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Antigeno asociado con tumores

El invento se refiere a la inmunoterapia de enfermeda-
des de tumores.

El sistema inmunitario tiene la misidén de proteger al
organismo con respecto de un gran nimero de diferentes
microorganismos o la de combatir activamente a éstos. La
importancia de un s$istema inmunitario intacto se muestra
sobre todo en el caso de inmunodeficiencias heredadas o
adgquiridas. El empleo de programas profildcticos de vacuna-
cién se manifestd en muchos casos como una intervencién
inmunolégica extremadamente conducente a su finalidad y con
éxito en la lucha contra enfermedades infecciosas viricas o
bacterianas. Ademids, se ha mostrado que el sistema inmunita-
rio participa decisivamente también en la eliminacién de
células de tumores. En tal caso, desempefla un papel esencial
el reconocimiento de los antigenos asociados con tumores
(TAAs, de TumorAssozierten Antigene) por componentes del
sistema inmunitario. En el sentido mas amplio, cada compo-
nente (peptidico o no peptidico) de una célula tumoral, que
se reconoce por un elemento del sistema inmunitario vy
conduce a la estimulacién de una respuesta inmunoldgica,
puede funcionar como antigeno tumoral inmundgeno. Les
corresponde importancia especial en tal caso a los antigenos
de tumores que no solamente provocan una reaccidén inmunold-
gica sino que producen también un rechazo del tumor. La
identificacidén de antigenos definidos, que pueden producir
tal reaccién inmunoldgica, constituye una etapa importante
para el desarrollo de una vacuna molecularmente definida
contra tumores. Aun cuando todavia no se ha puesto en claro
totalmente qué elementos del sistema inmunitario son
responsables de un rechazo del tumor, existe sin embargo un
consenso acerca de que en este contexto desempefian un papel
especial los linfocitos T citotdxicos (CTLs, de Cytotoxic
T Lymphocytes), que expresan CD8 (Coulie, 1997). Especial-

mente en el caso de las especies de tumores (p.ej. melanoma
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y carcinoma renal), que tienen una tasa de remisidén espontéj
nea relativamente alta, se pudo comprobar una correlacidn
entre la evolucidén clinica y la aparicidén aumentada de
células T CD8%Y y CD4" (Schendel y colaboradores, 1993;
Mackensen y colaboradores, 1993; Halliday y colaboradores,
1995; Kawakami y colabofadores, 1995; Kawakami y colaborado-
res, 1996; Wang, 1997; Celluzzi y Falo, 1998). En tal caso
se obtuvieron clones de CTL especificos o bien a partir de
linfocitos que se infiltran en tumores (TIL, de Tumor
Infiltrating Lymphocytes) o células sanguineas mononucleares
periféricas (PBMC, de Peripheral Blood Mononuclear Cells)
después de cultivacidn conjunta con células de tumores, gque
la mayor parte de las veces son autdlogas, y de estimulacidn
in vitro de las citoquinas. Tanto en modelos de animales
como también en sistemas de cultivos celulares humanos
cultivados in vitro se pudo reforzar la respuesta de las
células T frente a células de tumores por transfeccidn de
las células de tumores con citoquinas (van Elsas y colabora-
dores, 1997; Gansbacher y colaboradores, 1990; Tepper Yy
colaboradores, 1989; Fearon y colaboradores, 1990; Dranoff
y colaboradores, 1993).

Por causa de la correlacidén entre la remisidén y la
participacién de células T CD8%, 1la identificacién de
antigenos asociados con tumores (TAA), que son reconocidos
por CTLs positivos para CD8, constituye una meta principal
declarada en el camino para el desarrollo de una vacuna
contra tumores (Pardoll, 1998; Robbins y Kawakami, 1996).
Todavia no estd claro si también desempenan un papel
esencial otros tipos de células del sistema inmunitario,
tales como p.ej. células T cooperantes CD4%; algunos
estudios con péptidos MAGE-3/HLA-Al en pacientes de melanoma
indican que esto es asi (Marchand y colaboradores, 1995;

Boon y colaboradores, 1998). En los ultimos aflos transcurri-

dos, se ha identificado una serie de TAAS, Que soOn Yeconoci-:

dos por los CTLs (Boon y colaboradores, 1994; van den Eynde
y van der Bruggen, 1997).
Las células T reconocen a antigenos como fragmentos;

R



10

15

20

25

30

35

- 3 -

peptidicos, que son presentados junto a superficies celula-
res de moléculas del MHC ("major histocompatibility complex"
= complejo de histocompatibilidad principal) en seres
humanos; "HLA" = "human leukocite antigen" = antigeno de
leucocitos humanos). Hay dos clases de moléculas de MHC: las
moléculas del MHC-I aparecen en la mayor parte de las
células con nicleo y presentan péptidos (usualmente 8 - 10-
meros), que se forman mediante‘descomposicién proteolitica
de proteinas enddgenas (el denominado tratamiento de
antigenos, "antigen processing"). Los complejos de péptidos
y del MHC-I son reconocidos por CTLs positivos para CD8. Las
moléculas del MHC-II aparecen s6lo en las denominadas
"células presentadoras de antigenos profesionales" (APC =
"antigen presenting cells") y presentan péptidos de protei-
nas exdgenas, que en el transcurso de la endocitosis son
recogidas y tratadas por las APC. Los complejos de péptidos
y del MHC-II son reconocidos por células T cooperantes de
CDh4. Mediante una interaccidn entre un receptor de células
T y el complejo de un péptido y del MHC se pueden provocar
diferentes mecanismos efectores, que en el caso de los CTLs
conducen a la apoptosis de la célula diana. Esto sucede
cuando se reconoce como ajeno o bien el MHC (p.ej. en el
caso del rechazo de un trasplante), o del péptido (p.ej. en
el caso de patdgenos intracelulares). No obstante, no todos
los péptidos presentados cumplen los requisitos estructura-
les y funcionales para una interaccidén efectiva con células
T (tal como ha sido descrito por Rammensee y colaboradores,
1995 y mas adelante en esta memoria).

Para el empleo de TAAs en una vacuna contra tumores,
son posibles fundamentalmente varias formas de aplicaciédn:
El antigeno puede ser aplicado o bien como proteina recombi-
nante con apropiados adyuvantes o sistemas de soporte, o
como ADNc que codifica el antigeno en vectores de plasmidos
(vacunas de ADN; Tighe y colaboradores, 1998) o viricos
(Restifo, 1997). Otra posibilidad consiste en el empleo de
bacterias recombinantes (p.ej. Listeria, Salmonella), que

expresan recombinantemente el antigeno humano y mediante sus
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componentes adicionales tienen un efecto adyuvante (Pater-
son, 1996; Pardoll, 1998). En todos estos casos, Se necesi-
tan un tratamiento y una presentacidén del antigeno por las
denominadas "células presentadoras de antigenos profesiona-
les" (APC). Otra posibilidad es el empleo de péptidos
sintéticos (Melief y colaboradores, 1996), que corresponden
a los epitopos para células T correspondientes al antigeno
Yy que o bien se cargan desde el exterior en las APC (Buschle
y colaboradores, 1997; Schmidt y colaboradores, 1997) o se
recogen por las APC y se transfieren intracelularmente a las
moléculas del MHC-I. La forma de aplicaciédn més eficiente
terapéuticamente para un antigeno definido es determinada
por lo general en estudios clinicos.

Entre los antigenos o sus epitopos, reconocidos por
los CTLs especificos para tumores, se cuéntan moléculas que

pueden proceder de todas las clases de proteinas (p.ej.

factores de transcripcidén, receptores, enzimas; para una

visidén de conjunto, véase Rammensee y colaboradores, 1995;
Robbins y Kawakami, 1996). Estas proteinas no deben estar
necesariamente localizadas junto a la superficie de las
células, tal como se necesita esto en el casoc del reconoci-
miento por anticuerpos. Con el fin de funcionar para el
reconocimiento por los CTLs como antigeno especifico para
tumores y con el fin de poderse emplear para la terapia, las
proteinas deben cumplir determinadas condiciones; en primer
lugar, el antigeno debe de ser.expresado principalmente por
células de tumores y en los denominados tejidos normales
"criticos" no debe aparecer o sbdlo debe aparecer en una
concentracién menor que en tumores. Los tejidos normales
criticos son tejidos esenciales; una reaccidén inmunitaria
dirigida contra ellos podria tener en ciertas circunstancias
secuelas graves, en parte letales. En segundo lugar, el
antigeno no solamente debe estar presente en el tumor
primario, sino también en las metdstasis. Ademds, en lo que
respecta a una aplicacidén clinica amplia del antigeno, ha de
pretenderse que éste se encuentre presente en alta concen-

tracién en varias especies de tumores. Otra condicidn previa

R RS S
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para la idoneidad de un TAA como constituyente eficaz de una
vacuna es la- presencia de epitopos para células T en la
secuencia de aminodcidos del antigeno; los péptidos deriva-
dos de un TAA deben conducir a una respuesta de células T in
vitro/in vivo (péptido "inmundgeno"). Otro criterio de
seleccidén adicional para un péptido inmunégeno ampliamente
aplicable a escala clinica es la frecuencia con la que el
antigeno ha de encontrarse en una poblacidén dada de pacien-
tes.

