400> 32

Tyr Cys Ala Lys Leu Ile Ser Leu Tyr Trp Gly
1 5 10

<210> 33

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>
<221> VARIANTE

<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,50,51,52,53,

54,55 ,56,57,58,59,60,61,62,63,64,65
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 33

93
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Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Thr Asn Arg Leu Phe
20 25 30
Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr
65 70
<210> 34
<211> 49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
<220>
<221> VARIANTE

<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,
46,47,48
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 34

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Phe
<210> 35
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
<220>
<221> VARIANTE

<222>8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 35

Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe
20
<210> 36
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
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<220>

<221>VARIANTE
<222>2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 36
Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
¥Xaa Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr
20 25
<210> 37
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno
<400> 37
Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Trp Tyr
1 5 10 15
<210> 38
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno
<400> 38
Leu Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro
1 5 10
<210> 39
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
<400> 39
Ser Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro
1 5 10
<210> 40
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
<220>
<221>VARIANTE
<222> 15,16

<223> Puede ser cualquier aminoacido.
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<400> 40

Leu Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro Xaa Xaa
1 5 10 15
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe

20 25

<210> 41

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 15,16

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 41

Ser Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro Xaa Xaa
1 5 10 15
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe

20 25

<210> 42

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<400> 42

Phe Thr Phe Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val Arg
1 5 10

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222>2.45

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 43

Cys Xaa Ala Xaa Xaa Phe Thr Phe Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val

1 5 10 15
Arg

<210> 44

<211> 26

<212> PRT

96
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35

40

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 835383 T3

<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<400> 44

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

1

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

<210> 45
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221> VARIANTE
<222> 27,29,30,31,32
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 45

1

5

25

10

15

15

Trp Val Ser Thr Ile Ser Val Gly Gly Gly Lys Thr Tyr Tyr Pro Asp
10

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Xaa Asn Xaa Xaa Xaa Xaa

Leu

<210> 46
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de la cadena ligera de AB-1

<400> 46
Asp
1
Glu
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr

<210> 47

<211>107
<212> PRT

Ile
Arg
Thr
Arg
Gly
Asp

Phe

Gln
Val
Trp
Thr
Ser
Met

Gly

<213> Secuencia artificial

20

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Thr
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Leu

97

25

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

30

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr



10

15

20

25

<220>

<223> Regiodn variable de la cadena ligera de AB-1

<400> 47

Asp Ile Lys
1
Glu Arg Val

Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 48

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB-1_VK

<400> 48

Glu Ile Val
1
Glu Arg Val

Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 49

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB-1_VK1

<400> 49

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Len
Asp
70

Tyr

Thr

Gln
Thr

Gln

Aszsp
70
Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe
Cys

Leu

Pro
Lys
Pro
40

Aszp
Phe

Cys

Leu

98

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Len

Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Len

Phe

Ser
Asn
30

Thr
Phe
Leu

Phe

Len
15

Ser
Len
Ser

Glu

Pro
95

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr



10

15

20

Asp Ile Gln
Glu Arg Val

Leu Thr Trp
35

Tyr Arg Thr
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 50

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hAB-1_RKE

<400> 50

Glu Ile Val
1
Asp Arg Val

Leu Thr Trp
Tyr Arg Thr

Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 51

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hAB-1_RKJ

<400> 51

Met
Thr

20
Phe

Asn
Gly
Gly

Gly
100

Leu
Thr
20

Tyr
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile

Gln

Arg
Gln
Ile

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr

Gln

Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys

Lys

Phe
55

Phe
Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys

Pro
40

Asp
Phe
Cys

Leu

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Leu

99

Ser
Ala

25
Gly

Gly
Leu
Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Leu

Glu
105

Ser
10
Ser

Lys

Val
Thr
Gln

50
Ile

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Met
Gln

Ser

Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
AsSp

Pro

Ser
60
Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
€0

Ser

Asp

Ala
Ile

Lys
45

Arg
Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ser
Asn

30
Thr

Phe

Leu

Phe

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Leu
15
Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
85

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr

Tle

Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr



10

15

20

Asp
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr

<210> 52

<211>114
<212> PRT

Ile
Arg
Thr
Arg
50

Gly

Asp

Phe

Gln
Val
Trp
35

Thr
Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly

Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Val

<223> Regioén variable de la cadena pesada de AB-1

<400> 52
Glu
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Ser

<210> 53

<211>114
<212> PRT

Val
Leu
Met.
Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu
20
Trp

Ser
Phe
Asn

Ile
100

Glu
Ser
val
val
Thr
Ser

B5
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg

Ser

Trp

<223> Region variable de la cadena pesada de AB-1

<400> 53

100

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Gly
105

Ser
10

Ser
Lys
vVal
Thr
Gln

50
Ile

Gly
Gly
Asp
Thr
Asn
Asp

g0
Gln

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Len
Fhe
Arg
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Lys
Leu
Leu
45

Pro
Asn

Met

Thr

Ser
Asn
30

Ser
Phe

Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Len
110

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
85

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Ser
val
val
Tyr
80

Cys

Val



10

15

20

25

Glu

Ser

Ala

Ala

Lys
65
Leu

Ala

Ser

<210> 54

<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

<223> AB-1_VH

<400> 54

<210> 55
<211> 11

Glu
Ser
Ala
Ala
Lys
65

Leu
Ala

Ser

4

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Leu
Met

Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

<223> hAB-1_RHA

<400> 55

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

Gln
Lys
Ser

35
Ile

Arg
Met

Leu

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asn

Ile
100

Leu
Leu
20

Trp

Ser

Phe
Asn

Ile
100

val
Ser
Val
Val
Thr
Ser

85
Ser

Gln

Ser

val

Val

Thr

Ser
85
Ser

ES 2 835383 T3

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
Gly Gly
55

Ile Ser
70

Leu Arg

Leu Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg

Ser

Trp

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Gly
105

Glu Ser Gly Gly

Cys Ala Ala Ser

25

Arg Gln Thr Pro

40

Gly Gly Gly Lys

55

Ile Ser
70
Leu Arg

Leu Tyr

Arg
Ser

Trp

101

Asp
Glu

Gly
105

Gly
10

Gly
Asp
Thr
Asn
Asp

90
Gln

Gly
10

Gly
Asp

Thr

Asn

Asp
80
Gln

Leu
Phe
Arg
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Arg
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Vval
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Val
Thr
Arg

Tyr
60

Lys
Ala

Thr

Lys
Leu
Leu
45

Pro
Asn

Met

Thr

Lys
Leu
Leu

45
Pro

Asn
Met

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr
Tyr

Leu
110

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
85
Thr

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
Ser
vVal
val
Tyr
80

Cys

Val



10

15

20

25

30

35

Glu
Ser
Ala
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Ser

<210> 56

<211>74
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln

Lys

Ser

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn

Ile
100

Leu
Ser
Val
val
Thr
Ser

85
Ser

ES 2 835383 T3

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>

<221>VARIANTE

<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,49,50,51,52,53,

54,55 ,56,57,58,59,60,61,62,63,64,65
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 56
Lys
Xaa
Agp
Xaa

Xaa
65

<210> 57
<211>48
<212> PRT

Ala

Xaa

Xaa

Xaa
50

Ser
Xaa
Xaa
35

Xaa

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Xaa
20

Xaa

Xaa

Tyr

Asp
Xaa
Xaa
Xaa

Val

Ile
Xaa
Xaa
Xaa

Asgp
70

Asn
Xaa
Xaa
Xaa

55
Phe

<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>

<221>VARIANTE

<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,

46,47

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 57

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Trp

Ser
Xaa
Xaa
40

Xaa

Pro

102

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Gly
105

Tyr
Xaa
25

Xaa

Xaa

Tyr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Gln

Leu
10

Xaa
Xaa

Xaa

Thr

Leu Val
Phe Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
60

Ser Lys
75

Thr Ala

Gly Thr

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

val

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

Val
110

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
Ser
Val
val
Tyr
80

Cys

Val

Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

15

Leu Thr Asn Arg Leu Met

30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe

45

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

60



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 835383 T3

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
¥Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe
35 40 45
<210> 58
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
<220>
<221> VARIANTE

<222>8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 58

Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe

20

<210> 59

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>

<221> VARIANTE
<222>2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 59

Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Leu Gln Tyr Val Asp Phe Pro Tyr Thr
20 25
<210> 60
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de BB_7

<400> 60

103
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15

20

25

Ala
Glu
Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr

<210> 61

<211>114
<212> PRT

Ile
Arg
Thr
Leu
50

Gly

Asp

Phe

Lys
Val
Trp
Thr
Ser
Met

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Ile
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Met
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Leu

Cys

Leu

<223> Region variable de la cadena pesada de BB_7

<400> 61
Ala
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Ser

<210> 62

<211>107
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln

Lys

Ser

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asp

Ile
100

Val
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Val
70

Leu

Pro

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Arg
Arg

Ser

Trp

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Gly
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Ser
Asp

90
Gln

<223> Region variable de la cadena ligera de BB_7 (humanizada)

<400> 62

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Ile
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

val

Val

Ile

Tyr
60

Lys
Ala

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Gly

Asp

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Ile

Thr

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Seéer Leu Ser Ala

1

5

10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile

20

25

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Ser

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Val
15

Gly
Tyr
Ile
Gly
His

g0
Tyr

Gly
Ser
val
val
Tyr
80

Cys

Val

Gly

Asn Ser Tyr

30

Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile

104
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ES 2 835383 T3

35 40
Tyr Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Phe Leu Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln
B85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 63
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de BB_7 (humanizada)
<400> 63
Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
20 25
Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40
Tyr Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Gln Glu Phe Leu Leu Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln
B85 1¢]
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 64
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Region variable de la cadena pesada de BB_7 (humanizada)
<400> 64
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ash
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ala Lys Leu Ile Ser Pro Tyr Trp Gly Gln
100 105
Ser Ser
<210> 65

105

Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

45

Ser Arg Phe Ser Gly

60
Ser

Ser Leu Gln Pro

Vval Asp Phe Pro

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

val

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Leu

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

val
110

95

Val
15

Ser
Len
Ser

Gln

Pro
85

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Ser
val
Val
Tyr
80

Cys

val



ES 2 835383 T3

<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena pesada de BB_7 (humanizada)

<400> 65

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Preo Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Ile Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 S0 95

Ala Lys Leu Ile Ser Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 66

<211>74

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>

<221>VARIANTE
<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,50,51,52,53,
54,55 ,56,57,58,59,60,61,62,63,64,65

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 66

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Val Asn Arg Leu Val
20 25 30
Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Ala Xaa Xaa Xaa ¥Xaa Xaa Xaa Xaa ¥Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr
65 70
<210> 67
<211> 49
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
<220>
<221> VARIANTE

<222>12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44 45,
46,47 ,48
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<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 67

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr Xaa Xaa Xaa ¥Xaa Xaa

1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Ala
<210> 68
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo
<220>
<221> VARIANTE

<222>8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 68

Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala

20

<210> 69

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de anticuerpo

<220>

<221>VARIANTE
<222>2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17
<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 69

Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa ¥Xaa Xaa ¥aa Xaa Xaa Xaa XHaa

1 5 10 15
Xaa Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr
20 25
<210> 70
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de DC-1

<400> 70
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25

Asp

Glu

Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
<210> 71

<211> 114
<212> PRT

Ile

Arg

Thr
Leu
50

Gly
Asp

Phe

Thr
Val
Trp
35

val
Ser

Met

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln

Thr

Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys
Val
55

Tyr
Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Ala
Cys

Leu

<223> Region variable de la cadena pesada de DC-1

<400> 71

Glu
1
Ser

Ala
Ala

Lys
65
Leu

Ala
Ser
<210> 72

<211>107
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln

Arg

Ser

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Leu

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe

Ser

Ile
100

Val
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Arg
Arg

Ser

Trp

Ser

Ala
25

Gly
Gly
Leu
Leu

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Gly
105

Ser
10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Asn

Asp

Gln

<223> Region variable de la cadena ligera de DC-1 (humanizada)

<400> 72

108

Ile

Gln

Tyr Ala

Asp Ile

Ser Pro Lys

Pro

Ile
75

45
Ser Arg
50
Ser Ser

Tyr Asp Asp

Lys

Leu
Phe
Lys
Tyr
Val
75

Thr

Gly

Val Lys
Thr Leu
Arg Leu
45

Tyr Pro
60

Lys Asn
Ala Val

Thr Thr

Ser

Asn
30

Ile
Phe
Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Leu
15
Ser

Leu
Ser
Glu

Pro
95

Gly
15
Thr

Trp
Ser
Leu
Phe

95
Thr

Gly

Tyr

Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
His
val
val
Tyr
80

Cys

Val
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
20 25

Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys

35 4an
Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Phe Leu Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln

85 80

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

100 105

<210>73

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de DC-1 (humanizada)

<400> 73

Asp Ile Thr Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
20 25

Leu Thr Trp Phe Gln Gln lys Pro Gly Llys

Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ala Leu Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln

85 80
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 74

<211> 114

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de la cadena pesada de DC-1 (humanizada)

<400> 74

109

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ser
Asn
30

Ser
Phe

Leu

Phe

Ser
Asn
30

Ile
Phe

Leu

Phe

Val
15

Ser
Leéeu
Ser

Gln

Pro
85

Val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

g0
Tyr
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30

Glu
1
Ser

Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Ser

<210> 75
<211>114
<212> PRT

val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ile
100

Leu
Ser
val
Ser
Thr
Ser

85
Ser

ES 2 835383 T3

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Arg

Ala

Trp

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Gly
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Gln

<223> Region variable de la cadena pesada de DC-1 (humanizada)

<400> 75

Glu
1
Ser

Ala

Ala

Lys
65
Leu

Ala
Ser

<210> 76
<211>7
<212> PRT

Val
Leu

Met

Thr
50

Gly
Gln
Arg

Ser

Gln
Arg

Ser
35

Ile
Arg
Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221>VARIANTE

<222>1,2,6

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn

Ile
100

Leu

Ser

Val

Ser
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Thr

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 76

<210>77
<211>9

Ser
Ala

Gln
Gly
Ser
Arg

Tyr

Gly
Ala

Ala
40

Arg
Arg
Ala

Trp

Gly
Ser

25
Pro

Ser
Asp
Glu

Gly
105

Gly
10
Gly

Gly
Thr
Asn
Asp

90
Gln

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Vval
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Val
Thr

Gly

Tyr
60

Lys
Ala

Thr

Xaa Xaa Asn Arg Leu Xaa Asp

1

110

5

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Leu

Gln

Leu

Leu
45

Pro

Asn

val

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

val
110

Pro
Ser

30
Glu

Asp
Thr
Tyr

Val
110

Gly
15
Thr

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15
Thr

Trp
Ser
Leu
Phe

95
Thr

Gly
His
val
Val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
His
Val
val
Tyr
g0

Cys

Val
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 77

Leu Gln Tyr ¥aa Asp Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210>78

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222>1,2

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 78

Xaa Xaa Ala Met Ser
1 5

<210>79

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222>4,7,8

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 79

Thr Ile Ser Xaa Gly Gly Xaa ¥aa Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10
Gly

<210> 80

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE
<222> 4
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<223> Puede ser cualquier aminoacido.
<400> 80

Leu Ile Ser Xaa Tyr
1 5

<210> 81

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 1

<223> También puede ser GIn o Arg.

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> También puede ser Gly.

<220>

<221>VARIANTE

<222>7

<223> También puede ser o Arg.

<220>

<221> VARIANTE

<222> 8

<223> También puede ser Asn.

<220>

<221>VARIANTE

<222> 11

<223> También puede ser Asn o Ala.

<400> 81

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr Leu Thr

1 5 10

<210> 82

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222>1

<223> También puede ser Leu o Val o Asp o Ala.

<220>

<221> VARIANTE

<222>2

<223> También puede ser Val o Ala.

<220>
<221>VARIANTE

112



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 835383 T3

<222>3
<223> También puede ser.

<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

<223> También puede ser Asn.

<220>

<221> VARIANTE

<222>6

<223> También puede ser Met o, Val, o Glu o GIn.

<220>

<221> VARIANTE

<222>7

<223> También puede ser Thr o Ser.

<400> 82

Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp

1

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 1

<223> También puede ser Gin.

<220>

<221>VARIANTE

<222>3

<223> También puede ser His.

<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

<223> También puede ser Val o Asn.

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> También puede ser Thr.

<220>

<221>VARIANTE

<222>6

<223> También puede ser Tyr.

<220>

<221> VARIANTE

<222> 8

<223> También puede ser Leu o Trp.

<400> 83

1

Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr Thr
5
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<210> 84

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221>VARIANTE

<222> 1

<223> También puede ser Thr.

<220>

<221> VARIANTE

<222>2

<223> También puede ser His o Tyr.

<400> 84

Ser Ser Ala Met Ser

1

<210> 85

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anticuerpo o fragmento de unién al antigeno

<220>

<221> VARIANTE

<222> 1

<223> También puede ser Ala.

<220>

<221>VARIANTE

<222> 4

<223> También puede ser o Gly.

<220>

<221> VARIANTE
<222>5

<223> También puede ser.

<220>

<221> VARIANTE

<222>7

<223> También puede ser Arg.

<220>

<221>VARIANTE

<222> 8

<223> También puede ser.

<220>

<221> VARIANTE

<222>12

<223> También puede ser Ala.

<400> 85
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Thr Ile BSer Val Gly Gly Gly Lys Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1
Gly

<210> 86
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Anticuerpo o fragmento de union al antigeno

<220>

<221>VARIANTE

<222>1

<223> También puede ser Asp.

<220>

<221> VARIANTE

<222>2

<223> También puede ser Gly.

<220>

<221> VARIANTE

<222>3

<223> También puede ser Gly.

<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

5

<223> También puede ser Pro o Thr o Val.

<400> 86

<210> 87
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de la cadena ligera de DD-9

<400> 87
Gln
Glu
Tyr
Asp
Gly
65

Asp

Phe

Ile
Lys
Trp
Thr
50

Ser

Ala

Gly

Val
Val
Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Ala

Leu
Thr
20

Gln
Asn
Thr

Thr

Gly
100

Thr
Met
Gln
Len
Ser
Tyr

85
Thr

10

Leu Ile Ser Leu Tyr

1

Gln
Thr
Lys
Ala
Tyr
70

Tyr

Lys

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Ser

Cys

Leu

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

Glu

115

Ala
Ala
25

Ser
Val
Thr

Gln

Leu
105

5

Ile
10

Ser
Ser

Pro

Ile

Trp
90
Lys

Met
Ser
Pro
Val
Ser

75
Asn

Ser Ala
Ser Val

Arg Len
45

Arg Phe

60

Arg Met

Ser Ser

Ser
Asp
30

Len
Ser

Gly

Pro

15

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu
95

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr



10

15

20

25

30

35

<210> 88
<211>119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 835383 T3

<223> Region variable de la cadena pesada de DD-9

<400> 88
Gln
1
Thr
Gly
Trp
Leu
65
Phe
Cys
Thr

<210> 89

<211> 106
<212> PRT

Val
Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Leu

Thr
Ser
Gly
35

Ala
Ser
Lys

Arg

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de la cadena ligera de DH-2

<400> 89

Gln
1

Glu
Tyr
Asp
Gly
65

Asp
Phe

<210> 90

<211>119
<212> PRT

Ile

Lys
Trp
Thr
50

Ser

Ala

Gly

Val

val
Tyr
35

Ser
Gly
Ala

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Leu
20

Val
His
Arg
Ile
Ser

100
Thr

Leu

Thr
20

Gln
Asn
Thr
Thr

Gly
100

Lys
Thr
Ser
Ile
Ile

Thr
85
Trp

Val

Thr

Met
Gln
Leu
Ser
Phe

85
Thr

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Thr

Ser

Gln

Thr
Lys
Ala
Tyr
70

Tyr

Lys

Ser
Ser
Ile
Trp
Ile
val
Thr

Ala

Ser

Cys
Pro
Ser
55

Ser

Cys

Leu

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser

Asp

Ala

Pro

Ser
Gly
40

Gly
Leu

Gln

Glu

<223> Region variable de la cadena pesada de DH-2

<400> 90

116

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Thr

Pro
105

Ala

Ala
25

Ser
val
Thr
Gln

Leu
105

Gly
Gly
Ser
Asp
Asp
Ala

90
Phe

Ile
10

Ser
Ser
Pro
Ile
Trp

=11
Lys

Ile
Fhe
Ser
Lys
Ser
75

Asp

Ala

Met

Ser
Pro
Val
Ser

75
Ser

Leu
Ser
Gly
Arg
Ser
Thr

Phe

Ser

Ser
Arg
Arg
Arg

Ser

Gln
Len
Lys
45

Tyr

Ser

Ala

Trp

Ala

val
Leu
45

Phe
Met

Ser

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn

Thr

Gly
110

Ser

Ser
30

Leu
Ser

Glu

Pro

Ser
Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gln

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu
95

Gln
Ser
Glu
Ser
val
80

Tyr

Gly

Gly

Met
Tyr
Ser
Glu

g0
Thr
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Gln
Thr
Gly
Trp
Leu
65
Phe
Cys
Thr
<210> 91

<211> 321
<212> ADN

val
Leu
Met
Leu
50

Lys
Leu

Ala

Leu

Thr Leu
Leu
20

Val

Ser

Gly
35
Ala His

Ser Arg

Lys Ile
Ser
100
Thr

Arg

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..321

ES 2 835383 T3

Lys Glu Ser

Thr Cys Ser

Ser Trp Ile

Ile Tyr Trp
Thr
70

Ser

Leu Ile
Thr
85
Gly

val

Thr Thr

Val Ser Ala

Gly Pro

Phe Ser
25
Arg Gln
40
Asp Asp

Ser Lys

Asp Thr
90
Ala Pro

105

Gly
Gly
Pro
Asp
Asp
Ala

Phe

Ile Gln Ser
15

Thr

Leu Pro

Phe Ser
30
Gly

Ser Leu

Ser Gly Lys Leu

45
Lys Arg Tyr Asn Pro
60
Thr Ser
75

Asp

Ser Asn Gln

Thr Ala Thr Tyr

95

Ala Tyr Trp Gly Gln

110

Gln
Ser
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gly

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinucleétido aislado" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 91
gacatccaga
atcacttgca
gggaaatctc
aggttcagtg
gaagatatgg

gggaccaaac

<210> 92
<211> 342
<212> ADN

tgacacagac
aggcgagtca
ctaagaccct
gcagtggatc
gaatttatta

tggaaataaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

tccatcttec
ggacattaat
gatctatcgt
tgggcaagat
ttgtctacag

a

atgtatgcat
agctatttaa
acaaatagat
ttttttcteca

tatgatgact

ctctaggaga gagagtcact
cctggttcca gcagaaacca
tgtttgatgg ggtcccatcc
ccatcagcag cctggaatat

ttecgtacac gtteggaggg

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinuclestido aislado " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 92

117

60

129

180

249

300

321
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gaagtacage tggaggagte
tectgtgeag cctetggatt
ccggacagga ggotggagty
ccagacagtg tgaagggtcg
ctgcaaatga acagtctgag
agtetetact ggggecaagg

<210> 93

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..321

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinucleétido aislado " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 93
gccatcaaga tgacccagtc
atcacttgeca aggcegagtca
ggaaagtctc ctaagaccect
aggttcagtg gecagtggate
gaagatatgg gcatttatta

gggaccaagc tggaaataaa

<210> 94

<211> 342

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinucleétido aislado " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 94
gcagtgcaac tggtagagtc
tectgtgeag cctectggaat
ccggaaaaga gactggagtg
ccagacagtg tgaagggteg
ctgcaaatgg acagtctgag

agtccctact ggggccaagg

<210> 95
<211> 321
<212> ADN

ES 2 835383 T3

agggggggygc

cacteteagt
ggtcgcaace
cttcaccatc
gtctgaggac

caccactcte

tcecatcttce
ggacataaat
gatctatett
tgggcaagaa
ttgtcteccag

a

tgggggaggc

cattttcagt
ggtcegcecaact
attecaccgte
gtctgaggac

caccactctc

ttagtgaage
tectetgeoca
attagtgttg

tccagagaca

acggccatgt

acagtctect

atgtatgecat
agttatttaa
acaaatagat
tttttacteca

tatgttgact

ttggtgaagc
toectetgeea
attagtagtg
tcecagagaca
acggccattt

acagtctect

118

ctggagggte
tgtettgggt

gtggtggtaa

atgccaagaa
attactgtge

ca

ctctaggaga
cctggtteca
tgatggatgg
ccatcagegg

ttcegtacac

ctggagggte
tgtettgggt
gtggtegtte
gtgecaagaa
attactgtgc

ca

cetgaaacte
tegecagact
aacctactat
caccctctat

aaaactaatc

gagagtcatc
acagaaacca
ggtecccatea

cetggaacat

gttcggagyyg

cctgaaactc
tecgeecagact
cacctactat
caccctatac

aaaactaatc

60

120

180

240

300

342

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

342
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..321

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinucleétido aislado " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 95
gacatcacga tgacccagtc tccatcttce
atcacttgca aggcgagtca ggacattaat
gggaaatctc ctaagatcct gatctatctt
aggttcagtyg geagtggate tgggcaagat
gaagatatgg gaatttatta ttgtectacaa

gggaccaage tggaaataaa a

<210> 96

<211> 342

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Polinucleétido aislado " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 96
gaagtgcagt tggtggagtc tgggggaggce
tcectgtgeag cctetggatt cactetcecagt
coggagaaga ggctggagtg ggtcgcaacce

ccagacagtyg tgaagggtcg attcactatce

ctgecaactga gcagtctgag gtctgaggac
agtacctact ggggccaagg caccactcete

<210> 97

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..39

atatatgcat
agctatttaa
gtaaatagat
tatgetetea

tatgatgact

ttagtgaagc
acccatgeca
attagtagtg

tccagagaca
acggeegtgt
acagtctect

ctctgggaga
cctggttceca
tggtagatgg
ccatcageag

ttecgtacac

ctggagggte
tgtecttgggt
gtggtcgtte

atgtcaagaa
atttetgtge
ca

gagagtcact
gcagaaacca
ggtcccatca

tetggaatat

gtteggaggyg

cctgaaactce
tegecagact
cacctactat

caccctatat

aagactaatce

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Cebador sentido " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 97

gcgcegcegcta getgeccage ggatgctgtg tacctggac 39

<210> 98

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

119

60

120

180

240

300

321

60

120

180

249

300
342
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ES 2 835383 T3

<222>1..39
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Cebador antisentido" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 98
gcgcegcaagc ttcatceetg tetectectt ctcggecag 39