Los antigenos asociados con tumores (TAAs) inmundge-
nos, de los cuales ya se mostrd en su mayor parte que poseen
epitopos para células T, se pueden clasificar en varias
categorias, entre otras, proteinas viricas, proteinas
mutadas, proteinas sobreexpresadas, proteinas de fusidn
formadas por translocacién cromosomal, antigenos de diferen-
ciacidén, antigenos oncofetales (Van den Eynde y Brichard,

1995; van den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Los métodos para la identificacidén y la caracteriza- -

cién de TAAs, que constituyen el punto de partida para el
desarrollo de una vacuna contra tumores se basan por un lado
en el empleo de CTLs (respuesta inmunitaria celular) o de
anticuerpos (respuesta inmunitaria humoral) ya inducidos en
los pacientes, o se basan en la elaboracidén de perfiles
diferenciales de transcripcidn entre tumores y tejidos
normales. En el primero de los casos, es decir el punto de
partida inmunoldégico, se empléan CTLs de pacientes para un
escrutinio de bibliotecas de expresidén de ADNc de tumores
eucaridticos, que presentan los epitopos para CTL a través
de moléculas del MHC-I (Boon y colaboradores, 19945,
mientras que por medio de antisueros muy afines de pacientes
se investigan bibliotecas de expresidén de ADNc procaridti-
cos, directamente a través de un andlisis por inmunotransfe-
rencia de las calvas individuales en cuanto a la presencia
de los TAAs (Sahin y colaboradores, 1995). Una combinacién
entre la reactividad de los CTL y un procedimiento quimico
proteinico la constituye el aislamiento de péptidos aislados

a partir del MHC-I de células de tumores, que se habian
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seleccionado previamente a través de la reactividad con CTLs

de pacientes. Los péptidos son separados por 1lavado con
respecto del complejo de MHC-I e identificados con ayuda de

la espectrometria de masas (Falk y colaboradores, 1991;
Woelfel y colaboradores, 1994; Cox y colaboradores, 1994).

Los puntos de partida, que utilizan CTLs para la caracteri- |
zacidén de antigenos, estan vinculados con un considerable

gasto o no siempre tienen éxito, por causa de la cultivacidn.
y la activacién necesarias de los CTLs.

Los métodos para la identificacién de TAAs, que se |

basan en la comparacién del perfil de transcripcidén de un
tejido normal con el de un tejido tumoral, son miltiples y
muy variados; entre ellos se cuentan la hibridacidén diferen-

cial, el establecimiento de bancos de ADNc por substraccidén

!

("representational difference analysis" (andlisis de 1la°
diferencia representativa); Hubank y Schatz, 1994; Diatchen-
ko y colaboradores, 1996) y el empleo de la tecnologia de
los chip de ADN o del método de SAGE (Velculescu y colabora-
dores, 1995). Al contrario que en el método inmunoldgico
antes mencionado con ayuda de los CTLs de pacientes, en el
caso de emplearse métodos de biologia molecular debe de
mostrarse que los candidatos a antigenos potenciales,.
encontrados de esta manera, son especificos para tumoresi
(esté&n asociados a tumores) y poseen realmente epitopos para
células T, que pueden provocar una respuesta citotdxica de,
células T. En por lo menos uno de los casos (NY-ESO/LAGE—l)‘
se identificé un antigeno tanto mediante la utilizacidn de
sueros de pacientes como también mediante un andlisis RDA
(Chen y colaboradores, 1997; Lethe y colaboradores, 1998),:
ademés se describieron epitopos para CTL de este antigeno y:!
unas simulténeas respuestas humoral esponténea y de célulasi
T en un paciente (Jager y colaboradores, 1998).

Fue misidn del presente invento poner a disposicidn un.
nuevo antigeno asociado con tumores (TAA). |

El problema planteado por esta misidén se resolviéi
produciendo primeramente una biblioteca por substraccidén de

ADNc mediante un RDA ("representational difference analysis"
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= analisis diferencial representativo) entre una linea
celular de adenocarcinoma de pulmdén (A549) y un tejido de
pulmén normal. Para la seleccidén de los antigenos sobreex-
presados en el tumor, se secuenciaron a continuacidén los
clones obtenidos de ADNc y se compararon con las secuencias
disponibles en bancos de datos. Entre los genes anotados en

tal caso se encontraban 321 desconocidos, entre las cuales

existian en el banco de datos en su mayor parte incorpora- !

ciones de ESTs ("expressed sequence tags" = marcas de

secuencias expresadas). De acuerdo con otro andlisis

cualitativo adicional por PCR en bibliotecas de ADNc de .

tejidos normales criticos y tejidos inmunitariamente
privilegiados asi como en investigaciones mds detalladas de
bancos de datos, el nldmero de los clones candidatos se

limité a 56, cuyas ESTs no proceden de tejidos normales

criticos. Mediante wuna RT-PCR (Reverse Transcriptase .

Polymerase Chain Reaction = reaccidén en cadena de polimerasa

con transcriptasa inversa) se comprobd que tres de los 56
clones investigados manifiestan una expresién principalmente
en diferentes tejidos de tumores y ninguna o sélo una escasa
expresién en tejidos normales. La comparacidn cualitativa
(mediante PCR) de la expresidén de uno de los clones (B99)

entre un tejido normal y un tejido de tumor mostrd una

sobreexpresién del ADNc de B99 en diferentes tumores. El

perfil de expresién analizado mediante una transferencia‘

Northern (Northern Blot) mostrd complementariamente que el
B99 no presentaba en los tejidos normales investigados
ninguna transcripcién o presentaba solamente wuna débil
transcripcidn.

El ADNc de B99 humano fue clonado, la secuencia
obtenida se representa en SEQ ID NO:1. El andlisis de la

secuencia del ADNc de B99 humano clonado puso de manifiesto

gque desde la posicidn . 427 hasta la posicidén 1.743 se

presenta un cuadro de lectura abierto continuo, que, en el

plano de los nucledtidos y las proteinas, posee una alta

identidad con el cuadro de lectura abierto de la beta-1,3-"

"galactosil-o-glicosil-glicoproteina beta-1,6-n-acetil-




10

15

20

25

30

35

- 8 -

glucosaminil-transferasa. A partir de los datos obtenidos a
partir de experimentos por transferencias Northern ha de

sacarse la conclusidén de que el transcrito de B99 tiene una

longitud de aproximadamente 3,0 kb. La regién clonada del :

ADNc de B99 tiene un tamafilo de 2.216 pb (pares de bases),

respondiendo la presencia de una cola de poli A en el

extremo 3’ de la secuencia de la complecién del ADNc en esta

regidén. La diferencia en cuanto al tamafio del ADNc clonados
de B99, en comparacidén con el tamafio deducible del analisis
por transferencia Northern, se puede explicar por la

presencia de una cola de poli A con longitud desconocida asi

como de una secuencia adicional en la regidén no traducida en

5’ de B99. Por causa del hecho de que en la regidén de 5’ del

ADNc clonado no se presenta ningin cuadro de lectura
continuo desde la posicién 0 a 427, se puede sacar la
conclusién de que en el caso del ATG en posicién 427 se
trata del coddén de iniciacién de B99.

Una informacidn adicional acerca de 1la secuencia

situada més corriente arriba de B99 se puede obtener por :

métodos clésicos de biologia molecular, p.ej. mediante 5'-
RACE ("rapid amplification of cDNA ends" = amplificacidén
rapida de extremos de ADNc). En el caso de este método, se
transcribe inversamente un ARN, preferiblemente un ARNm

(mensajero), procedente de células o tejidos en los que es

transcrito el B99 (p.ej. tejido de carcinoma de colon o .

lineas celulares derivadas de adenocarcinoma pulmonar, tales

como A549) y a continuacién se liga con un adaptador con |

secuencia conocida. Una PCR con un cebador de adaptador (que

se fija especificamente al adaptador situado en el extremo .

5’ del ADNc) y un cebador especifico para B99 (p.ej. SEQ ID
NO:8, 10, 11) permite la amplificacidén de correspondientes
fragmentos de B99. Estos fragmentos de PCR, tal como se

describe en el Ejemplo 1, pueden ser clonados segin métodos

clasicos y caracterizados, especialmente por secuenciacién

de ADN.
Un método alternativo para la caracterizacidn del

extremo 5’ es el escrutinio de bibliotecas de ADNc por

e
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hibridacidén con sondas de ADN o antisueros, que son especi-
ficos para B99.
Si el escrutinio de bibliotecas de ADNc por causa de
limitaciones condicionadas por la metodologia, p.ej.
5 condicionado por una transcripcién inversa ineficiente,
debido a estructuras secundarias pronunciadas del ARN, no |
conduce a la meta deseada, se pueden investigar bibliotecas
gendmicas mediante el recurso de que p.ej., tal como en el

caso del escrutinio de bibliotecas de ADNc, mediante

10 hibridacién con sondas de ADN especificas para B99, se |
pueden aislar clones que contienen la informacién obtenida}
de secuencia corriente arriba del extremo 5’ del ADNc, p.ej.
la regidén de promotor de B99.

El ADNc aislado codifica el antigeno asociado con !

15 tumores (TAA) que tiene la denominacién B99 con la secuencia |
de aminodcidos indicada en SEQ ID NO:2 (B99-1). La secuencia
de B99-1 es definida por el codén de iniciacién en la;
posicidn 427 del ADNc de B99 aislado. ;

En un experimento adicional para la clonacidén de la .

20 regidén codificadora de B99, en la que se utilizdé el ADNc
procedente de .la linea celular A549 de adenocarcinoma de
pulmén, se determind una secuencia, gque en comparacidén con
la secuencia representada en SEQ ID NO:1 presenta una
insercién de un nucledétido en posicidén 923 (SEQ ID NO:3 o

25 SEQ ID NO:5). Esta insercién conduce a una modificacién del
cuadro de lectura abierto de B99 con una secuencia de
aminodcidos modificada resultante de ello en la regidn
terminal de C de la proteina B99; la secuencia de este’
antigeno de B99 (B99-2), que se deduce de este cuadro de;'

30 1lectura, estéd representada en SEQ ID NO:4. Ademés de las
insercién, el ADNc aislado a partir de células A549 presenta
un intercambio de nucledtidos en la posicidn 622 en compara-
cién con la secuencia SEQ ID NO:1. Este intercambio de -
nucleétidos da lugar en la posicidén N° 66 un reemplazo de

35 arginina (SEQ ID NO:2, B99-1) por triptéfano (SEQ ID NO:4,
B99-2). Aparte de este intercambio de aminodcidos, 1la

secuencia de aminodcidos de B99-2 hasta la posicidn 166 .
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inclusive es idéntica a la de B99-1.