<210> 99

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Cebador TG2-FL-1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 99
atggccgagg agctggtctt agaga 25

<210> 100

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Cebador TG2-FL-2" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 100
ggcggggcca atgatgacat tccgga 26

<210> 101

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="Cebador MH1" /organismo="Secuencia artificial"

<220>

<221> misc_difference

<222>18

<223> /nota="Puede ser cualquier nucledtido"

<400> 101
cgcgegceteg agsargtnma gctgsagtc 29

<210> 102

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador MH2" /organismo="Secuencia artificial"

<220>

<221> misc_difference

<222>18

<223> /nota="Puede ser cualquier nucledtido”

<400> 102
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ES 2 835383 T3

cgcgcgcetcg agsargtnma gctgsagsag tc 32

<210> 103

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1.43

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador Mouse-G1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 103
aggcgcagta ctacaatccc tgggcacaat tttcttgtcc acc 43

<210> 104

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador Mouse-G2a" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 104
aggcgcagta ctacagggct tgattgtggg ccctetggg 39

<210> 105

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..40

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador Mouse-G2b" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 105
aggcgcagta ctacaggggt tgattgttga aatgggcccg 40

<210> 106

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 106
cgctgcgagce tecgatattgt gatgacbcag dc 32

<210> 107

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK2" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 107
cgctgcgagc tcgagrttkt gatgacccar ac 32
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ES 2 835383 T3

<210> 108

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK3" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 108
cgctgcgagc tcgaaaatgt gectcacceag tc 32

<210> 109

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK4" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 109
cgctgcgagc tcgayattgt gatgacacag tc 32

<210> 110

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK5" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 110
cgctgcgagce tcgacatcca gatgacacag ac 32

<210> 111

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK6" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 111
cgctgcgage tcgayattgt getsacycar tc 32

<210> 112

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK7" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 112
cgctgcgagc tcgacatcca gatgacycar tc 32

122



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 113
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..32

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador VK8" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 113

cgctgcgagc tccaaattgt tctcacccag tc

<210> 114
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..34

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador K-CONST" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 114

gcgcecgtcta gaattaacac tcattcctgt tgaa

<210> 115
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AB_VHc

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

ES 2 835383 T3

<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 115

Glu
1

Ser
Ala
Ala

Lys
65
Leu

Ala
Ser
<210> 116

<211>115
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln

Lys

Ser

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AF062260

Leu
Leu
Trp
Ser
Phe
Asn

Ile
100

Xaa
Ser
val
val
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Leu

32

34

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg

Ser

Trp

123

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Gly
105

Gly
10

Gly
Asp
Thr
Asn
Asp

90
Gln

Leu
Phe
Arg
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Lys
Leu
Leu
45

Pro
Asn

Met

Thr

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Leu
110

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

85
Thr

Gly
Ser
val
val
Tyr
80

Cys

Val
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<400> 116

Cys
1
Gly
Tyr
val
Val
65
Tyr
Cys
Val
<210> 117

<211> 30
<212> PRT

Glu
Ser
Ala
Ser
50

Lys
Leu

Ala

Ser

Val
Leu
Met
35

Ala
Gly
Gln
Lys

Ser
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Arg
20

Ser
Ile
Arg

Met

Asp
100

Leu
Trp
Ser
Fhe
Asn

85
Gly

ES 2 835383 T3

Ser
val
Gly
Thr
70

Ser

Gly

Glu
Cys
Arg
Ser
55

Ile

Leu

Val

Ser
Ala
Gln
40

Gly
Ser

Arg

Tyr

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AB_VHc

<400> 117

Gly
Ala
25

Ala
Gly
Arg

Ala

Trp
105

Gly Gly
10
Ser Gly

Pro Gly
Ser Thr

Asp Asn
15

Glu Asp

20

Gly Gln

Phe
Lys
Tyr
50

Ser

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Thr

Gln
Phe
30

Leu
Ala
Asn

Val

Leu
110

Pro
15

Ser
Glu
Asp
Thr

Tyr
95
Val

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
80

Tyr

Thr

Glu Val Gln Leu Cys Ala Phe Thr leu Ser Trp Val Arg Trp Val Ala

1

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly

<210> 118
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

25

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AF062260

<400> 118

10

30

15

Glu Val Gln Leu Cyg Ala Phe Thr Phe Ser Trp Val Arg Trp Val Ser

1

5

10

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly

<210> 119
<211>98
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 712347 .seq

<400> 119

20

124

25

30

15
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15

20

25

Glu Val Gln
1
Ser Leu Arg
Ala Met Ser
35
Ser Ala Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met
Ala Lys
<210> 120
<211> 98
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AF062260.seq
<400> 120
Glu Val Gln
1
Ser Leu Arg
Ala Met Ser
35
Ser Ala Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met
Ala Arg
<210> 121
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AB_VKc
<400> 121
Glu Ile Val
1
Glu Arg Val
Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Met
Thr Phe Gly

Leu

Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asn

Leu
Leu
20

Trp
Ser

Phe

Aszsn

Leu
Thr
20

Fhe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Leu
Ser
val
Gly
Thr

Ser
85

Leu
Ser
Val
Gly
Thr

Ser
85

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2 835383 T3

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile

70
Leu

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile

70
Leu

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ser
Cys
Lys
Pha
55

Phe
Tyr

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Gly
Ala
Ala

40
Gly

Ala

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe
Cys

Leu

125

Gly
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Glu

Gly
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Glu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Asn

Asp
90

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Asn

Asp
90

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

a0
Ile

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser

75
Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser

75
Thr

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
15
Ser

Ser
Leu

Tyr
95

Pro Gly

15

Ser Ser

30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Fhe

95

Gly
Tyr
val
Vval
Tyr

80
Cys

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr

80
Cys

Leu Gly

15

Ser Tyr

Leu Tle

Ser Gly

Glu Tyr
80
Fro Tyr

95
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ES 2 835383 T3

<210> 122
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AY247656
<400> 122
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pr¢ Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30
Len Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly lys Ala Pro Lys Leu Len Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Tyr Cyg Gln Gln Tyr Asn Thr Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 123
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AB_VKc

<400> 123

Glu Ile Val Leu Thr Gln Thr Cys Trp Phe Thr Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15
Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 124
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AY247656

<400> 124

Glu Ile Val Leu Thr Gln Thr Cyg Trp Tyr Leu Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15
Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 125
<211> 96
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> X93620.seq

126
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<400> 125

Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Ile

<210> 126

<211> 96

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AY247656.seq

<400> 126

Glu Tle Val
1
Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

<210> 127
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VKc

<400> 127

Met
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Leu
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Pro
Gln
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Pro
Gln
Pro
40

Thr
Thr

Cys

127

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Ser
10

Ser
Lys
vVal
Thr

Gln
g0

Ser
10

Ser
Lys
vVal
Thr

Gln
g0

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Tyr

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asgn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Leu

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

a0
Pro

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Leu
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ES 2 835383 T3

Asp Ile Gln Met Thr Gln

Glu Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Thr Trp Phe Gln Gln

35
Tyr Arg Thr Asn Arg Leu
50

Ser Gly Ser Gly Gln Asp

65 70

Glu Asp Met Gly Ile Tyr

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr

100

<210> 128
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF193851

<400> 128

Asﬁ-Ile éln Met Thr Gln

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu 2la Trp Phe Gln Gln

35
Tyr Ala Ala Ser Asn Len
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr

100

<210> 129

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom

<400> 129

Azp Ile Gln Met Thr Gln

1 5
Pro Phe Ser Gly Ser Gly
20
<210> 130
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Pro Ser

Lys Ala
25

Pro Gly

40

Asp Gly

Phe Leu
Cys Leu

Leu Glu
105

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Len
Cys Gln

Val Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

de Angstrom de AB_VKc

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asgp

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asgp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
Asn
30

Thr
Phe
Leu

Phe

Ser
Arg
30

Ser
Phe

Len

Tyr

Leu
15
Ser

Ser

Glu

Pro
95

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

g0
Trp

Thr Cys Trp Phe Thr Leu Ile Tyr Gly Val

10

15

Ser Gly Gln Asp Phe Phe Tyr Cys Phe Gly

25

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AF193851

128
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<400> 130

ES 2 835383 T3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ser Leu Ile Tyr Gly Val

1
Proc Phe Ser

<210> 131

<211> 96

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> J00248.seq

<400> 131

Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

<210> 132

<211> 96

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF193851.seq

<400> 132

Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Ala Trp

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

<210> 133
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VHc

<220>
<221>VARIANTE

5

10

15

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Tyr Cys Phe Gly

20

Met
Thr
20

Phe
Ser

Gly

Ala

Met
Thr
20

Phe
Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Gln
Thr
Gln
Leun
Asp

70
Tyr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

129

25

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
g0

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
90

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
His

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

30

Ser
Ser
30

Ser
Phe

Leu

Tyr

Ser
Arg
30

Ser
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

a0
Pro

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Trp
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<223> Puede ser cualquier aminoacido.

<400> 133

Glu
1

Ser
Ala
Ala

Lys
65
Leu

Ala
Ser
<210> 134

<211> 114
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg
Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AB_RHA

<400> 134

Glu
1
Ser
Ala
Ser
Lys
65
Leu
Ala

Ser

<210> 135
<211>107
<212> PRT

Val
Leu
Met
Thr
50

Gly
Gln
Lys

Ser

Gln
Arg
Ser
35

Ile
Arg

Met

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VKc

<400> 135

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asn

Ile
100

Leu

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn

Ile
100

Xaa
Ser
Val
Val
Thr
Ser

85
Ser

Leu
Ser
Val
Val
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Leu

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg

Ser

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Trp

130

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp
Glu

Gly
105

Gly
Ser
25

Pro
Lys
Asp

Glu

Gly
105

Gly
10

Gly
Asp
Thr
Asn

Asp

Gln

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn

Asp

Gln

Leu
Phe
Arg
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

Val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

Lys
Leu
Len
45

Pro
Asn

Met

Thr

Gln
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Val

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Val
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Len
Tyr

95
Thr

Gly
15
Ser

Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val
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20

25

Glu Ile Val
Glu Arg Val

Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr

Ser Gly Ser
65
Glu Asp Met

Thr Phe Gly

<210> 136
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_RKE

<400> 136

Glu Ile Val
1
Asp Arg Val

Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr

Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 137
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_RKJ

<400> 137

Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Thr Trp
35
Tyr Arg Thr
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Leu
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Len
Thr
29

Tyr
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Met
Thr
20

Phe
Asn

Gly

Ala

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr

Thr
g5

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Len
Asp
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

Tyr

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe
Cys

Leu

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Len

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

131

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Len

Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Len

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Len

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

80
Ile

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
80

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Len
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Len
Gln
Ala
Pro
Ile

Tyr

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys
45

Arg
Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

30

Thr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser
Asn
30

Ser
Phe

Leu

Phe

Ser

Asn

Phe

Len

Phe

15

95

15

95

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
85

Leu Gly
Ser Tyr
Len Ile
Ser Gly

Glu Tyr

80

Pro Tyr

Val Gly
Ser Tyr
Leu Ile
Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

Tyr
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Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 138

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..36

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador de anclaje de RACE" /organismo="Secuencia artificial"

<220>

<221> misc_difference

<222> 24, 25, 29, 30, 34, 35

<223> /nota="En la que el nucledtido es desoxiinosina"