La insercién de un nucledétido en la posicidén 923
proporciona un segundo cuadro de lectura potencial desde la
posicién 845 hasta la 1.744 de la secuencia representada en

5 SEQ ID NO:3 (o en SEQ ID NO:5). Una proteina expresada por
un ADNc con este cuadro de lectura tiene la secuencia de |
aminoacidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen- :
cia de B99-3 es diferente desde la posicidén 1 a la 27 de la
de B99-1 y a partir de la posicidén 28 es idéntica a la de%

10 B99-1.

El invento concierne por consiguiente en un primer
aspecto a un antigeno asociado con tumores que tiene la
denominacién B99, seleccionado entre el grupo de polipépti-
dos con las secuencias de amino&cidos que se indican en SEQ -

15 1ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:6. .

Las secuencias de aminodcidos representadas en SEQ ID
NO:2 (B99-1), SEQ ID NO:4 (B99-2) y SEQ ID NO:6 (BS9-3)
pueden tener desviaciones, p.ej. las que estén condicionadas
por el intercambio de aminodcidos, siempre y cuando que el

20 derivado de B99 tenga las propiedades inmundgenas deseadas

para la utilizacidn en una vacuna contra tumores. (Un
ejemplo acerca de un polimorfismo de B-99 de este tipo es la
diferencia condicionada por mutacién puntual en la posicidn
66 entre B99-1 y B99-2.

25 En lo sucesivo, cuando no se indique otra cosa
distinta, la denominacidén "B99" se utiliza representativa-
mente para BS9-1, B99-2 y B99-3.

La secuencia natural de aminodcidos de B99 (o corres-
pondientemente las secuencias del ADNc de B99) puede ser

30 eventualmente modificada, intercambiando aﬁinoécidos
individuales en un epitopo para CTL de B99, con el fin de |
producir, en comparacidén con el epitopo natural para CTL de
B99, producir un aumento de la afinidad de los péptidos de
B99 para moléculas del MHC-I y con ello una inmunogenicidad

35 vy finalmente una reactividad aumentada frente a tumores. Las
modificaciones en la regidén de los epitopos para B99 pueden -

ser llevadas a cabo en la proteina total de B99 (ésta es
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tratada por las APCs para dar los correspondientes péptidos)
o en fragmentos proteinicos mayores de B99 o en péptidos de
B99 (compdrese méds adelante).

En un aspecto adicional, el presente invento concierne

5 a fragmentos y péptidos inmunégenos, que se derivan de B99.
Estos Gltimos son denominados en lo sucesivo como "péptidos
de B99". Un primer grupo lo constituyen los péptidoé.de B99;
que provocan una respuesta inmunitaria humoral (induccién de
anticuerpos). Tales péptidos son segmentos seleccionados de

10 B99 (por lo menos de 12 a 15 aminoacidos), que se pueden
determinar mediante los denominados algoritmos dé prediccidén
("prediction algorithms") tal como p.ej. el T“"surface
probability blot" (borrén de probabilidad superficial)
(Emini y colaboradores, 1985), el "hydrophobicity blot"

15 (borrén de hidrofobia) (Kyte y Doolittle, 1982) y el
"antigenic index" (indice antigénico) (Jameson y Wolf,
1988) .

Es conocido que los antigenos asociados con tumores
pueden presentar mutaciones especificas para tumores, que
20 contribuyen a una diferenciacién inmunoldgica entre un tumor

y un tejido normal (Mandruzzato y colaboradores, 1997; Hogan

y colaboradores, 1998; Gaudi y colaboradores, 1999; Wolfel
y colaboradores, 1995). Con el fin de comprobar la presencia
de mutaciones de B99 especificas para tumores, conveniente-
25 mente con ayuda de sondas procedentes de sondas del ADNcC .
aislado conforme al invento, se clona el ADNc de B99 :
procedente de uno o varios tumores diferentes, y las
secuencias obtenidas se comparan con el ADNc de B99 de un

tejido normal. Es de esperar que los péptidos de B99 de un

30 tumor procedentes de un segmento de secuencia mutado con
respecto al de B99 de un tejido normal, presenten una
inmunogenicidad aumentada en comparacién con los péptidos de
BSS de tejido " normal procedentes del correspondiente
segmento. El presente invento concierne por consiguiente en

35 otro aspecto a péptidos de B99, que se derivan de regiones'
de un B99 expresado en tumor, que presentan wmutaciones

especificas para tumores.
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Al efectuar la eleccidén de candidatos a péptidos de

B99 merecen interés especial las regiones de B99-2 y B99-3,
que se diferencian de las de B99-1. Con la premisa de que en

el caso de la insercidén del ADN de B99, que conduce a estas,

5 diferencias en la secuencia de aminodcidos, se trata de unai
mutacidén especifica para tumores, hay que esperar en efecto
que los péptidos procedentes de esta regidn presenten una:
inmunogenicidad aumentada en comparacién con la de los
péptidos procedentes de B99-1. Con el fin de confirmar que !

10 la insercidn es especifica para tumores, se pueden generar
anticuerpos contra esta regidén e investigar células de
tumores en cuanto a la expresidén de B99-2 y B99-3.

Los péptidos de B99 son administrados directamente o,
en una forma modificada (p.ej. acoplada a KLH = "keyhole;

15 limpet hemocyanine" = hemocianina de lapaAde bocallave) y se
determina la formacidén de anticuerpos mediante andlisis:
inmunoldégicos corrientes, p.ej. mediante un ELISA.

Otros péptidos de B99, preferidos dentro del marco delj
presente invento, son aquellos que son presentados por'

20 moléculas del MHC y producen una respuesta inmunitaria
celular. Existen dos clases de moléculas del MHC, a saber
moléculas del MHC-I, gque son reconocidas por CTLs positivosi
para CD8, y moléculas del MHC-II que son reconocidas pori
células T cooperantes positivas para CD4.

25 Para que un péptido provoque una respuesta inmunitaria‘
celular, éste debe de fijarse a una molécula del MHC, |
debiendo el paciente que ha de ser tratado tener la molécula
del MHC en su repertorio. La determinacidén del subtipo del
MHC del paciente constituye por consiguiente, en lo referen-

30 te a la provocacién de una respuesta inmunitaria celular,
una de las condiciones previas esenciales para la utiliza—i

cién eficaz de un péptido en este paciente.

La secuencia de un péptido B99, que se ha de emplear
terapéuticamente, es preestablecida por 1la respectiva!

35 molécula de MHC en lo referente a los aminodcidos de anclaje
y su longitud. Posiciones de anclaje y longitudes definidas;

garantizan que un péptido se adapte dentro del surco de
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fijacidén de péptidos de la respectiva molécula del MHC del
paciente. Esto tiene como consecuencia el hecho de que sea
estimulado el sistema inmunitario y se produzca una reaccién
inmunitaria celular, que en el caso de la utilizacién de un
péptido derivado de un antigeno tumoral se dirija contra las
células de tumores del paciente.

Los péptidos de B99 inmundgenos se pueden identificar
de acuerdo con métodos conocidos, uno de los fundamentos
para ello es la relacidén entre la fijacidén al MHC y la
induccién de los CTL.

Puesto que por lo tanto la secuencia de péptidos
inmunégenos es determinable de antemano en virtud de su
motivo de fijacidén peptidico, se pueden identificar vy
sintetizar péptidos de B99, que constituyen epitopos para
CTL, en base a la secuencia proteinica de B99. Para ello son
apropiados diferentes métodos que se utilizaron para la
identificacién de epitopos para CTL de antigenos de protei-
nas que se conocen; p.ej. el método descrito por Stauss y
colaboradores, 1992, para la identificacidén de epitopos para
células T en el virus de papiloma humano.

Los requisitos especificos para un alelo de cada
producto de alelo del MHC-I a un péptido, que se fija a la
molécula del MHC y es presentado por ésta, fueron recopila-
dos como motivo (p.ej. Falk y colaboradores, 1991). Hasta
ahora se conoce un gran nimero tanto de motivos de péptidos
del MHC como también de ligandos del MHC. Un método apropia-
do dentro del marco del presente invento para la bisqueda de
epitopos para una proteina conocida, que se adapta dentro de
una determinada molécula del MHC-I, fue descrito en un
articulo recopilativo de Rammensee y colaboradores, 1995.
Este abarca las siguientes etapas: en primer lugar se
investiga la secuencia de proteinas en cuanto a segmentos
gue correspondan al motivo de anclaje, siendo posibles
determinadas variaciones en lo referente a la longitud del
péptido y a la ocupacidén del anclaje. Cuando p.ej. un motivo
prescribe un 9-mero con Ile o Leu en el extremo, se pueden

tomar en consideracidén también 10-meros con un extremo

24
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terminal de C correspondiente, y asimismo péptidos con otros
restos alifédticos tales como Val o Met en el extremo
terminal de C. De este modo se obtienen una serie de
candidatos a péptidos. Estos son investigados en cuanto a la
5 presencia del mayor nimero posible de restos de anclaje, que
ellos tengan en comin con ligandos ya conocidos y/o para
determinar si tienen restos '"preferidos" para diferentes
moléculas del MHC (correspondientemente a la Tabla de
Rammensee y colaboradores, 1995). Con el fin de excluir a
10 los péptidos que se fijen débilmente, se llevan a cabo
convenientemente andlisis de fijacidén. Cuando se conocen los
requisitos en cuanto a la fijacidén a péptidos para determi-
nadas moléculas del MHC, los candidatos a péptidos se pueden
investigar también en cuanto a restos que no sean de
| 15 anclaje, que repercutan negativa o positivamente sobre la
fijacidén, o que hagan posible ésta por primera vez (Ruppert
y colaboradores, 1993). En el caso de este modo de proceder
hay que tomar en consideracidén, sin embargo, que el motivo
de fijacidén del péptido no solamente es decisivo para la
. 20 bﬁéqueda en cuanto a ligandos naturales; también otros
aspectos, p.ej. la especificidad para enzimas durante el
i tratamiento del antigeno, contribuyen a la identidad del
ligando - adicionalmente a la especificidad de la fijacidn
al MHC. Un método, gque toma en consideracidén estos aspectos
25 y que es apropiado dentro del marco del presente invento
para la identificacién de péptidos de B99 inmundégenos, fue
utilizado, entre otros autores, por Kawakami y colaborado-
res, 1995, a fin de identificar epitopos para gpl00 baséndo-

se en motivos conocidos de HLA-A*0201.
30 Los péptidos se pueden seleccionar también en lo
referente a su capacidad para fijarse a moléculas del MHC-
ITI. El motivo de fijacidén al MHC-II, que se extiende a lo
largo de nueve aminocdcidos, presenta un grado de degenera-
cién en las posiciones de anclaje mayor que . el motivo de
35 fijacién al MHC-I. Se desarrollaron hace poco tiempo,
partiendo del anadlisis estructural por rayos X de moléculas

del MHC-II, métodos que permiten el andlisis exacto de los
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motivos de fijacidén al MHC-II y partiendo de ello permiten
variaciones de 1la secuencia de péptidos (Rammensee vy
colaboradores, 1995, y la Dbibliografia original alli
citada). Los péptidos, que se fijan a moléculas del MHC-II,
5 son presentados a las células T de CD4 tipicamente por
células dendriticas, macréfagos o células B. Las células T

de CD4 a su vez activan entonces a continuacién de ello .

directamente los CTLs, mediante p.ej. segregacién y amplifi-
cacién de citoquinas, la eficiencia de la presentacién de

10 antigenos por las APC (células dendriticas, macréfagos y
células B).