<400> 138
ggccacgcgt cgactagtac gggnngggnn gggnng 36

<210> 139

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador MHV1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 139
atgaaatgca gctggggcat cttcttc 27

<210> 140

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador MHV2" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 140
atgggatgga gctrtatcat sytctt 26

<210> 141

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador MHV3" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 141
atgaagwigt ggttaaactg ggttttt 27

<210> 142

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV4" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 142
atgractttg ggytcagctt grttt 25

<210> 143

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV5" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 143
atggactcca ggctcaattt agttttcctt 30

<210> 144

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV6" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 144
atggctgtcy trgsgctret cttctge 27

<210> 145

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV7" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 145
atggratgga gckggrtctt tmtctt 26

<210> 146

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV8" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 146

atgagagtgc tgattctttt gtg 23
<210> 147

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente
<222>1..30
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV9" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 147
atggmttggg tgtggamctt gctattcctg 30

<210> 148

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV10" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 148
atgggcagac ttacattctc attcctg 27

<210> 149

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..28

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV11" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 149
atggattttg ggctgatttt ttttattg 28

<210> 150

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHV12" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 150
atgatggtgt taagtcttct gtacctg 27

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHCG1" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 151
cagtggatag acagatgggg g 21

<210> 152

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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<222>1..21
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHCG2A" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 152
cagtggatag accgatgggg c 21

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHCG2b" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 153
cagtggatag actgatgggg g 21

<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador MHCG3" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 154
caagggatag acagatgggg ¢ 21

<210> 155

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV1 de 30 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 155
atgaagttgv vtgttaggct gttggtgctg 30

<210> 156

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV2 de 29 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 156
atggagwcag acacactcct gytatgggtg 30

<210> 157

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<222>1..30
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<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV3 de 30 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 157
atgagtgtgc tcactcaggt cctggsgttg 30

<210> 158

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV4 de 33 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 158
atgaggrccc ctgctcagwt tyttggmwtc ttg 33

<210> 159

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV5 de 30 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 159
atggatttwa ggtgcagatt wtcagcttc 29

<210> 160

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV6 de 27 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 160
atgaggtkck ktgktsagst sctgrgg 27

<210> 161

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..31

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV7 de 31 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 161
atgggcwtca agatggagtc acakwyycwg g 31

<210> 162

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..31

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV8 de 31 meros" /organismo="Secuencia artificial"

136



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835383 T3

<400> 162
atgtggggay ctktttycmm tttttcaatt g 31

<210> 163

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..25

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV9 de 25 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 163
atggtrtccw casctcagtt ccttg 25

<210> 164

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..27

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV10 de 27 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 164
atgtatatat gtttgttgtc tatttct 27

<210> 165

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..28

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKV11 de 28 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 165
atggaagccc cagctcagct tctettce 28

<210> 166

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador CL12A" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 166
atgragtywc agacccaggt cttyrt 26

<210> 167

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador CL12B" /organismo="Secuencia artificial"
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<400> 167
atggagacac attctcaggt ctttgt 26

<210> 168

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador CL13" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 168
atggattcac aggcccaggt tcttat 26

<210> 169

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador CL14" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 169
atgatgagtc ctgcccagtt cctgtt 26

<210> 170

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador CL15" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 170
atgaatttgc ctgttcatct cttggtgct 29

<210> 171

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota=" cebador CL16" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 171
atggattttc aattggtcct catctectt 29

<210> 172

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..26
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador CL17A" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 172
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atgaggtgcc tarctsagtt cctgrg 26

<210> 173

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador CL17B" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 173
atgaagtact ctgctcagtt tctagg 26

<210> 174

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="cebador CL17C" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 174
atgaggcatt ctcttcaatt cttggg 26

<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="MKC de 20 meros" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 175
actggatggt gggaagatgg 20

<210> 176
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VHc (mAB0O01VH)

<400> 176

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

1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Ser Ser

20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Arg Arg Leu Glu Trp Val

139
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35
Ala Thr Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn

Ala Lys Leu Ile
100
Ser Ser

<210> 177
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BB7_VHc (mBB7001VH)

<400> 177

Ala Val Gln Leu
1

Ser Leu Lys Leu

20
Ala Met Ser Trp
35
Ala Thr Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asp

Ala Lys Leu Ile
100
Ser Ser

<210> 178
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DC1_VHc (mDCO001VH)

<400> 178

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Lys Leun

20
Ala Met Ser Trp
35
Ala Thr Ile Ser
50

Lys Gly Arg FPhe
65

Leu Gln Leu Ser

Ala Arg Leu Ile
100
Ser Ser

Val
Thr
Ser

85
Ser

Val
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ser

Val
Ser
Val
Ser
Thr
Ser

85
Ser

ES 2 835383 T3

Gly
Ile

70
Leu

Glu
Cys
Arg
Gly
Val
70

Leu

Pro

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Thr

Gly
55
Ser

Arg

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Tyr

40
Gly

Arg
Ser

Trp

Gly
Ala
Thr
40

Arg
Arg

Ser

Trp

Gly
Ala
Thr
40

Arg
Arg

Ser

Trp

140

Lys
Asp
Glu

Gly
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Aszp

Glu

Gly
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Gly
105

Thr
Asn
Asp

90
Gln

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Ser
Asp

90
Gln

Gly
10

Gly
Glu
Thr
Asn
Asp

20
Gln

Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Ile
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Val
75

Thr

Gly

Tyr
60

Lys
Ala

Thr

val
Ile
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Thr

45
Pro

Asn
Met

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Asn

Ile

Thr

Lys
Leu
Leu
45

Pro
Asn

Val

Thr

Asp
Thr
Tyr

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu
Aszp
Thr

Tyr

Leu
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Thr

Gly
15

Thr
Trp
Ser
Leu
Phe

85
Thr

val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val

Gly
His
val
val
Tyr
80

Cys

Val
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25

30

<210> 179
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF062260

<400> 179

Cys Glu Val
1
Gly Ser Leu

Tyr Ala Met
35
Val Ser Ala
50
Val Lys Gly
65
Tyr Leu Gln

Cys Ala Lys

Val Ser Ser
115

<210> 180
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF062260

<400> 180

Cys Ala Val
1
Gly Ser Leu

Tyr Ala Met
35
Val Ser Ala
50
Val Lys Gly
65
Tyr Leu Gln

Cys Ala Lys

Val Ser Ser
115

<210> 181
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF062260

Gln
Arg
20

Ser
Ile
Arg
Met

Asp
100

Gln
Arg
20

Ser
Ile
Arg

Met

Asp
100

Leu
Leu
Trp
Ser
Phe
Asn

85
Gly

Leu
Leu
Trp
Ser
Phe
Asp

Gly

ES 2 835383 T3

Leu
Ser
val
Gly
Thr
70

Ser

Gly

Leu
Ser
Val
Gly
Thr
70

Ser

Gly

Glu
Cys
Arg
Ser
55

Ile

Leu

Val

Glu
Cys
Arg
Ser
55

Val

Leu

Val

Ser
Ala
Gln
40

Gly
Ser

Arg

Tyr

Ser
Ala
Gln
40

Gly
Ser

Arg

Tyr

141

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly

25

Ala Pro Gly

Gly Ser Thr

Arg Asp Asn
75
Ala Glu Asp
1¢]
Trp Gly Gln
105

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly

25

Ala Pro Gly

Arg Ser Thr

Arg Asp Ser
75
Ala Glu Asp
90
Trp Gly Gln
105

Len
Phe
Lys
Tyr
60

Ser

Thr

Gly

Leu
Ile
Lys
Tyr
60

Ser

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
45

Tyr
Lys
Ala

Thr

Val
Ile
Gly
45

Tyr
Lys
Ala

Thr

Gln
Phe
30

Leu
Ala
Asn

Val

Len
110

Gln
Phe
30

Leu
Ala
Asn

val

Leu
110

Pro
15

Ser
Glu
Asp
Thr

Tyr
a5
Val

Pro
15

Ser
Glu
Asp
Thr

Tyr
95
Val

Gly
Ser
Trp
Ser
Len
80

Tyr

Thr

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
80

Tyr

Thr
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25
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35

40

<400> 181

Cys

1
Gly

Tyr
val
Val
65

Tyr
Cys
val

<210> 182

<211> 30
<212> PRT

Glu

Ser
Ala
Ser
50

Lys
Leu

Ala

Ser

Val

Met
35

Ala
Gly
Gln
Arg

Ser
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Arg
20

Ser
Ile
Arg
Leu

Asp
100

Len

Trp
Ser
Phe
Ser

85
Gly

ES 2 835383 T3

Len

Ser
Val
Gly
Thr
70

Ser

Gly

Glu

Cys
Arg
Ser
55

Ile
Leu

Val

Ser

Ala
Gln
40

Gly
Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala
25

Ala
Arg
Arg
Ala

Trp
105

Gly

10
Ser

Pro
Ser
Asp
Glu

90
Gly

Gly

Gly
Gly
Thr
Asn
75

Agp

Gln

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AB_VHc (mAB001VH)

<400> 182

Len

Phe
Lys
Tyr
60

Ser

Thr

Gly

val

Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Thr

Gln

Phe
30

Leu
Ala
Azn

Val

Leu
110

Pro

15
Ser

Glu
Asp
Thr
Tyr

95
Val

Gly

Thr
Trp
Ser
Leu
80

Phe

Thr

Glu Val Gln Leu Cys Ala Phe Thr Leu Ser Trp Val Arg Trp Val Ala

1

5

10

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly

<210> 183
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de BB7_VHc (mBB7001VH)

<400> 183

30

15

Ala Val Gln Leu Cys Ala Ile Ile Phe Ser Trp Val Arg Trp Val aAla

1

5

10

Arg Phe Thr vVal Ser Arg Ser Leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly

<210> 184
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de DC1_VHc (mDC001VH)

<400> 184

142
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15
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45

ES 2 835383 T3

Glu Val Gln Leu Cys Ala Phe Thr Leu Ser Trp Val Arg Trp Val Ala

1 5 10 15
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Leu Phe Cys Ala Arg Trp Gly
20 25 30
<210> 185
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AF062260

<400> 185

Glu Val Gln Leu Cys Ala Phe Thr Phe Ser Trp Val Arg Trp Val Ser

1 5 10 15
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly
20 25 30
<210> 186
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AF062260

<400> 186

Ala Val Gln Leu Cys Ala Ile Ile Phe Ser Trp Val Arg Trp Val Ser

1 5 10 15
Arg Phe Thr Val Ser Arg Ser Leu Tyr Cys Ala Lys Trp Gly
20 25 30
<210> 187
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AF062260
<400> 187
Glu Val Gln Leu Cys Ala Phe Thr Phe Ser Trp Val Arg Trp Val Ser
1 5 10 15
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Leu Phe Cys Ala Arg Trp Gly
20 25 30
<210> 188
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VKc (mAB001VK)

<400> 188

143
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30

ES 2 835383 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser

1 5

Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala
20 25

Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly

35 40
Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe Leu

65 70

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu

B85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu

100 105

<210> 189
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AY247656

<400> 189

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 490
Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe
65 70
Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln
85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

<210> 190

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB_VKc (mAB001VK)

<400> 190

Ser Met

10

Ser Gln

Lys

Ser

val Pro

Thr

Gln
g0

Ile
75
Tyr

Ile Lys

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Len

Fhe

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Len
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
85

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

g0
Leu

Glu Ile Val Leu Thr Gln Thr Cys Trp Phe Thr Leu Ile Tyr Gly Val

1 5

10

15

Pro Phe Ser Gly Ser (Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe Tyr Cys Phe Gly

20 25

<210> 191

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AY247656

144
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30

<400> 191

ES 2 835383 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Thr Cys Trp Tyr Leéu Leu Ile Tyr Gly Val

1

5

10

15

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

<210> 192
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> AB_VKc1 (mAB002VK)

<400> 192

Asp Ile
1
Glu Arg

Leu Thr

Tyr Arg

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe
<210> 193

<211> 107
<212> PRT

Gln
val
Trp
35

Thr
Ser

Met

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

<223> AB1_VKc2 (mAB003VK)

<400> 193

Asp Ile
1
Glu Arg

Leu Thr

Tyr Arg
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe
<210> 194

<211>107
<212> PRT

Gln

Val

Trp
35

Thr
Ser

Met

Gly

<213> Secuencia artificial

Lys
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Phe
5%

Phe

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Leu

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Phe

Cys

Leu

145

25

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

20
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

30

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Ser
Asn
30

Thr

Phe

Phe

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr
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25

<220>

<223> BB7_VKc (mBB001VK)

<400> 194
Ala
1
Glu
Len
Tyr
Ser
65
Glu
Thr

<210> 195

<211> 107
<212> PRT

Ile
Arg
Thr
Leu
50

Gly

Asp

Phe

Lys
Val
Trp
35

Thr
Ser

Met

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Ile
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