Desde hace poco tiempo esté&n a disposicidn bancos de?
datos y algoritmos de prediccidén, que permiten con gran
seguridad la prediccién de epitopos para péptidos, que se .

15 fijan a una determinada molécula del MHC.

Dentro del marco del presente invento se identifica-
ron, mediando utilizacidén del algoritmo descrito por Parker
y colaboradores, 1994, y Rammensee y colaboradores, 1995,
péptidos candidatos a los mads importantes tipos de HLA,

20 especialmente a los HLA-Al, -A*0201, -A3, -B7, -Bl4 y -

B*4403, de los que se puede esperar que se fijen a las
correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan
epitopos para CTL inmundgenos; los péptidos determinados se
enumeran en la Tabla 2. De manera similar, eventualmente .
25 mediando utilizacién de otros algoritmos, 'que toman en
consideracidén las diversas caracteristicas de los péptidos
(hidrofobia, carga, tamafio) o los requisitos en cuando a los
péptidos, p.ej. la estructura tridimensional de la molécula
de HLA, se pueden determinar otros epitopos potenciales para
30 péptidos; esto es valido también para los epitopos para :
péptidos de otros tipos de HLA.
Después de la eleccidn de candidatos a péptidos de B99
con ayuda de los métodos sefialados, se ensaya su fijacidn al
MHC mediante anadlisis de fijacidn a péptidos. Como siguiente
35 etapa se determina la inmunogenicidad de los péptidos conl
buenas propiedades de fijacién (la estabilidad de 1la

interaccidén entre péptidos y el MHC se correlaciona en la
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Burg y colaboradores, 1996). Con el fin de determinar la
inmunogenicidad del péptido o equivalente a péptido que se
selecciona, se pueden utilizar métodos, tales como p.ej. el
5 descrito por Sette y colaboradores, 1994, en combinacidén con
andlisis cuantitativos de fijacién al MHC. Alternativamente,
la inmunogenicidad del péptido seleccionado se puede ensayar
a través de induccidén in vitro de CTL mediante métodos
conocidos (tal como se describen mas adelante en esta
10 memoria para la induccidén ex vivo de CTL). El principio del
método realizado en varias etapas para la eleccidén de
péptidos que son capaces de provocar una respuesta inmunita-
ria celular, estd descrito en el documento de solicitud de
patente PCT WO 97/30721, a cuya divulgacidén se hace referen-
15 cia expresamente por la presente. Una éstrategia general
para la obtencidén de péptidos inmundgenos eficientes, que es
apropiada ‘dentro del marco del presente invento, _fue
descrita ademéds por Schweighoffer, 1997.
E En lugar de utilizar los péptidos originales, que se
20 adaptan dentro del surco de fijacidén de moléculas del MHC-I
o MHC-II, es decir péptidos, que se derivan inalteradamente
de B99, con ayuda de los requisitos minimos en lo referente
a las posiciones de anclaje y a la longitud, que se indican
sobre la base de la secuencia original del péptido, se
25 pueden 1llevar a cabo variaciones, siempre 'y cuando que
mediante estas variaciones no sélo no se perjudique, sino
que se refuerce preferiblemente, la inmunogenicidad efectiva

del péptido, que se compone de su afinidad para la fijacién |

5 a la molécula del MHC y su capacidad para estimular recepto- ;
30 res de células T. En este caso se utilizan por lo tanto
péptidos artificiales o equivalentes a tales péptidos, que |
; se han desarrollado correspondientemente a los requisitos de |
| la capacidad de fijacién a una molécula de MHC.
Los péptidos modificados de tal manera son designados
35 como "péptidos heterocliticos". Estos se pueden obtener de
acuerdo con los siguientes métodos:

En primer lugar se desarrollan los epitopos para
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ligandos del MHC-I o MHC-II o la variacidn de éstos, p.ej.
de acuerdo con el principio descrito por Rammensee yi
colaboradores, 1995. La longitud del péptido corresponde, en
el caso de su sintonizacidén a moléculas del MHC-I, preferi-
blemente a una secuencia minima de 8 a 10 aminodcidos con|
los necesarios aminodcidos de anclaje. ;

Eventualmente, el péptido puede también ser prolongado:
en los extremos terminales de C y/o de N, siempre y cuando |
que esta prolongacidén no perjudique la capacidad de fijacidn
a la molécula del MHC o que el péptido prolongado pueda ser
tratado celularmente en cuanto a la secuencia minima. )

i

Los péptidos modificados son comprobados después de'

ello en cuanto a su reconocimiento por TILs ("tumor-infil-'

trating lymphocytes" = linfocitos que se infiltran en

tumores), en cuanto a induccidn de CTL asi como en cuanto a'

fijacién al MHC e inmunogenicidad aumentadas, tal como ha :

sido descrito por Parkhurst y colaboradores, 1996, y por

Becker y colaboradores, 1997.

Otro método apropiado dentro del marco del presente |

invento para el hallazgo de péptidos con inmunogenicidad més

fuerte que la de los péptidos de B99 naturales, consiste en

el escrutinio de bibliotecas de péptidos con CTLs, que

reconocen a los péptidos de B99, que se presentan por
naturaleza en tumores, tal como ha sido descrito por Blake

y colaboradores, 1996; en este contexto se propone la

utilizacién de bibliotecas combinatorias de péptidos, con el

fin de desarrollar moléculas, que imiten a los epitopos para

tumores reconocidos por CTLs restringidos por el MHC-I.

Los polipéptidos de B99 del presente invento o 1los

fragmentos o péptidos inmundgenos derivados de ellos, se

pueden producir por via recombinante o mediante sintesis de

péptidos, tal como se ha descrito en el documento WO !

96/10413, a cuya divulgacidén se hace referencia por la
presente. Para la preparacién por wvia recombinante, 1la

correspondiente molécula de ADN se introduce de acuerdo con

métodos clésicos en un vector de expresidén, se transfecta en

una apropiada célula hospedante, la célula hospedante se
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cultiva en condiciones apropiadas de expresidn y la proteina
se purifica. Para la sintesis quimica de péptidos de B99, se
pueden utilizar métodos habituales, p.ej. usando un sinteti-
zador automidtico de péptidos adgquirible en el comercio.

Alternativamente a los péptidos de B99 naturales o a
los péptidos heterocliticos, se pueden utilizar sustancias
que simulen a tales péptidos, p.ej. "miméticos de péptidos"
o0 '"péptidos retro-inversos". Para el ensayo de estas
moléculas en lo referente a la utilizabilidad terapéutica en
una vacuna contra tumores, se aplican los mismos métodos que
anteriormente para los péptidos naturales B99 o los equiva-
lentes a tales péptidos de B99.

El TAA con la denominaciédn B99 de acuerdo con el
presente invento y los fragmentos de proteinas, péptidos o
equivalentes a péptidos o bien miméticos de péptidos que se
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia de los
cadnceres, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmuni-
taria frente a células de tumores, que expresan los corres-
pondientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, son
utilizados para la terapia de tumores positivos para B99,
especialmente en los casos de carcinomas de células renales,
pulmén, colon, pancreas, mama y estdmago.

La respuesta inmunitaria en forma de una induccidén de
CTLs puede ser producida in vivo o ex vivo.

Para la induccidén in vivo de CTLs se administra una
composicién farmacéutica, que como componente activo
contiene el B99 de TAA o fragmentos o péptidos derivados de
ellos, a un paciente que sufre de una enfermedad de tumor
asociada con el TAA, debiendo la cantidad de TAA (péptido)
ser suficiente para conseguir una respuesta eficaz de CTL al
tumor que es portador de los antigenos.

El invento concierne por consiguiente en otro aspecto
adicional a una composicidén farmacéutica para la administra-
cidén por via parenteral, tdpica, oral o local. Preferible-
mente, la composicidén sirve para la administracidn por via
parenteral, p.ej. para la aplicacidén por via subcutanea,

intradérmica o intramuscular. Los TAAs/ péptidos de B99 son

7
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disueltos o suspendidos en un soporte o vehiculo farmacéuti—i
camente aceptable, preferiblemente acuoso. La composicién%
puede contener ademds de ello sustancias coadyuvantesl
usuales, tales como tampones, etc. Los TAAs/ péptidos se!

5 pueden utilizar a solas o en combinacidén con adyuvantes,
p.ej. el adyuvante incompleto de Freund, saponinas, sales de!
aluminio o, en una forma preferida de ejecucidén, policatio-
nes, tales como poliarginina o polilisina. Los péptidos se?
pueden fijar también a componentes, que ayuden a la induc—;

10 cidn de CTL o a la activacién de CTL, p.ej. a péptidos T.
cooperantes, lipidos o liposomas, o se administran en comﬁni
con estas sustancias y/o en comin con sustancias estimulado-'
ras de la inmunidad, p.ej. citoquinas (IL-2, IFN-y). Métodosf
y formulaciones, que se adecuan para la preparacién vy
15 administracidén de la composicidn farmacéutica conforme alf
invento, se describen en los documentos WO 95/04542 y WO‘
97/30721, a cuya divulgacién se hace referencia por lal
presente.
Los B99 (fragmentos) o péptidos de B99 se pueden
20 utilizar también para provocar ex vivo una respuesta de CTL. |
Una respuesta ex vivo de CTL a un tumor, que expresa B99, es
inducida incubando las células precursoras de CTL conjunta-
mente con APCs y péptidos de B99 o la proteina de B9S9. Luego
se deja que los CTLs activados se expandan, después de lo
25 cual son administrados de nuevo al paciente. Alternativamen-
te, se pueden cargar las APCs con péptidos de B99, lo cual
pude conducir a una activacidén eficiente de reacciones |
inmunitarias celulares contra tumores positivos para B99
(Mayordomo y colaboradores, 1995; Zitvogel y colaboradores, |
30 1996). Un método apropiado para cargar péptidos en células

k p.ej. células dendriticas, es divulgado en el documento WO |

97/19169. |
En una forma de ejecucidn del invento, se utiliza una
combinacidén de varios diferentes péptidos de B99 o equiva-

: 35 lentes a péptidos de B99. En una forma adicional de realiza-
cidén se combinan péptidos de B99 con péptidos que se derivan ‘!

de otros TAAs. La eleccidén de péptidos para tales combina-
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ciones se efectila en atencidn a la clasificacidn de diferen-

tes tipos de .MHC, para cubrir una poblacidén lo mis amplia .

que sea posible de pacientes y/o se adapta a un espectro de

indicaciones lo mis amplio que sea posible, combinando’

péptidos de varios diferentes antigenos de tumores. E1

nimero de los péptidos en una composicidén farmacéutica puede :

fluctuar a 1lo largo de un amplio margen, tipicamente
contiene una vacuna aplicable gquimicamente de 1 a 15,
preferiblemente de 3 a 10 diferentes péptidos.

Los péptidos conformes al invento se pueden emplear
también como reactivos para el diagndéstico. Por ejemplo, los

péptidos se pueden utilizar para ensayar la reaccidén de un

paciente a la respuesta inmunitaria humoral o celular

provocada por el péptido inmundégeno. Con ello existe la
posibilidad de mejorar un protocolo dé tratamiento. Por
ejemplo, dependiendo de la forma de presentacidn (péptido,
proteina total o vacuna de ADN) del TAA se puede investigar
el aumento de células T precursoras en los PBLs, que
presentan una reactividad contra el epitopo definido para
péptido (Robbins y Kawakami, 1996, asi como las referencias
citadas alli). Ademéds, los péptidos o la proteina total o
los anticuerpos dirigidos contra el TAA se pueden utilizar
para caracterizar la evolucidén de la enfermedad de un tumor
positivo para B99 (p.ej. mediante andlisis inmuno-histoqui-
micos de tumores primarios y metéstasis). Una estrategia de
este tipo ya se ha manifestado como satisfactoria miltiples
veces, p.ej. la deteccidn de receptores de estrdgenos como
fundamento de decisidén para la endocrino-terapia en el caso
de un cancer de mama; de c-erbB-2 como marcador relevante en
el caso del prondstico y la evolucidén de la terapia en el
caso de un céancer de mama (Ravaioli y colaboradores, 1998;
Revillion y colaboradores, 1998); PSMA ("prostate specific
membrane antigen" = antigeno membranal especifico para
prostata) como marcador para células epiteliales del
carcinoma de préstata en el suero o mediante empleo de un
anticuerpo monoclonal contra PSMA marcado con "'In en el caso

de la inmuno-escintigrafia en cuanto a carcinoma de préstata

N
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(Murphy y colaboradores, 1998 y referencias incluidas); de
CEA ("carcinoembryonic antigen" = antigeno carcino-embridni-
co) como marcador seroldgico para el prondéstico y 1la
evolucidén en el caso de un paciente del carcinoma colorrec-
tal (Jessup y Loda, 1998).

El presente invento concierne en otro aspecto a
moléculas aisladas de ADN, que codifican una proteina con
las propiedades inmundégenas de B99 o fragmentos de ésta.

En un aspecto, el presente invento concierne a una
molécula aislada de ADN que contiene un polinucledtido con
la secuencia representada en SEQ ID NO:1 o que contiene un
polinucledétido que se hibrida en condiciones rigurosas con

un polinucledétido con la secuencia representada en SEQ ID
NO:1.

Por "condiciones rigurosas" se entiende p.ej.: incubar
durante una noche a 65°C-68°C con 6xSSC (1xSSC = NaCl 150

mM, citrato de tri-sodio 15 mM), 5x solucidn de Denhardt,

SDS (dodecil-sulfato de sodio) al 0,2%, ADN de esperma de

salmédn 50 pg/ml, a continuacidén de ello lavar dos veces
durante 30 min con 2xS8SC, SDS al 0,1% a 65°C, una vez
durante 30 min con 0,2xSSC, SDS al 0,1% a 65°C y eventual-

mente enjuagado final con 0,1xSSC, SDS al 0,1% a 65°C, o
condiciones equivalentes.

En un aspecto adicional, el presente invento concierne
a una molécula aislada de ADN, que contiene un polinucledti-
do con la secuencia represenﬁada en SEQ ID NO:3 (o SEQ ID
NO:5) o que contiene un polinucledtido que se hibrida en
condiciones rigurosas con un polinuclebétido que tiene la
secuencia representada en SEQ ID NO:3 (o SEQ ID NO:5).

Las moléculas de ADN conformes al invento o fragmentos
de ellas codifican (poli) péptidos con la denominacidén B99
(B99-1, B99-2 6 B99-3) con la secuencia de aminoacidos que
se representa en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:6 o
fragmentos de proteinas o péptidos que se derivan de ella;
con ello se abarcan al mismo tiempo moléculas de ADN que por
causa de 1la degeneracidén del cbédigo genético presentan

desviaciones con respecto de la secuencia representada en
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SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 o bien SEQ ID NO:S5.

El invento se refiere también a moléculas de ADN, que
presentan desviaciones condicionadas por un intercambio
conservativo de aminodcidos con respecto a la secuencia
representada en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 (o bien SEQ ID
NO:5) siempre y cuando que éstas codifiquen un derivado de
B99 o fragmentos o péptidos con las propiedades inmundégenas
que- son deseadas para la aplicacidén como vacuna contra
tumores.

En lo sucesivo, las moléculas de ADN que codifican
B99-1, B99-2 o B99-3 o fragmentos de éstos, eventualmente
modificadas, que antes se han definido, se designan como
"moléculas de ADN de B99", cuando no se indique otra cosa
distinta. .

Las moléculas de ADN de B99 del presente invento o los
correspondientes ARNs, gque también constituyen objeto del
presente invento, se emplean, al igual que 1los (poli)
péptidos codificados por ellos, para la inmunoterapia de
enfermedades de céncer.

En una forma de realizacidén del invento, se utilizan
moléculas de ADN que codifican polipéptidos de B99 natura-
les. Alternativamente al ADNc de BS99 natural o fragmentos de
éste, se pueden utilizar derivados modificados. Estos
comprenden secuencias con modificaciones que codifican una
proteina (o fragmento) o péptidos con mas fuerte inmunogeni-
cidad, siendo véalidas para 1és modificaciones en el plano
del ADN las mismas consideraciones que para los péptidos que
antes se han descrito. Otro modo de la modificacidén es la
agrupacidén yuxtapuesta de numerosas secuencias, que codifi-
can péptidos inmunoldgicamente relevantes, a modo de una
sarta de perlas ("string-of-beads"; Toes y colaboradores,
1997) . Las secuencias pueden ser modificadas también poxr
adosamiento de elementos auxiliares, p.ej. funciones gque
garantizan una entrega y un tratamiento mas eficientes del
inmundgeno (Wu y colaboradores, 1995). Por ejemplo, mediante
adicidén de una secuencia de localizacién en el reticulo

endoplasmatico ("ER targetting sequence") se pueden aumentar
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el tratamiento y por consiguiente la presentacién y a fin de
cuentas la inmunogenicidad del antigeno.

El presente invento concierne en otro aspecto a una
molécula de ADN recombinante, que contiene el ADN de B99.

Las moléculas de ADN de B99 del presente invento, se
pueden administrar, preferiblemente en forma recombinante
como plésmidos, directamente o como constituyente de un
virus, o una bacteria, recombinante. En principio, se puede
aplicar cualquier método terapéutico génico para la inmuno-
terapia de un cénper a base de un ADN ("vacuna de ADN") para
el ADN de B99, y concretamente tanto in vivo como también ex
vivo.

Ejemplos para 1la administracién in vivo son la
inyeccidén directa de ADN "desnudo", o bien por via intramus-
cular o mediante una pistola de genes ("géne gun") de la que
se ha mostrado que conduce a la formacién de CTLs contra
antigenos de tumores. Ejemplos de organismos recombinantes
son virus de Vaccinia, adenovirus o Listeria monocitogenes
(una vista de conjunto fue dada por Coulie en 1997). Ademés,
se pueden utilizar soportes sintéticos para acidos nuclei-
cos, tales como lipidos catidnicos, microesferas, microboli-
tas o liposomas para la administracién in vivo de moléculas
de &acidos nucleicos, que codifican un péptido B99. Similar-
mente a como para los péptidos, se pueden administrar
conjuntamente diferentes sustancias coadyuvantes que
refuercen la respuesta inmunitéria, p.ej. citoquinas, o bien
en forma de proteinas o de plasmidos que las codifican. La
aplicacidén puede ser combinada eventualmente con wmétodos
fisicos, p.ej. electroporacidn.

Un ejemplo de la administracidén ex vivo es la trans-
feccidén de células dendriticas, tal como ha sido descrito
por Tuting, 1997, u otras APCs, que pasan a aplicarse como
vacuna celular contra el céancer.