<223> DC1_VKc (mDCO01VK)

<400> 195

Asp
1
Glu

Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
<210> 196

<211>107
<212> PRT

Ile
Arg
Thr
Leu
50

Gly
Asp

Phe

Thr

Val
Trp
35

Val

Ser

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AF193851

<400> 196

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Met
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
val
55

Tyr

Tyr

Lys

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Leu

Cys

Len

Pro
Lys
Pro
40

Asp
Ala

Cys

Leu

146

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Len

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

g0
Ile

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ile
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Val

Tyr
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Gly

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asp

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

Ser
Asn
30

Ile
Phe

Leu

Fhe

Len
15

Ser
Len
Ser

Glu

Pro
95

Len
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
85

Gly
Tyr
Ile
Gly
His

80
Tyr

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr
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15

20

25

Asp Ile Gln
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 197
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF193851

<400> 197

Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leun Ala Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 198
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF193851

<400> 198

Met
Thr
20

Phe
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Met
Thr

20
Phe

Ser
Gly
Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

Thr
Ile

Gln

Asn
Thr
Thr

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Gln
Thr

Gln

Leu

Asp
70
Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

Pro
Arg

Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

147

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
Ala

25
Gly

Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10
Ser

Lys

Val
Thr
Gln

90
Ile

Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

Leu
Gln

Ala

Pro
Ile
75

His

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ser
Gly

Pro

Ser
60
Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ala
Ile

Lys
45

Arg
Ser

Thr

Ser
Arg
30

Ser
Phe

Leu

Tyr

Ser
Arg

30
Ser

Phe
Leu

Tyr

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Val
15
Asn

Len

Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Trp

Gly
Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Trp
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25

30

Ala

Asp

Tyr

Ser
65
Glu

Thr
<210> 199

<211>107
<212> PRT

Ile
Arg
Ala
Ala
50

Gly

Asp

Phe

Lys
val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AF193851

<400> 199
Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr

<210> 200

<211> 32
<212> PRT

Ile
Arg
Ala
Ala
50

Gly

Asp

Phe

Thr
Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Ile
20

Phe
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Met
Thr
20

Phe
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Tyr

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de AB1_VKc2 (mAB003VK)

<400> 200

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Gly

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser
Arg
30

Ser
Phe

Leu

Tyr

Ser
Arg
30

Ser
Phe

Leu

Tyr

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Trp

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
a0

Trp

Asp Ile Gln Lys Thr Gln Thr Cys Trp Phe Thr Leu Ile Tyr Gly Val

1

5

10

15

Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe Tyr Cys Phe Gly

<210> 201
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Restos de proximidad de 5 Angstrom de BB7_VKc (mBB001VK)
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ES 2 835383 T3

<400> 201

Ala Ile Lys Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Thr Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15
Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Glu Phe Leu Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 202
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DC1_VKc (mDCO001VK)

<400> 202

Asp Ile Thr Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ile Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15
Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ala Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 203
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AF193851
<400> 203
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ser Leu Ile Tyr Gly Val
1 5 10 15
Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 204
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AF193851
<400> 204
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ser lLeu Ile Tyr Gly Val
1 5 10 15
Pr¢ Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Tyr Cys Phe Gly
20 25 30
<210> 205
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AF193851
<400> 205
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ES 2 835383 T3

Ala Ile Lys Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ser Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15

Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Tyr Cys Phe Gly
20 25 30

<210> 206

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AF193851

<400> 206

Asp Ile Thr Met Thr Gln Thr Cys Trp Phe Ser Leu Ile Tyr Gly Val

1 5 10 15

Pro Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Tyr Cys Phe Gly
20 25 30

<210> 207

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de la cadena pesada de AB

<400> 207

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val
1 5 10 15
Arg

<210> 208

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR 1 de la cadena pesada de BB7 RHA

<400> 208

Cys Ala Ala Ser Gly Ile Ile Phe Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val

1 5 10 15
Arg
<210> 209
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CDR 1 de la cadena pesada de BB7 RHA
<400> 209
Ile Ile Phe Ser Ser Ser Ala Met Ser Trp Val Arg
1 5 10
<210> 210
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55

ES 2 835383 T3

<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de la cadena pesada de DC1 RHA

<400> 210

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr His Ala Met Ser Trp Val

1 5 10
Arg

<210> 211

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de la cadena pesada de DC1 RHA

<400> 211

Phe Thr Phe Ser Thr His Ala Met Ser Trp Val Arg
1 5 10

<210> 212

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena pesada de DC1 RHA/DC1 RHB

<400> 212

Thr His Ala Met Ser
1 5

<210> 213

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 213

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Thr His Ala Met Ser Trp Val

1 5 10
Arg

<210> 214

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 214
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Phe Thr Leu Ser Thr His Ala Met Ser Trp Val Arg
1 5 10

<210> 215

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de AB

<400> 215

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

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
20 25 30
Leu
<210> 216
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de AB

<400> 216

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

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
20 25
<210> 217
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHB

<400> 217

Trp Val Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp
1 5 10 15
Ser Val lLys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

20 25 30
Leu

<210> 218

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHB

<400> 218
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Trp Val Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp

1 53 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
20 25
<210> 219
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHB/DC1 RHA

<400> 219

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

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
20 25
<210> 220
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHA

<400> 220

Trp Val Ala Thr TIle Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp

1 5 10 15
Ser Val lLys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys Asn Thr
20 25 30
Len
<210> 221
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHA
<400> 221
Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp
1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser
20 25
<210> 222
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada de BB7 RHA

<400> 222
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Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg
20 25
<210> 223
<211>33
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 223

Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
20 25 30
Leu
<210> 224
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 224

<210> 22
<211> 26

Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp
1 5 10 15
Ser Val lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

20 25

5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 22

5

Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp

1 5 10 15
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
20 25
<210> 226
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de cadena pesada de BB7 RHB/BB7 RHA

<400> 226

Tyr Cys Ala Lys Leu Ile Ser Pro Tyr Trp Gly
1 5 10

154



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 835383 T3

<210> 227

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de cadena pesada de DC1 RHA

<400> 227
Tyr Cys Ala Lys Leu Ile Ser Thr Tyr Trp Gly
1 5 10

<210> 228

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de cadena pesada de DC1 RHB

<400> 228
Phe Cys Ala Arg Leu Ile Ser Thr Tyr Trp Gly
1 5 10

<210> 229

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de AB RKE

<400> 229

Leu Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pro Ser Arg

1 5 10 15
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Phe
20 25
<210> 230
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de AB RJK

<400> 230

Ser Leu Ile Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Fro Ser Arg

1 5 10 15
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Phe
20 25
<210> 231
<211> 27
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de BB7 RKB
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<400> 231

Ser Leu Ile Tyr Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val Pro Ser Arg

1 5

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Phe

20

<210> 232

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de BB7 RKB

<400> 232

Ser Leu Ile Tyr Leu
1 5

<210> 233

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de BB7 RKA

<400> 233

Thr Leu Ile Tyr Leu Thr

1 5

Phe Ser Gly Ser Gly Ser
20

<210> 234

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de BB7 RKA

<400> 234

Thr Leu Ile Tyr Leu
1 5

<210> 235

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera de DC1 RKA

<400> 235

Ser Leu Ile Tyr Leu Val

1 5

Phe Ser Gly Ser Gly Ser
20

25

10

15

Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val Pro

Asn Arg Leu Met Asp Gly Val Pro Ser Arg

Gly Gln Glu Phe Leu

25

10

10

15

Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val Pro

Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro Ser Arg

Gly Thr Asp Phe Phe
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<210> 236

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena ligera de DC1 RKA

<400> 236

ES 2 835383 T3

Ser Leu Ile Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro

1

<210> 237

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena ligera de DC1 RKB

<400> 237

Ile Leu Ile Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro Ser Arg

1 5

5

10

10

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ala

20

<210> 238

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena ligera de DC1 RKB

<400> 238

25

15

Ile Leu Ile Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro

1

<210> 239

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

S

<223> CDR3 de cadena ligera de BB7 RKB

<400> 239

10

Tyr Cys Leu Gln Tyr Val Asp Phe Pro Tyr Thr Phe Gly

1

<210> 240

<211> 31

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> sitio de unién a sustrato de raton

<400> 240

S
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Tyr Asn Ser Ala His Asp Gln Asn Ser

1 5
Arg Asn Glu Phe Gly Glu Leu Glu Ser
20 25
<210> 241
<211> 31
<212> PRT

<213> Rattus

<220>
<223> sitio de unién a sustrato de rata

<400> 241

Tyr Asn Ser Ala His Asp Gln Asn Ser

1 53
Arg Asn Glu Tyr Gly Glu Leu Glu Ser
20 25
<210> 242
<211> 31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> sitio de union a sustrato de ser humano

<400> 242

Tyr Asn Ser Ala Hig Asp Gln Asn Ser

1 5
Arg Asn Glu Phe Gly Glu Ile Gln Gly
20 25
<210> 243
<211>48
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<223> Parte posterior del nucleo detras del sitio activo de raton
<400> 243
Ser Glu Met Ile Trp Asn Phe His Cys
1 5
Arg Pro Asp Leu Gln Pro Gly Tyr Glu
20 25
Thr Pro Gln Glu Lys Ser Glu Gly Thr
35 40
<210> 244
<211> 48
<212> PRT

<213> Rattus

<220>
<223> Parte posterior del nucleo detras del sitio activo de rata

<400> 244

158

Asn Leu Leu Ile Glu Tyr Phe
10 15
Asn Lys Ser Glu Met Ile

30

Asn Leu Leu Ile Glu Tyr Phe
10 15
Asn Lys Ser Glu Met Ile

30

Asn Leu Leu Ile Glu Tyr Phe
10 15
Asp Lys Ser Glu Met Ile

30

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

<210> 245

<211>48

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Parte posterior del nucleo detras del sitio activo de ser humano

<400> 245

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

<210> 246

<211> 39

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<223> Interseccion parte posterior del nucleo con el barril beta-1 de ratén

<400> 246

Thr Tyr Lys Tyr Pro Glu Gly Ser Pro Glu Glu Arg Glu Val Phe Thr

1 3 10 15
Lys Ala Asn His Leu Asn Lys Leu Ala Glu Lys Glu Glu Thr Gly Val
20 25 30
Ala Met Arg Ile Arg Val Gly
35

<210> 247
<211> 39
<212> PRT

<213> Rattus

<220>

<223> Interseccién parte posterior del nucleo con el barril beta-1 de rata

<400> 247

Thr Tyr Lys Tyr Pro Glu Gly Ser Pro Glu Glu Arg Glu Val Phe Thr

1 5 10 15
Arg Ala Asn His Leu Asn Lys Leu Ala Glu Lys Glu Glu Thr Gly Val
20 25 30
Ala Met Arg Ile Arg Val Gly
35

<210> 248
<211> 39
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<223> Interseccion parte posterior del nucleo con el barril beta-1 de ser humano

<400> 248

Thr Tyr Lys Tyr Pr¢ Glu Gly Ser Ser Glu Glu Arg Glu Ala Phe Thr

Gly
Ser
val
val
Tyr
80

Cys

Val

1 5 10 15
Arg Ala Asn His Leu Asn Lys Leu Ala Glu Lys Glu Glu Thr Gly Met
20 25 30
Ala Met Arg Ile Arg Val Gly
35
<210> 249
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AB VH1" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 249
gaagtacage tggaggagtc agggggggge ttagtgaage ctggagggte cctgaaacte
tcctgbtgecag cctectggatt cactctcagt tcocctctgeca tgtcttgggt tcocgoccagact
cocggacagga ggctggagtg ggtcgcaacc attagtgttg gtggtggtaa aacccactat
ccagacagtg tgaagggtcg cttcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctctat
ctgcaaatga acagtetgag gtetgaggac acggecatgt attactghbge aaaactaate
agtetctact ggggccaagg caccactete acagtetect ca
<210> 250
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AB VH1
<400> 250
Glu Val Gln Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Ser
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Arg Arg Leu Glu Trp
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Val Gly Gly Gly Lys Thr His Tyr Pro Asp Ser
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr
85 90 95
Ala Lys Leu Ile Ser Leu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110
Ser Ser
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<210> 251
<211> 321
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..321

ES 2 835383 T3

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AB1 VK" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 251

gacatccaga
atcacttgca
gggaaatctc
aggttcagtg
gaagatatgg

gggaccaaac

tgacacagac
aggcgagtca
ctaagaccct
gcagtggatc
gaatttatta

tggaaataaa

tecatettee
ggacattaat
gatctatcgt
tgggcaagat
ttgtetacag

a

<210> 252
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> AB1 VK

<400> 252

Asp
1
Glu

Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
<210> 253

<211> 342
<212> ADN

Ile
Arg
Thr
Arg
50

Gly

Asp

Phe

Gln
Val
Trp
35

Thr
Ser

Met

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

Met
Thr
20

Phe
Asn
Gly
Gly

Gly
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile

B5
Gly

Gln
Thr
Gln
Len
Asp
70

Tyr

Thr

Thr
Cys
Lys
Phe
55

Phe

Tyr

Lys

atgtatgcat
agctatttaa
acaaatagat
ttttttctca

tatgatgact

Ser
10
Ser

Pro Ser
Ala
25

Gly

Lys

Pro
40
Asp

Lys

Gly val

Phe Leu Thr
Gln
90

Ile

Cys Leu

Glu
105

Leu

ctetaggaga
cctggttcca
tgtttgatgy
ccatcagcag

tteegtacace

gagagtcact
gcagaaacca
ggtcccatce

cctggaatat

gttcggaggy

Met Tyr Ala

Gln Asp Ile

Ser Pro Lys
45
Ser Arg
60

Ser

Pro

Ile
75
Tyr

Ser
Asp Asp

Lys

Ser
Asn
30

Thr
Phe

Leu

Phe

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AB1 VH" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 253

161

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
85

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr
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gaagtgcagc
tcctgtgcag
ccggacagga
ccagacagtyg
ctgcaaatga

agtctctact

tggtggagtce
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggteg
acagtctgag

ggggccaagyg

ES 2 835383 T3

tggggggggc

cactctcagt
ggtcgcaace
ctteacecate
gtctgaggac

caccactctc

<210> 254
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AB1 VH

<400> 254

Glu Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Lys Leu Ser
20

Trp

Ser

Cys Ala

Ala Ser Val Gln

35
Ile

Met Arg
Thr
50

Gly

Ala Ser Val Gly Gly

Phe Thr Ile
70

Leu

Lys Ser
65

Leu

Arg

Gln Met Asn Ser

85
Ser

Arg

Ala Ile

100

Lys Tyr

Ser Ser
<210> 255

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..321

ttagtgaagec
tcctetgeeca

attagtgttg

tecagagaca

acggccatgt

acagtctcct

Gly Gly

Ala Ser
25
Thr Pro
40
Gly Lys

Arg Asp

Ser Glu

90
Gly
105

Trp

Gly
Gly
Agp
Thr
Agn
Asp

Gln

ctggagggtc
tgtcttgggt
gtggtggtaa

atgecaagaa

attactgtgc

ca

Leu Val

Phe Thr

Arg Arg

45
Tyr Tyr
60
Ala Lys
15

Thr

Az
Ala

Gly Thr

Lys
Leu
Leu

Pro

Met

Thr

cctgaaactc
tcgeocagact
aacctactat

caccetetat

aaaactaatc

Pro Gly

Ser Ser
30
Glu

Agp Ser

n Thr Leu

Tyr Tyr
95
Leu Thr

110

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AB1 VK" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 255

gacatcaaga
atcacttgea
gggaaatctc
aggttcagtg
gaagatatgg

gggaccaaac

tgacccagte
aggcgagtca
ctaagaccct
gcagtggatc
gaatttatta

tggaaataaa

tecatettee
ggacattaat
gatctateogt
tgggcaagat
ttgtctacag

a

atgtatgcat
agctatttaa
acaaatagat
ttttttcteca

tatgatgact

162

cteotaggaga gagagtceact

cctggtteca goagaaacca

tgtttgatgg ggtcccatcc

ccatcagcag

cctggaatat

ttccocgtacac gttcggaggg

Gly
Ser
Val
Val
Tyr
80

Cys

Val

60

120

130

240

300

342
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<210> 256
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AB1 VK
<400> 256
Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu
1 5 10 15
Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser
20 25 30
Leu Thr Trp Phe Gln Gln lLys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu
35 4an 45
Tyr Arg Thr Asn Arg Leu Phe Asp Gly Val Pr¢ Ser Arg Phe Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Gln Asp Phe Phe Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 75
Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro
85 80 85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Llys
100 105
<210> 257
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="BB7 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 257
gcagtgcaac tggtagagtc tgggggaggce ttggtgaagc ctggagggtc cctgaaactc
tecetgtgecag cetetggaat cattttecagt tcctctgeca tgtettgggt tcogeocagact
ccggaaaaga gactggagtg ggtegeaact attagtagtg gtggtegtte cacctactat
ccagacagtg tgaagggtcg attcaccgte tccagagaca gtgccaagaa caccctatac
ctgcaaatgg acagtctgag gtctgaggac acggceccattt attactgtge aaaactaatc
agtccctact ggggeccaagg caccactecte acagtctcoet ca
<210> 258
<211>114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BB7 VH

<400> 258

163

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr

80
Tyr

60
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Ala Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Ile Phe Ser Ser Ser
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 4Q 45
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
B85 1¢] a5
Ala Lys Leu Ile Ser Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110
Ser Ser
<210> 259
<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..321
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="BB7 VK" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 259
gccatcaaga tgacccagtc tccatcttce atgtatgcat ctctaggaga gagagtcatc
atcacttgca aggcgagtca ggacataaat agttatttaa cctggttcca acagaaacca
ggaaagtete ctaagaccet gatcetatett acaaatagat tgatggatgg ggtceccatca
aggttecagtyg geagtggatc tgggcaagaa tttttacteca ccatcagegg cctggaacat
gaagatatgg gecatttatta ttgtetccag tatgttgact ttecgtacac ghteggagga
gggaccaagc tggaaataaa a
<210> 260
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BB7 VK

<400> 260

164

60

120

180

240

300

321



10

15

20

25

ES 2 835383 T3

Ala Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu
1 10 15
Glu Arg Val Ile Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser
20 25 30
Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu
35 40 45
Tyr Leu Thr Asn Arg Leu Met Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Gln Glu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Gly Leu Glu
65 70 15
Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Val Asp Phe Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 261
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DC1 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 261
gaagtgcagt tggtggagtc tgggggaggc ttagtgaagc ctggagggtc cctgaaactc
tcctgtgcag cctctggatt cactctcagt acccatgcca tgtcttgggt tcgccagact
ccggagaaga ggctggagtg ggtcgcaacc attagtagtg gtggtcgttc cacctactat
ccagacagtg tgaagggtceg attcactate tecagagaca atgtcaagaa cacectatat
ctgcaactga geagtetgag gtetgaggac acggeegtgt atttetgtge aagactaate
agtacctact ggggccaagg caccactcte acagtetect ca
<210> 262
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>DC1 VH

<400> 262
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Gly
Tyr
Ile
Gly
His

80
Tyr
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly FPhe Thr Leu Ser Thr His
20 25 30
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Arg Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Val Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Ile Ser Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr val
100 105 110
Ser Ser
<210> 263
<211> 321
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..321
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DC1 VK" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 263
gacatcacga tgacceagte tocatcectteoe atatatgeat ctetgggaga gagagteact
atcacttgca aggcgagtca ggacattaat agctatttaa cctggttcca gcagaaacca
gggaaatcte ctaagatcoct gatctatett gtaaatagat tggtagatgg ggteccatca
aggttcagtyg geagtggate tgggcaagat tatgetetca ccatcageag tetggaatat
gaagatatgg gaatttatta ttgtctacaa tatgatgact tteegtacac gtteggaggyg
gggaccaagc tggaaataaa a
<210> 264
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DC1 VK

<400> 264

ES 2 835383 T3
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ES 2 835383 T3

Asp Ile Thr Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Ile Tyr Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr
20 25 30
Leu Thr Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Fro Lys Ile Leu Ile
35 40 45
Tyr Leu Val Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ala Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr
65 70 75 80
Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Asp Phe Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 265
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="JE12 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 265
gaggtccagc tgcagcagtc tggacctgag ctggtaaagc ctggggcttc agtgaagatg
tcocetgecaagg cttetggata cagattcact agectatgtta tgeactgggt gaaacagaag
tctgggeagg gecttgagtg gattggatat attaatcett acaatgatgg tgectaagtac
aatgagaagt tcaaaggcaa ggecacactg acttcagaca aatcetecag cacagectac
atggagctca gcagcctgac ctctgaggac tctgcggtct attactgtgc aagactatct
agtgactatt ggggccaagyg caccactctc acagtctcct ca
<210> 266
<211> 114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> JE12 VH

<400> 266
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Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lysg Pro Gly
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Ser
20 25 30
Val Met His Trp Val Lys Gln lys Ser Gly Gln Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Asn Glu Lys
50 55 60
Lyg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Ala Arg Leu Ser Ser Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110
Ser Ser
<210> 267
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..336
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="JE12 VK" Jorganismo="Secuencia artificial"
<400> 267
gatgttttga tgacccaaaa tccactctcc ctgcctgtca gtcttggaga tcaagcectce
atetettgea gatctagtea gageattgaa catattaatg gaaacaccta tttagaatgg
tacctgeaga aaccaggeca ghetccaaag ttectgatcect acaaagtttce caaccgattt
tetggggtee cagacaggtt cagtggeagt ggatcaggga cagattteac actcaggate
agcagagtgg aggctgaaga tctgggaatt tattactgct ttcaaggttc acatgttceccg
ttcacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaa
<210> 268
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> JE12 VK

<400> 268

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val

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

1

5

10

15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Glu His Ile

20

25

30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35

40
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30

Pro Lys Phe
50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Ser His Val

<210> 269
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="EH6 VH" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 269

gaggtccage tgcageagte
tectgeaagg cttetggata
ccetgggeagg gecttgagtyg
aatgagaagt tcaaaggcaa
atggagctca gcagcctgac

tectgggtact ggggcoccaagg

<210> 270
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> EH6 VH

<400> 270

Glu Val Gln
1
Ser Val Lys

Val Met His
35
Gly Phe Ile
50
Lys Gly Lys
65
Met Glu Leu

Ala Arg Phe
Ser Ser
<210> 271
<211> 336

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Leu
Ser
Glu

Pro
100

Met
20

Trp
Aszn
Ala

Ser

Ser
100

Ile
Gly
Ala

85
Phe

ES 2 835383 T3

Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Lys
55
Gly

Val

Ser

Asp Leu

Phe

tggacctgag

cacattcact

gattggattt

ggccacactg

ctctgaggac

caccactctc

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

Gln
Cys
Lys
Tyr
Leu
70

Leu

Gly

Ser
Lys
Gln
Asgn
55

Thr
Thr

Tyr

Gly

c¢tggtaaage
agttatgtta
attaatcctt
acctcagaca
tctgcecggtet

acagtctcct

Gly
Ala
Lys
40

Asp

Ser

Ser

Trp

169

Ser
Gly
Gly

Gly
105

Pro
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

Gly
105

Asn
Thr
Ile

20
Gly

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

Gln

Arg
Asp
15

Tyr

Thr

ca

Leu
Tyr
Gln
Lys
Ala
75

Ser

Gly

Phe
50

Phe
Tyr

Lys

ctggggette
tgecactgggt
acaatgatgg
aagcctccac

attactgtge

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Thr

Ser
Thr
Cys

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asgn
Thr
Val

Thr

Gly
Leu
Phe

Glu
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Leu
110

Val
Arg
Gln

95
Ile

tactaagtac
cacagcctac

aagattctcc

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Thr

Pro

Ile
80
Gly

Lys

agtgaagatg

gaagcagaag

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val
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180
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ES 2 835383 T3

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="EH6 VK" /organismo="Secuencia artificial"

<220>
<221> fuente
<222>1..336
<400> 271
gatgttttga tgacccaaac tccactctcc
atctcttgca gatctagtea gagtattgta
tacctgcaga aaccaggeca gtcetccaaag
tctggggtce cagacaggtt cagtggcagt
agcagagtgy gggctgagga tctgggagtt
ttcacgtteg gecteggggac aaagttggaa
<210> 272
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> EH6 VK
<400> 272
Asp Val Leu Met Thr Gln Thr
1 5
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
35
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ser Arg Val Gly Ala Glu Asp
85
Ser His Val Pro Phe Thr Phe
100
<210> 273
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342

ctgcctgtca
catagtaatg
ctoctgatet
ggatcaggga
tattactgce

ataaaa

Ser
10
Ser

Pro Leu

Ser
25
Tyr

Arg

Trp
40

Val Ser Asn

Ser Gly Thr

Leu Gly Val

90
Gly

Gly Ser

105

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagttte
cagatttcac

ttcaagtttc

tcaagcctce
tttagaatgg
caatcgattt
actcaagatc

acatgttcect

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Val
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
110

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AG9 VH" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 273