El presente invento concierne por consiguiente en otro
aspecto a la utilizacidén de células, que expresan B99, o
bien de por si mismas o en forma eventualmente modificada,

después de transfeccidn con la secuencia correspondientemen-
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te codificadora, para la preparacién de una vacuna contra el
cancer.

El invento concierne en un aspecto adicional a
anticuerpos contra BS99 o fragmentos de ellos. Los anticuer-
pos policlonales se pueden obtener de un modo habitual por
inmunizacién de animales, especialmente conejos, mediante
inyeccién del antigeno o fragmentos de ellos, y posterior
purificacién de la inmunoglobulina.

Los anticuerpos anti-B99 monoclonales se pueden
obtener de acuerdo con protocolos cléasicos, segin el
principio descrito por Kdéhler y Milstein, 1975, inmunizando
a animales, especialmente a ratones, a continuacién inmorta-
lizando células productoras de anticuerpos de los animales
inmunizados, p.ej. por fusidén con células de mieloma, Yy
escrutando el material sobrenadante de los hibridomas
obtenidos mediante analisis clasicos inmunoldégicos en cuanto
a anticuerpos anti-B99 monoclonales. Para el empleo terapéu-
tico o diagndéstico en seres humanos, estos anticuerpos
animales pueden ser quimerizados (Neuberger y colaboradores,
1984, Boulianne vy colaboradores, 1984) o humanizados
(Riechmann y colaboradores, 1988, Graziano y colaboradores,
1995) eventualmente de un modo habitual.

Los anticuerpos anti-B99 monoclonales humanos pueden
ser obtenidos también por las denominadas "bibliotecas de
presentacién de fagos" = "Phage Display Libraries" (Winter
y colaboradores, 1994, Griffiths y colaboradores, 1994,
Kruif vy colaboradores 1995, Mc Guiness y colaboradores,
1996) y mwediante animales transgénicos (Briggemann Yy
colaboradores, 1996, Jakobovits y colaboradores, 1995).

Los anticuerpos anti-B99 conformes al invento se
pueden emplear en andlisis inmuno-histoquimicos para
finalidades de diagnédstico.

En un aspecto adicional, el invento concierne a la
utilizacidn de anticuerpos especificos para B99, a fin de
llevar selectivamente a cualesquiera sustancias deseadas
junto a o dentro de un tumor, que expresa B99. Ejemplos de

tales sustancias son agentes citotdxicos o nGclidos radiac-
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tivos, cuyo efecto consiste en daflar al tumor en sus
cercanias. Por causa de la expresidén de B99 especifica para
un tumor, no son de esperar en tales casos efectos colatera-
les de ningin tipo o sblo escasos efectos colaterales. En un
aspecto adicional, con ayuda de anticuerpos para B99 se
pueden aprovechar para la visibilizacidén de tumores sustan-
cias que expresan B99. Esto es Gtil para el diagndstico y
para la valoracidén de la evolucidén de la terapia. Aplicacio-
nes terapéuticas y diagnésticas de anticuerpos, que entran
en cuestidn para anticuerpos anti-B99, estéan descritas en el
documento WO 95/33771.

El TAA con la denominacidén de B99 de acuerdo con el
presente invento y los fragmentos de proteinas, péptidos o
equivalentes a péptidos o miméticos de péptidos que se
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia del
céncer, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmunita-
ria contra células de tumores, que expresan los correspon-
dientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, son
utilizados para la terapia de tumores positivos para B99,
especialmente en los casos de carcinomas de células renales,
pulmén, colon, pancreas, mama y estdmago.

Por causa de la expresidén preferida de B99 en células
de tumores se puede suponer que esta proteina tiene una
funcidén importante para el tumor, p.ej. para su génesis,
infiltracidén y crecimiento. El B99 (ADN) se puede utilizar
por lo tanto en analisis de escrutinio, a fin de identificar
sustancias que modulen, especialmente inhiban, la actividad
de esta proteina. En una forma de realizacidén, uno de tales
andlisis puede consistir en incorporar la proteina de B99,
o un fragmento activo de ella, en células, que reaccionan
con proliferacién a la actividad de B99, o llevar a expre-
sién en la célula el correspondiente ADN de B99, y determi-
nar la proliferacién de las células en presencia y en
ausencia de una sustancia de ensayo. Las sustancias con un
efecto inhibidor de la proliferacidén se pueden utilizar para
el tratamiento de tumores con fuerte expresidén de B99,

especlalmente en el caso de los carcinomas de células
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renales, pulmén, colon y mama asi como en el caso del
linfoma de Hodgkin.

Recopilacién de las Figuras:

Figura 1: Andlisis por RT-PCR de conjuntos de ADNc de
diferentes tejidos de tumores y normales humanos
mediante cebadores especificos para BS99

Figura 2: Anadlisis por RT-PCR de ADNc's individuales de
diferentes tejidos de tumores y normales humanos
mediante cebadores especificos para B99

Figura 3: Transcripcidén de B99 en tejidos normales: Anali-
sis por transferencia Northern de los ARNm
procedentes de 16 tejidos normales

Figura 4: Andlisis inmuno-histoquimicos de cuatro casos
diferentes de adenocarcinomas con suero de B99

Figura 5: Estabilizacidén del MHC en células de T2 mediante

diferentes concentraciones de péptidos de -B99

Ejemplo 1
RDA (analisis diferencial representativo) de 1la 1linea
celular humana de adenocarcinoma de pulmén (A549) y de
tejido normal de pulmén

La linea celular AS549 (CCL 185) de adenocarcinoma de
pulmén humano, adquirida de la ATCC se cultivdé en frascos
para cultivo celular T150. Como medio nutricio sirvidé un MEM
(medio esencial minimo) con suero de ternero fetal, desacti-
vado por calor, al 10% y L-glutamina 2 mM. Cada 3 a 4 dias
las células fueron disociadas mediante tripsinacidén en 1:5
hasta 1:10 para propagacién. Después de haberse alcanzado
una confluencia de aproximadamente 80% se emplearon para
cosechar ias células por cada frasco de cultivo celular T150
4 ml de una solucidén de tripsina (datos por cada litro: 8 g
de NaCl, 0,2 g de KC1, 1,13 g de Na,HPO, anhidro, 0,2 g de
KH,PO,, 100 ml de una solucidén al 2,5% de tripsina, 1 g de
la sal de Na de EDTA; pH 7,2-7,4) para cosechar las células.
Los 4 ml se transfirieron a un tubito Falcon de 15 ml de

capacidad, se mezclaron con 8 ml de PBS, se centrifugaron a
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1.200 rpm en una centrifuga de mesa sde Haereus (Megafuge
2,0R) durante S min a 4°C, el sedimento celular se mezcld
con 1 ml de tampdn para lisis (Tris-HC1l 10 mM de pH 8, NaCl
140 mM, MgC12 1,5 mM, NP40 al 0,5%), se agitd enérgicamente
y se separd por centrifugacidén en un recipiente de Eppendorf
de 2 ml de capacidad a 12.000 rpm y 4°C durante 5 min en una
centrifuga de mesa Sigma (Sigma 202 MK). El material
sobrenadante fue transferido a un nuevo recipiente de
Eppendorf y después de haber afladido 55 pl de una solucidn
al 20% de SDS se extrajo dos veces con el volumen doble de
una mezcla de CHCly y fenol (1:1 v/v) y una vez con el
volumen simple de CHCl;. La fase acuosa gue contenia ARN se
mezcld con 1/10 volimenes de Nahc 3 M (de pH 5) y el volumen
doble de EtOH al 96% y se precipitd el ARN durante una noche
a -20°C. Partiendo de 1 mg de ARN total se procedidé de un
modo correspondiente al protocolo del fabricante para
realizar el aislamiento de poli-A(+) ARN mediante el estuche
PolyATtract Kit (Promega). El almacenamiento del poli-A(+)
ARN de A549 con una concentracién de 1 mg/ml en H,O tratada
con DEPC se efectud en pértes alicuotas a -80°C.

Para la realizacidn del andlisis diferencial represen-
tativo (RDA; Hubank y Schatz, 1994; Diatchenko y colaborado-
res, 1996) se empled el poli-A(+) ARN de la linea celular de
adenocarcinoma de pulmdén A549 como "tester" (ensayador) y el
de un tejido normal de pulmén (1 mg/ml; Clontech, Palo Alto;
N° 6524-1) como "driver" {(conductor). El RDA se llevd a cabo
correspondientemente al protocolo del fabricante mediando
utilizacién del estuche PCR-select® kit (Clontech, Palo
Alto), con la excepcidén de que pasd a emplearse un sistema
modificado de cebador y adaptador de 2 oligonuclebdtidos con
la siguiente secuencia:

5’ -TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG-3
(Adaptor-2-alt-1; SEQ ID NO:19),

5’ -AGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG-3’ (nested-PCR-primer-2-alt; SEQ
ID NO:20) y 5’'-GGCTCGAGCTC-3' (Adaptor-2-alt-2; SEQ 1ID
NO:21). Las secuencias de cebador y adaptador generadas de

nuevas hacen posible mediante la presencia de tres nuevos
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sitios de corte con enzimas de restriccién (Kpn I, Sac Iy
Xho I) en la .secuencia del nested-PCR-primer-2-alt después
de clonacién de los fragmentos de ADNc substraidos en el
vector de pPCRII, un posterior recorte de los respectivos
fragmentos de ADNc. El disefio de una secuencia de cebador y
adaptador con varios sitios de corte con enzimas de restric-
cidén disponibles era por lo tanto necesario, puesto gue con
frecuencia se podian observar mutaciones puntuales en las
secuencias de cebadores - condicionado por las etapas de
amplificacién por PCR -.