170

Leu
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Val

Lys
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171

gaggtccage tgcageagte tggacctgag ttggtaaage ctggggette agtgaagatg
toctgecaggg cttetggata cacattcact acctatgtta ttcactgggt gaagcagaag
cctgggecagg geccttgagtg gattggatat attaatccett acaatgatgg tgectaggtac
aatgagaagt tcaaaggcaa ggccacactg acttcagaca aatcctccac cacagcctac
atggaactca gcagcctgac ctctgaggac tctgoggtct attactgtge aagactttcet
agtgactact ggggccaagg caccactete acagtetect ca
<210> 274
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AG9 VH
<400> 274
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30
Val Ile His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Arg Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Agp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr
65 70 15 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Ser Ser Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110
Ser Ser
<210> 275
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..336
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AG9 VK" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 275
gatgttttga tgacccaaaa tccactctecc ctgecctgtca gtecttggega tcaggectce
atctcttgeca gatctagtcg gagcattgaa catagtaatg gaaacaccta tttggaatgg
tacctgcaga aaccaggcca gtctccaaag ttcctgatct acaaagtttc caaccgattt
tetggggtee cagacaggtt cagtggecagt ggatcaggga cagatttceace actcecaggate
agcagtgtgg aggctgagga tetgggagtt tattactget ttcaaggtte acatgtteeqg
ttcacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaa
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ES 2 835383 T3

<210> 276
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AG9 VK
<400> 276
Azp Val Leu Met Thr Gln Asn Pro Leu Seér Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Azp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Ser Ile Glu His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Phe Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile
65 70 75 80
Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 277
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..342
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AH3 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 277
gaggtccage tgeageagte tggacctgag ctggtaaage ctggggette agtgaagatg
tectgocaggg cttetggata cacattcact acctatgtta ttcactgggt gaagcagaag
cetgggeagy gecttgagtg gattggatat attaatectt acaatgatgg tgctaggtac
aatgagaagt tcaaaggcaa ggccacactg acttcagaca aatcctccac cacagcctac
atggaactca gcagcctgac ctctgaggac tctgcggtcet attactgtge aagactatct
agtgactact ggggccaagg caccactctc acagtctcct ca
<210> 278
<211>114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AH3 VH
<400> 278
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Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr
20 25 30
Val Ile His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Arg Tyr Asn Glu Lys
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asgp Ser Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Ala Arg Leu Ser Ser Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110
Ser Ser
<210> 279
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..336
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="AH3 VK" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 279
gatgttttga tgacccaaaa tccactctece ctgectgteca gtettggaga tcaggectec
atctcttgeca gatctagtcg gagcattgaa catagtaatg gaaacaccta tttggaatgg
tacctgraga aaccaggeca gtctccaaag ttcectgatet acaaagttte caacegattt
tetggggtee cagacaggtt cagtggeagt ggatcaggga cagatttcac actecaggatce
agecagtgtgg aggetgagga tetgggagtt tattactget ttcaaggtte acatgtteeg
ttcacgttcocg gaggggggac caagctggaa ataaaa
<210> 280
<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> AH3 VK
<400> 280

173

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val
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Asp Val Leu Met Thr Gln Asn Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Ser Ile Glu Hisg Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lysg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Phe Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr leu Arg Ile
65 70 75 g0
Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp lLeu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leun Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 281
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..357
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DD9 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 281
caggttactc tgaaagagtc tggccctggg atattgcagce cctcocccagac cctcagtctg
acttgttctt tttctgggtt ttcactgage acttcgggta tgggtgtgag ttggattcegt
cagtectcag gaaagggtet ggagtggetg geacacattt actgggatga tgacaagege
tataacccat c¢ectgaagag cceggatcaca atctcocaagg attectcaag caaccaggta
tteoctecaaga teaccagtgt ggacactgea gatactgeca catattactg tgotegaagt
tggactacgg ccccgtttgce tttctgggge caagggactc tggtcactgt ctctgea
<210> 282
<211>119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>DD9 VH

<400> 282
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Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Ser Ser Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp lys Arg Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile Ser Lys Asp Ser Ser Ser Asn Gln Val
65 70 75 80
Phe Leu lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Ser Trp Thr Thr Ala Pro Phe Ala Phe Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115
<210> 283
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..318
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DD9 VK" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 283
caaattgttc tcacccagtc tccagcaatc atgtctgcat ctccagggga gaaggtcacc
atgacctgeca gtgccagetce aagtgtagat tacatgtact ggtaccagea gaageccagga
tcetecceoceca gacteoetgat ttatgacaca tcecaacctgg cttectggagt cectgttege
tteagtggea gtgggtcetgg gacctcettac tetetecacaa tcagecgaat gggggetgaa
gatgctgcca cttattactg ccaacagtgg aatagttccc cgctcacgtt cggtgctggg
accaagctgg agctgaaa
<210> 284
<211> 106
<212> PRT

ES 2 835383 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DD9 VK

<400> 284
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Gln
Glu
Tyr
Asp
Gly
65

Asp
Phe

<210> 285

<211> 357
<212> ADN

Ile
Lys
Trp
Thr
50

Ser

Ala

Gly

Val
Val
Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..357

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DH2 VH" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 285

caggttactc tgaaagagtc

acttgttctt tctctgggtt

cagccttcag gaaagggtct
tataacccat ccctgaagag
ttcctcaaga tcaccagtgt

gggactacgg ccocegtttge

<210> 286
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> DH2 VH

<400> 286

Leu
Thr
20

Gln
Asn
Thr

Thr

Gly
100

Thr
Met
Gln
Leu
Ser
Tyr

85
Thr

ES 2 835383 T3

Gln
Thr
Lys
Ala
Tyr
70

Tyr

Lys

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Ser

Cys

Leu

Pro
Ser
Gly
40

Gly
Leu

Gln

Glu

Ala
Ala
25

Ser
val
Thr

Gln

Leu
105

Ile
10

Ser
Ser
Pro
Ile
Trp

90
Lys

Met

Ser

Pro

val

Ser

75
Asn

Ser
Ser
Arg
Arg
Arg

Ser

Ala
Val
Leu
45

Phe
Met

Ser

Ser
Asp
30

Leu
Ser

Gly

Pro

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu
95

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr

tggccctggg atattgcage cctcccagac cctcagtctg

ttcactgagc acttctggta tgggtgtgag ctggattcgt

ggagtggetg gcacacattt

ggacactgeca gatactgcca

176

ccggctcaca atctccaagg

ttactgggge caagggacte

actgggatga tgacaagcgc
atacctccag caaccaggta
catactactg tgctcgaagt

tggtcactgt ctetgea
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Gly Preo Gly
10
Phe Ser Gly
25
Arg Gln Pro
40
Asp Asp Asp

Ser Lys Asp

Asp Thr Ala
80
Ala Pro Phe
105

Ile Leu Gln
Phe Ser Leu

Ser Gly Lys
45
Lys Arg Tyr
60
Thr Ser Ser
75
Asp Thr Ala

Ala Tyr Trp

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn

Thr

Gly
110

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DH2 VK" /organismo="Secuencia artificial"

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser
20
Gly Met Gly Val Ser Trp Ile
35
Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp
50 55
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
65 70
Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val
85
Cys Ala Arg Ser Gly Thr Thr
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115
<210> 287
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..318
<400> 287
caaattgtte tecactecagte tecageaate
atgacctgea gtgecagete aagtgtaagt
toctecccca gactectgat ttatgacaca
ttcagtggca gtgggtctgg gacctcttac
gatgctgecca ctttttactg ccagcagtgg
accaagctgg agctgaaa
<210> 288
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DH2 VK

<400> 288

atgtcetgeat
tacatgtact
tecaaccetgg

tctctcacaa

agtagttccc

177

Ser
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr

35
Gln

Gln
Ser
Glu
Ser
val
80

Tyr

Gly

ctocagggga gaaggtcace

ggtaccagca gaagccagga

cttetggagt cectgttege

tcagccgaat ggaggctgaa

cgctcacgtt cggtgctggy
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Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lyg Pro Gly Ser Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45
Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr TIle Ser Arg Met Glu Ala Glu
65 70 75 80
Asp Ala Ala Thr Phe Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Ser Pro Leu Thr
85 90 95
Phe Gly Ala Gly Thr lLys Len Glu Leu Lys
100 105
<210> 289
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..339
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DD6 VH" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 289
gaggtccagc tgcaacagtc tgggcectgaa ctggtgaagce ctggggettc agtgaagatg
tcectgeaagg cttectggata cagattcact gactacaaca tgecactgggt gaagcagaac
cttggaaaga gcettgagtg gattggatat attaacceta aaaatggtgt tatttactac
aaccagaagt tcaagggcaa ggccacattg acagtgaaca ggtcctccaa cacagcctac
atggagatcc gcagcctgac atcggaagat tcoctgcagtct attactgtge aacagetetg
acttactggg gacaagggac tctggtcact gtctctgea
<210> 290
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DD6 VH

<400> 290

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

1

Ser Val Lys Met BSer Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asp Tyr

Azn Met His Trp Val Lys Gln Asn Leu Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile

20

10

25

178

15

30
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180
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35 40 45
Gly Tyr Ile Asn Pro Lys Asn Gly Val Ile Tyr Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asn Arg Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 B8O
Met Glu Ile Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 105 110
Ala
<210> 291
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<222>1..330
<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="DD6 VL" /organismo="Secuencia artificial"
<400> 291
caggctgttg tgactcagga atctgcactc accacatcac ctggtgaaac agtcacactc
acttgtcgct caagtactgg ggctgttgca gctaataact atgccaactg gatccaagaa
aaaccagatc atttattcac tggtctgata gctggtacca acaagcgagc tccaggtgtt
cctgecagat tetecaggete cctgatagga gacaaggetg ccctecaccat cacaggggcea
cagactgagg atgaggcaat atatttetgt getctatggt acagecaacta ttgggtgtte
ggtggaggaa ccaaagtgac tgtceectagge
<210> 292
<211> 110
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> DD6 VL
<400> 292
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Glu
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Ala Ala Asn
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Ile Gln Glu Lys Pro Asp His Leu Phe Thr Gly
35 40 45
Leu Ile Ala Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Gly Val Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Ile Thr Gly Ala
65 70 75 80
Gln Thr Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Phe Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
g5 30 85
Tyr Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 293
<211> 342
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..342

ES 2 835383 T3

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="IA12 VH" Jorganismo="Secuencia artificial"

<400> 293

cagatccagt
tectgeaagy
ccaggaaagyg
gctgatgact
ttgcagatca

gttgcttact

<210> 294
<211>114
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>IA12 VH

<400> 294

Gln
1
Thr

Gly
Gly
Lys
65

Leu
Ala

Ser

<210> 295
<211> 336
<212> ADN

Ile
val
Met

Trp
50

Gly
Gln
Arg

Ala

Gln
Lys
Thr
35

Ile
Arg

Ile

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..336

tggtacagte
cttetgggta
gtttaaagtg
tcaagggacg

acaacctcaa

ggggccaagy

Leu

Ile
20
Trp

Asn
Phe
Asn

Glu
100

tggacctgag
tacetteaca

gatgggetgg

gtttgcctte
aagtgaggac

gactctggte

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Lys Gln

Thr Ser
55

Ser

Ser
Ala Phe
70
Asn Leu
85

Val

Lys

Ala Tyr

ctgaagaage
acctatggaa
ataaacacct
tctttggaaa
acggctacat

actgtctctg

Gly Pro

Ala Ser
25
Ala Pro
40
Gly val

Leu Glu

Ser Glu

Gly
105

Trp

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp

90
Gln

ctggagagac
tgacctgggt
cctetggagt
cctctgecag
atttctgtge

ca

Leu Lys

Tyr Thr

Lys Gly

Lys
Phe

Leu

agtcaagate
gaaacaggct
gecaacatat
cactgcctat

aagaccggaa

Pro Gly

Thr
30
Lys

Thr

Trp

45

Thr Tyr
60
Ser Ala
75

Thr Ala

Gly Thr

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp Asp

Thr Ala
Phe
95
Thr

Tyr

Val
110

<223> /mol_type="ADN no asignado" /nota="IA12 VK" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 295

180

Glu
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Val

60

120

180

240

300

342
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gatgttgtga
atctcttgea
ttatttcaga
tetggagtee
agcagagtgg

tacacgtteg

tgacccagac
agtcaagtca
ggccaggcca
ctgacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

ES 2 835383 T3

tccactcact
gagcctetta
gtcteccaagg
cactggeagt

tttgggagtt

caaactggaa

<210> 296
<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 1A12 VK

<400> 296
Asp
1
Gln
Asn
Pro
Asp
65

Ser

Thr

Val
Pro
Gly
Arg
50

Arg

Arg

His

val
Ala
Lys
35

Arg
FPhe

Val

Phe

Met
Ser
20

Thr
Leu
Thr

Glu

Pro
100

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Thr
Cys
His
Leu
55

Gly

Asp

Phe

ttgtcggtta
tatgataatg
cgcctaatct
ggatcaggaa
tattactgeg

ataaaa

Thr
10
Ser

Pro Leu

Ser
25
Len

Lys
Trp Fhe
40
Val

Ser Lys

Ser Gly Thr
val
90

Gly

Leu Gly

Gly Gly

105

181

cctttggaca
gaaagactta
atctggtgtce
cagattttac

tgcaaggtac

accagcctct
tttgcattgg
taaactggac
actgaaaatce

acatttteeg

Leu Ser val

Gln Ser Leu

Gln FPro
45

Ser

Arg

Leu Asp

60

Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Thr
Len
30

Gly
Gly
Leu

val

Glu
110

Phe
15

Tyr
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Asp
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

60

120

180

240

300

3386
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une selectivamente a un epitopo dentro de la
region de nucleo de la transglutaminasa tipo 2 (TG2) humana e inhibe la actividad de la TG2 humana, en donde
dicha region de nucleo consiste en los aminoacidos 143 a 473 de la TG2 humana, en donde el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo se une selectivamente a la region que comprende los aminoacidos 304 a
326 de la TG2 humana, y en donde la actividad de la TG2 humana que se inhibe es la reticulacion por TG2 de lisina
y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina.

2. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun la reivindicaciéon 1, que no inhibe la actividad de
TG1, TG3, TG13 y/o TG7.

3. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo:

a. comprende o consiste en un anticuerpo intacto, o

b. comprende o consiste en un fragmento de unién al antigeno seleccionado del grupo que consiste en: un
fragmento Fv (por ejemplo, un fragmento Fv monocatenario o un fragmento Fv unido por disulfuro); un
fragmento Fab; y un fragmento de tipo Fab (por ejemplo, un fragmento Fab' o un fragmento F(ab)2).

4. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
que se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende las siguientes secuencias de CDR:

KASQDINSYLT (LCDRI);

RTNRLFD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); y
LISLY (HCDR3).

5. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
que compite con y rompe la unién de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que tiene una region
variable de la cadena ligera seleccionada de las siguientes secuencias:

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGV
PSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGV
PSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLVDG
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VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVDGV
PSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y

una region variable de la cadena pesada seleccionada de las siguientes secuencias:

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS;

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGR
STYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS.

6. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
cuya union a la TG2 humana se inhibe o reduce cuando un anticuerpo que tiene una region variable de la cadena
ligera seleccionada de las siguientes secuencias:

DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGV
PSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNRLMDG
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VPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGV
PSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK;

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNRLVDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK;

DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRLVDGV
PSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK; y

una region variable de la cadena pesada seleccionada de las siguientes secuencias:

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS;

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGR
STYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS;

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISTYWGQGTLVTVSS;

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS se une a la TG2
humana.

7. Un polinucledtido que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores.

8. Un compuesto que comprende un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 y un resto adicional, por ejemplo, un resto facilmente detectable, y/o un resto
directamente o indirectamente citotoxico.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o el polinucleétido segun la reivindicacién 7 o el compuesto segun la
reivindicacion 8, en mezcla con un excipiente, adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, que
opcionalmente comprende uno o mas principios activos adicionales.

10. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, en donde la composicion/formulacion se formula para
administracion intravenosa, intramuscular o subcutanea a un paciente.

11. Un kit de partes que comprende el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6, o el polinucledtido segun la reivindicacion 7, o el compuesto segun la reivindicacion 8;
y un agente adicional.

12. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o

el polinucledtido segun la reivindicacion 7, o el compuesto segun la reivindicacion 8, o la composicion farmacéutica
segun la reivindicacion 9 o 10 para su uso en medicina.
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13. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o
el polinucledtido segun la reivindicacion 7, o el compuesto segun la reivindicacion 8, o la composicion farmacéutica
segun la reivindicacion 9 o 10, para su uso en el tratamiento y/o diagndstico de celiaquia, curacién anormal de
heridas, cicatrizacion, cicatrices hipertréficas, cicatrizacion ocular, enfermedad inflamatoria del intestino,
degeneracion macular, psoriasis, enfermedades relacionadas con la fibrosis (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis
pulmonar tal como enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrética, fibrosis cardiaca, mielofibrosis,
fibrosis renal tal como glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial), aterosclerosis, reestenosis, enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades neurodegenerativas/neurolégicas (por ejemplo,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por poliglutaminas,
atrofia muscular espinobulbar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana, ataxias espinocerebelosas 1, 2, 3, 6, 7 y 12,
atrofia rubropalida, paralisis espinocerebelosa), glioblastomas tales como glioblastoma en sindrome de Li-Fraumeni
y glioblastoma esporadico, melanomas malignos, adenocarcinomas ductales pancreaticos, leucemia mieloide,
leucemia mielégena aguda, sindrome mielodisplasico, sindrome mieloproliferativo, cancer ginecoldgico, sarcoma de
Kaposi, enfermedad de Hansen y/o colitis colagenosa.

14. Un método de produccién de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, comprendiendo el método aislar el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo
de una muestra ex vivo obtenida de un animal no humano que se ha inmunizado previamente utilizando:

a) un compuesto que comprende:
i) una secuencia de polipéptido que consiste en la secuencia de polipéptido de los aminoacidos 143 a 473 de
la TG2 humana, o
ii) una secuencia de polipéptido que consiste en los aminoacidos 304 a 326 de la TG2 humana; vy,
b) opcionalmente un adyuvante;
y en donde el método comprende ademas la etapa de seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
del mismo basandose en su unidn selectiva a la regién que comprende los aminoacidos 304 a 326 de la TG2

humana en la TG2 y en su inhibicién de la actividad de la TG2 humana, en donde la actividad de la TG2 que se
inhibe es la reticulacion por TG2 de lisina y glutamina con enlaces isopeptidicos de Ne(y-glutamil)lisina.
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Anticuerpo AB-1

AB1VH
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAA

CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGC
CAGACTCCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAA
ACCCACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAG
AACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTAC
TGTGCAARACTAATCAGTCTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AB1LVH
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGK

THYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 VK
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTC

ACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAG
AAACCAGGGAARATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGG
GTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGC
AGCCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCG
TACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAATAAAA

AB1VK
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTHFQQOKPGKSPKTLI YRTNRLFDG

VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 7
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Anticuerpo AB-1

AB1 VH

GARAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGGEGCTTAGT GAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
ACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCTGCAAAT
GAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAARACTAATCAGTCTCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AB1 VH

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPD
SVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 VK

GACATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGA
AATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAAC
TGGAAATAAAA

AB1 VK
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRE
SGSGSGRLFFLTISSLEYEDMGIYYCLOYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 18

201



ES 2 835383 T3

Anticuerpo BB-7

BB7 VH
GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGARACTCTC

CTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AAAAGAGACTGGAGTGGGTCGCAACTATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTGCAAAT
GGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTCCCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

BRZ VH

AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGITFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD
SVKGRFTVSRDSAKNTLYLOMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS

BRZ VK

GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCATCAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATTTAACCTGGTTCCAACAGAAACCAGGAA
AGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATGARGATAT
GGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAAA

BRI VK

AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPSRF
SGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 19
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Anticuerpo DC-1

DC1 VH

GAAGTGCAGTTGGTGGAGT CTGGGGGAGGCTTAGTGRAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAACT
GAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATCAGTACCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

DC1 VH
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVROTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD

SVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS

DRC1 VK
GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAGAGAGAGTCACTAT

CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAARACCAGGGA
AATCTCCTAAGATCCTGATCTATCTTGTARATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCARGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAAAA

DC1 VK
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKILIYLVNRLVDGVPSRE
SGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 20
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Anticuerpo JE-12

JE12 VH

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTARAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACAGATTCACTAGCTATGTTATGCACTGGGTGAAACAGAAGTCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAAGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACARATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTATT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

JE12 VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKOKSGQGLEWIGY INPYNDGAKYNE

KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

JE12 VK
GATGTTTTGATGACCCAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGAACATATTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAAGATCTGGGRATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

JE12 VK

DVLMTONPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWY LOKPGQSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 21
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Anticuerpo EH-6

EHE VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC

CTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTAGTTATGTTATGCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATTTATTAATCCTTACAATGATGGTACTARGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCARGGCCACACTGACCTCAGACARAGCCTCCACCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATTCTCCTCTGGGTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTICA

EHE VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGFINPYNDGTKYNE

KFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS

EHSE VK
GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT

CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGTATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAATCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGT
GGGGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCCTTCAAGTTTCACATGTTCCTTTCACGTTCG
GCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAARAA

EHé VK
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQS IVHSNGNTYLEWY LOKPGQOSPKLLIYKVSNRFSG

VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK

FIG. 22
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Anticuerpo AG-9

AGY VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGTTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCAARAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTTTCTAGTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AGS VH
EVOLOQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGY INPYNDGARYNE
KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

AG2 VK
GATGTTTTGATGACCCAAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGCGATCAGGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGARCATAGTAATGGARACACCTATTTGGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

AGY VK
DVLMTONPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLOKPGQSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 23
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Anticuerpo AH-3

AH3 VH

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGRAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AH3 VH

EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGARYNE
KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

AL VK

GATGTTTTGATGACCCAAAATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAGGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGAACATAGTAATGGAAACACCTATTTGGAATGGTACC
TGCAGARACCAGGCCAGTCTCCARAGTTCCTGATCTACARAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

AH3 VK
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGOSPKFLIYKVSNRESG

VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 24

207



ES 2 835383 T3

Anticuerpo DD-9

DD9 VH
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC

TTGTTCTTTTTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCGGGTATGGGTGTGAGTTGGATTCGTCAGT
CCTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGATCACAATCTCCAAGGATTCCTCAAGCARCCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATATTACTGTGCTCGAAGTTGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTTCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DDO VH
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHI YWDDDKRYN

PSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWITAPFAFWGQGTLVTVSA

DD9 VK
CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCAT

GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAGATTACATGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGGGGGCTGAAGATGCTGC
CACTTATTACTGCCAACAGTGGAATAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCRAGCTGG
AGCTGAAA

D2 VK
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQOKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFES
GSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 25
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Anticuerpo DH-2

DH2 VH

CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC
TTGTTCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGTCAGC
CTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGCAACCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGAAGTGGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTACTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DH2 VH
OVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHI YWDDDKRYN
PSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSYDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA

RH2 VK

CAAATTGTTCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCAT
GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAAT GGAGGCTGAAGATGCTGC
CACTTTTTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGG
AGCTGAAA

DH2 VK
QIVLTOSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRES
GSGSGTSYSLTISRMEAEDAATEYCQOWSSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 26
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Anticuerpo DD-6

DD6 VH
GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGGCCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACAGATTCACTGACTACAACATGCACTGGGTGAAGCAGAACCTTG
GAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAACCCTAAAAATGGTGTTATTTACTACAACCAG
AAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACAGTGAACAGGTCCTCCAACACAGCCTACATGGAGAT
CCGCAGCCTGACATCGGAAGATTCTGCAGTCTATTACTGTGCAACAGCTCTGACTTACTGGEG
GACAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DD6 VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGY INPKNGVIYYNQ
KFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGQGTLVTVSA

DD6 VL :
CAGGCTGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTCACACTCAC
TTGTCGCTCAAGTACTGGGGCTGTTGCAGCTAATAACTATGCCAACTGGATCCAAGAAARAC
CAGATCATTTATTCACTGGTCTGATAGCTGGTACCAACAAGCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCC
AGATTCTCAGGCTCCCTGATAGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGA
GGATGAGGCAATATATTTCTGTGCTCTATGGTACAGCAACTATTGGGTGTTCGGTGGAGGAA
CCRAAAGTGACTGTCCTAGGC

DDE VL
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPA

RFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVTVLG

FIG. 27
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Anticuerpo IA-12

1A12 VH
CAGATCCAGTTGGTACAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTC

CTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTCACAACCTATGGAATGACCTGGGTGARACAGGCTCCAG
GAAAGGGTTTARAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTCCTCTGGAGTGCCAACATATGCTGAT
GACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGARACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGCAGAT
CAACAACCTCAAAAGTGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGCAAGACCGGAAGTTGCTTACT
GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

1A12 VH
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTETTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWINTSSGVPTYAD

DFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA

1A12 VK
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCTTTGGACAACCAGCCTCTAT

CTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATGATAATGGAAAGACTTATTTGCATTGGTTAT
TTCAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAGGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGA
GTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTACTGCGTGCAAGGTACACATTTTCCGTACACGTTCG
GAGGGGGGACCAAACTGGAAATAAAA

1A12 VK
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRLIYLVSKLDSG
VPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYTFGGGTKLE LK

FIG. 28
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Absorbancia 450 nm
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