Después de la sintesis del ADNc bicatenario mediante
oligo-dT, el ADNc obtenido de ensayador y conductor se
digiridé con Rsal (el Rsal es una enzima de restriccidn
reconocedora de 4 bases y proporciona fragmentos de ADNc que
tienen en un promedio estadistico una longitud de 256 pb).
Partes iguales de "ADNc de ensayador" fueron ligadas con los
adaptadores 1 6 2 y a continuacidén separadas e hibridadas
con un exceso de "ADNc de conductor" a 65°C. Después de
ello, ambas tandas fueron reunidas y sometidas a una segunda
hibridacién con "ADNc de conductor" desnaturalizado recien-
temente obtenido. Los ADNcs especificos para "ensayador" y
enriquecidos fueron a continuacién amplificados exponencial-
mente mediante PCR con cebadores especificos para 1los
adaptadores 1 & 2 respectivamente. Para un enrigquecimiento
adicional, una parté alicuota de esta reaccidn se sometid a
una segunda PCR con cebadores éspecificos desplazados hacia
el interior ("nested"). Los fragmentos de ADNc amplificados
exponencialmente, que resultan de esta reaccidn, fueron
ligados directamente en el vector pCRII (Invitrogen; "TA-
cloning vector" = vector de clonacién de TA) y a continua-
cidén un tercio de la tanda de ligacién se transfectd en E.
coli competentes (OneShot®, Invitrogen).

Se obtuvieron 712 Transformantes positivos (seleccidn
entre azul y blanco) y se cultivaron en blogues de 96
pocillos en un medio LB-Amp (1,3 ml por cada pocillo)

durante 48 h a 37°C. Por cada pocillo se emplearon 750 ul de

~las suspensiones de E. coli para la preparacidén del ADN de

t

1
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plésmido (método de minipreparacién de 96 pocillos de QIAgen
de acuerdo con la prescripcidén del fabricante). Los cultivos
de bacterias remanentes se almacenaron como cultivos de
reserva en glicerol a -80°C.

Se obtuvo una biblioteca por substraccién de ADNc que
constaba de 712 clones individuales, que se presentaba tanto
en forma de cultivos de reserva de E. coli en glicerol como

también en forma de plasmidos purificados.

Ejemplo 2
Secuenciacion y anotacidén de ADN candidatos a TAA

El ADN de pléasmido aislado de todos los 712 clones
(véase el Ejemplo 1) fue secuenciado de acuerdo con el
método de Sanger en un aparato ABI-Prism. Las secuencias
obtenidas fueron anotadas mediante el programa 16gico
BioScout-Software (LION, Heidelberg) y se sometieron a
comparaciones en el banco de datos (Genbank). De 712 clones
pudieron ser secuenciados y anotados 678. El resto (34) o
bien tenia como inserto s6lo secuencias de poli(dA) o
correspondia a un vector renovadamente ligado o no era
secuenciable. De las 678 secuencias anotables se manifesta-
ron 357 como genes con funcidén conocida. Los restantes 321
representan a clones que codifican genes con funcién
desconocida; 59 de ellos no tenian incorporaciones algunas
en el banco de datos EST humano. Los genes conocidos no
fueron tratados ulteriormente. Para cada uno de los genes
desconocidos, para los que estaba disponible una incorpora-
cién en EST, se llevd a cabo una estimacién del perfil de
expresidn; en tal caso se comprobaron todos aquellos ESTs
que tenian una identidad >95% (BLAST) , que pertenecian a la
secuencia correspondientemente determinada por via experi-
mental de las bibliotecas por substraccidén. Al realizar la
anotacidén se llevdé a cabo una clasificacién en i) tejido
normal critico, ii) tejido fetal "prescindible" e inmunita-
riamente privilegiado y iii) tumores y lineas celulares de
tumores. Sobre la base de este "perfil virtual de ARNm" se

seleccionaron 200 clones, para los que no se encontraron
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ESTs algunos en el grupo i), para realizar otros analisis
experimentales adicionales (inclusive los 59 clones, para
los que no se presentaba ninguna incorporacidén en EST). Para
estrechar adicionalmente los clones candidatos, se desarro-
llaron y sintetizaron pares de cebadores de oligonucledtidos
a partir de las secuencias determinadas por los 200 clones
seleccionados. En primer lugar se ensayaron 8 diferentes
bibliotecas de ADNc derivadas de tejido humano (GibcoBRL
"SUPER-SCRIPT®") que estdn clonadas direccionalmente en
pCMV-SPORT, mediante una PCR cualitativa en cuanto a la
presencia de los respectivos candidatos. Las bibliotecas de
ADNc empleadas en tal caso procedian de tejidos de corazdn
(N° 10419-018), higado (N° 10422-012), leucocitos (N° 10421~
022), rifibn (N° 10420-016), pulmdn (N° 10424—018), testicu-
los (N° 10426-013), cerebro (N° 10418-010) y.cerebro fetal
(N° 10662-013).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 20 pul
de volumen total por cada tanda de PCR contenian 1x de
tampén TagPol (KCl 50 mM, Tris-HC1l 10 mM, de pH 9, Triton X-
100 al 0,1%), Mgcl2 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM (Promega), polime-
rasa de ADN-Taq 0,025 U/ml (Promega), en cada caso 5 pM de
especificos cebadores de oligonucledétidos SEQ ID NO:7 y SEQ
ID NO:8, y 100 ng del ADN de plasmido que en cada caso se ha
de investigar. Para el testigo se emplearon cebadores
especificos para GAPDH (SEQ ID NO:14 y 15). Para la compro-
bacién de la deteccidn selectiva, los pares de cebadores se
ensayaron paralelamente también en cuanto al pléasmido
aislado. La detectabilidad de fragmentos con la longitud que
es de esperar en uno de los tejidos normales criticos (de
corazdédn, higado, pulmdén, rifién y leucocitos), pero no en las
bibliotecas de ADNc procedentes de tejidos inmunitariamente
privilegiados (de cerebro, cerebro fetal y testiculos) en
estas condiciones de la PCR (1 ciclo: 3’ a 94°C; 35 ciclos:

1’ a 94°C - 1’ a 55°C - 1’ a 72°C; 1 ciclo: 7' a 72°C) se

‘definié como criterio de separacidn. Mediante este anélisis

‘cuantitativo por PCR se pudo estrechar a 56 el nimero de los

candidatos.



Ejemplo 3
Anilisis por transcripcién de 1los clones candidatos en
diferentes tejidos de tumores y normales

Para el andlisis por RT-PCR se utilizaron conjuntos de
ADNc que se habian preparado en cada caso a partir de 3 pug
de ARN total de 3 diferentes tejidos del mismo tipo. Los 9
pg de ARN total por cada conjunto de tejido procedente de
tejidos de tumor o normales se transcribieron inversamente
mediante AMV-RT (Promega) correspondiendo a las recomenda-
ciones del fabricante. Con el fin de evitar contaminaciones
con ADN genémico, el ARN fue incubado previamente con DNAse
I (Boehringer Mannheim). La calidad y la cantidad de los
ADNc's se comprobd mediante una PCR con cebadores especificos
para GAPDH (SEQ ID NO:14 y 15) después de 20 ciclos (30" a
95°C, 90" a 60°C). El ADNc de B99 fue aﬁplificado mediante
25, 30 y 35 ciclos del programa consistente en: 1’ a 95°C,
1’ a 55°C, 1’ a 72°C con los cebadores especificos para B99
conforme a SEQ ID NO:7 y 8. Anadlogamente, los otros 55
clones candidatos fueron investigados con los cebadores en
cada caso especificos. Los productos de la PCR fueron
comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa y
coloracidén con bromuro de etidio. Para 3 de los 56 clones
investigados se pudo demostrar una expresidén aumentada en
diferentes tejidos de tumores en comparacidén con tejidos
normales. Un ejemplo de un candidato a B99 esta mostrado en
la Figura 1: El andlisis por RT-PCR de conjuntos de ADNc de
diferentes tejidos de tumores y normales humanos mediante
cebadores especificos para B99, proporciond una fuerte sefial
en el carcinoma de colon y en la linea de adenocarcinoma de
pulmén A549, asi como una débil sefial en el carcinoma de
- mama y el carcinoma de células de rifidn. De todos los
tejidos normales investigados se podia comprobar una débil
- seflal sélo en un tejido de colon. En la evolucidn ulterior

el candidato a B99 fue evaluado con mayor exactitud.




Ejemplo 4
Pexrfil de expresidén de B99 en tejidos de tumores y normales

Uno de los 56 candidatos (denominacidén: B99) mostrd
una seflal mediante transcripcién por RT-PCR en 3 de §
conjuntos ensayados de tejidos de tumores. En la mayor parte
de los tejidos normales ensayados no se pudo comprobar por
el contrario ninguna transcripcién.

Para una investigacidén detallada de BS9 se analizaron
mediante PCR en lo que sigue los ADNc's de muestras indivi-
duales de tejidos de tumores y normales. En tal caso se puso
de manifiesto que la mayor parte de todos los carcinomas de
colon (17 de 23), de todos los carcinomas de péncreas (3 de
3) y de todos los carcinomas de estdémago (4 de 4) expresan
B99. En correspondientes tejidos normales se comprobd una
expresién en 1 de 4, 0 de 3 y respectivaﬁente 2 de 4 casos.
Todos los resultados estén recopilados en la Tabla 1, 1la
Figura 2 muestra resultados ilustrativos para tejidos de
pancreas y de colon: mediante andlisis por RT-PCR de ADNc's
individuales de diferentes tejidos de tumores y normales
humanos wmediante cebadores especificos para B99 se pudo
comprobar un ADNc de B99 en 6 de 7 muestras de tu&ores,
mientras que solamente uno de los tejidos normales investi-

gados (1 de 6) mostraba una débil expresidn de B99.
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Tabla 1:
Tejido de tumor Tejido normal
Tipo Casos positivos/ Tipo Casos positivos/
casos ensayados casos ensavyados

Carcinoma de colon 17/23 Colon 1/4

Carcinoma de higado 0/3 Higado 0/4

Carcinoma de pulmén 2/9 Pulmdn 0/4

Carcinoma de mama 0/10 n.d.

Carcinoma de pancreas 3/3 Péncreas 0/4

Carcinoma de células 110 Rifién 0/4

renales

Carcinoma de estémago 4/4 Estomago 2/4
Linfocitos 0/1
Intestino delgado 1/1
Ovario 0/1
Testiculos 0/4
Préstata 0/1
Timo 0/1
Bazo 0/4
Musculo 0/1
Cerebro 0/1
Corazon 0/4

Para el anélisis por transferencia Northern se

‘este andlisis de 16 tejidos normales.

hibridaron durante 16 h a 65°C borrones de transferencia

- Northern de tejidos miltiples humanos (Clontech, Palo Alto)

con el producto de la PCR de B99 de 271 pb marcado con [a-

32P] dCTP (NEN, Boston). La visualizacidén se efectud
‘mediante autorradiografia patrén (Xomat AR film, Kodak) y
~exposicién en un fosfovisualizador [Phosphoimager] (de

Molecular Dynamics). La Figura 3 muestra el resultado de

En tales casos se

manifesté solamente en el colon y de modo claramente mas
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débil en el duodeno un transcrito con un tamafioc de -3,0 kb.
La pequefia intensidad de la seflal permite aparecer como
improbable sin embargo una expresidén inmunoldgicamente
relevante.

Los resultados de todos los experimentos en 1lo
referente al perfil de ARNm de B99 (compilados a partir de
andlisis por RT-PCR y por transferencia Northern) estén
recopilados en la Tabla 1. El Ejemplo 4 muestra que el B99
es transcrito claramente en un alto porcentaje de tumores de
diferentes indicaciones, mientras que en todos los tejidos
normales investigados no se encontrd ninguna transcripcidn

o se encontrd solamente una transcripcidn aislada.

Ejemplo 5: Deteccidén de la expresidén de proteinas de BS99 en
tumores humanos |

Para la deteccidn de la expresidn de proteinas de B99
se generaron anticuerpos especificos para B99 en conejos.
Para la inmunizacién se utilizdé la proteina de fusidn
bacteriana pGEX-ORF2-1/1 (posiciones 1.278 hasta 1.740 en
SEQ ID NO:1), el suexro obtenido se purificdé por afinidad
mediante el péptido B99-KML (SEQ ID NO:61). Para la compro-
bacién de la reactividad especifica del suero el cuadro de
lectura total de B99 se expresd transitoriamente como
proteina de fusidn con GFP en células de COS y las células
transfectadas se ensayaron en la transferencia Western con
el suero B99-NKF. En tal caso se puso de manifiesto que el
suero reacciona claramente con la proteina de fusidn de B99
expresada. En la sucesidén ulterior se analizaron por via
inmuno-histogquimica 56 muestras de diferentes tipos de
' tumores con el suero BY99-NKF en cuanto a expresidn de B99
(Tabla 2). En tal caso, en 53 casos se mwmanifestd una
expresién de B99 en las células de tumores. Ejemplos de ello
pueden verse en la Figura 4, que muestra los andlisis
inmuno-histoquimicos de cuatro diferentes casos de adenocar-
cinomas (a: colon; b: mama; c: pancreas; d: estdmago). En
todos los casos puede observarse una clara coloracidén de las

células de tumores, mientras que los tejidos conjuntivos y

2J

1

7
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los vasos no muestran ninguna coloracidén. En la Figura 4a
puede verse .ademds que las mucosas de colon normales
residuales no muestran ninguna reactividad con el anticuer-
po. La coloracién antagonista de las secciones se efectud
con hematoxilina. La reactividad positiva en la inmuno-
histoquimica se confirmé en una seleccién de los casos
mediante RT-PCR también en el plano de la ARN. En tal
contexto también los tumores de mama proporcionaban una
sefal positiva de PCR. Este hallazgo diferente en compara-
cién con el Ejemplo 4 se puede explicar por la utilizacién
de otros cebadores de PCR distintos que en el Ejemplo 4.

Tabla 2
Tipo de tumor Casos positivos/casos ensayados

Adenocarcinoma de mama 8/8
Adenocarcinoma de colon 10/11
Adenocarcinoma de pulmén 7/8
Carcinoma epitelial plano de pulmén 9/9
Adenocarcinoma de pancreas 11/12
Adenocarcinoma de estémago 9/9

Ejemplo 6

Clonacién de B9S

El clon B99 posee entre los adaptadores introducidos
mediante el RDA un inserto con una longitud de 271 pb de un
- gen humano desconocido. Para la clonacidén completa de la
secuencia humana se procedid de la siguiente manera: un
~andlisis de UniGene (Centro Nacional para Informacidn de
lBiotecnologia = National Center for Biotechnology Informa-
tion) proporciond los siguientes ESTs homdélogos para B99:
AA315469, AA345780, AA295520. Con ayuda de estos ESTs se
‘pudo prolongar la secuencia de B99 a 439 nucledtidos. Se
sintetizaron nuevos cebadores dentro de esta secuencia (SEQ

ID NO:9 hasta 12). Mediante PCR con diferentes combinaciones
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de estos cebadores, se pudieron amplificar las respectivas
longitudes tedricas de fragmentos a partir del ADNc de AS549.

Clonacién del extremo de 3’': 10 pg del ARN total
procedente de la linea celular 786-0 de carcinoma de células
renales se transcribieron inversamente mediante un cebador
de oligo-dT, y una parte alicuota de este ADNc se sometid a
una PCR, cuyo programa comienza con altas temperaturas de
reanillamiento (annealing) de modo que solamente el cebador
especifico para genes se fija al ADNc (cebador SEQ ID NO:7
6 9 respectivamente), mientras que el segundo cebador
(T~53°C, SEQ ID NO:13) se fija primeramente a una tempera-
tura mads baja a la carga previa de ADN sintetizada de
nuevas. Esta denominada "touch-down PCR" = PCR de toque
(Mastercycler Gradient, Eppendorf) se llevd a cabo en las
siguientes condiciones: 20 ciclos {15" a 95°C, 30" a 75°C
(reducido en 0,7°C por cada ciclo)}, 1 ciclo durante 7' a
72°C asi como 20 ciclos (15" a 95°C, 30" a 50°C) 1 ciclo
durante 7' a 72°C}.

Una parte alicuota de la tanda anterior se amplificd
de nuevo por PCR mediante una segunda combinacidén de
cebadores (SEQ.ID NO:7 y 13 o respectivamente SEQ ID NO:12
y 13) en las mismas condiciones que precedentemente. Partes
alicuotas de las tandas para PCR se ligaron directamente en
el vector pGEM-T easy (Promega) y a continuacidn se trans-
formaron en E. coli J109 competentes (Promega). Los clones
positivos se secuenciaron después de seleccidén por PCR. La
secuenciacidn proporciond una coincidencia con la secuencia
actual a partir del cebador utilizado para la amplificacién
por PCR y ademds de ello 1.777 nucledtidos adicionales hasta
el comienzo de una secuencia de poliA en la regidn de 3’ de
la secuencia. La amplificacidén por PCR de ADNc procedente de
lineas celulares de tumores (786-0, AS549) asi como muestras
de tejidos de carcinomas de colon con los cebadores segin
las SEQ ID NO:16 hasta 18 proporcionaron con los cebadores
originales los fragmentos que se esperaban después de la
clonacién. En el fragmento de ADNc que ahora constaba de

2.216 pb se pudo identificar un cuadro de lectura continuo

27
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desde la posicidén 427 hasta la 1.743. Ademas, en la regidén
5’ de la secuencia no se pudieron identificar cuadros de
lectura adicionales de ningin tipo, de lo cual se puede
sacar la conclusién de que la regidén de 0 a 427 pertenece va
a la regidén no traducida en 3’ del ARNm de B99.
Con ayuda de los cebadores SEQ ID NO:12 y SEQ ID NO:
17 se amplificd, clondé y secuencidé la regidn codificadora
total de B99 procedente de ADNc de AS549. Al realizar la ‘
secuenciacién se obtuvieron varios clones con una insercién
de un nucleétido en la posicidn 923 en comparacidén con SEQ
ID NO:1 (que codifica B99-1) (véanse SEQ ID NO:3 y respecti-
vamente SEQ ID NO:5). ?
Esta insercidén conduce a una modificacidén del cuadro f
de lectura abierto de B99 con una secuencia modificada de f
aminodcidos resultante de ello en la regidén terminal de C de
la proteina de B99; la secuencia del antigeno de B99 (B99-2)
derivada de este cuadro de lectura estd representada en SEQ
ID NO:4. ‘
Uno de los clones aislados a partir de células AS549
mostrd, junto con la insercidn mencionada, un intercambio de ?
nucledétidos en 1la posicidén 622 en comparacidédn con la
secuencia de SEQ ID NO:1. Este intercambio de nucledtidos
condiciona en la posicidén N° 66 de la secuencia de aminoéci-
dos un reemplazo de 4drginina (SEQ ID NO:2, B99-1) por :
triptéfano (SEQ ID NO:4, B99-2). Dejando aparte este ’
intercambio de aminoidcidos, la secuencia de aminodcidos de |
B99-2 hasta la posicidén 166 es idéntica a la de B99-1.
Ademéds de ello, la insercidén mencionada condiciona un
segundo cuadro de lectura potencial desde la posicidén 845
hasta la 1.744 de la secuencia representada en SEQ ID NO:3
(0 en SEQ ID NO:5). Una proteina expresada por un ADNc que
tiene este cuadro de lectura presenta la secuencia de
aminodcidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen-
cia de B99-3 es diferente a la de B99-1 desde la posicidn 1

- a la 27 e idéntica a B99-1 a partir de la posicidén 28.
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Ejemplo 7
Péptidos potenciales de fijacién al MHC en la regidén
codificadora de BS99

Epitopos potenciales para péptidos dentro de la regidn
codificadora de B99-1 segin SEQ ID NO:2 (posiciones de
aminodcidos: 1-438; Tabla 3A), la de B99-2 segin SEQ ID NO:4 1
(posiciones de aminocacidos 150-190; Tabla 3B) y la de B99-3
seglin SEQ ID NO:6 (posiciones de aminodcidos 1-40; Tabla 3C)
se realizaron mediante los algoritmos descritos por Parker
y colaboradores, 1994, tomando como base motivos conocidos
(Rammensee y colaboradores, 1995). Para los mds importantes /
tipos de HLA, especialmente para los HLA-Al, -A*0201, -A3,
-B7, -Bl4 y -B*4403, se identificaron péptidos candidatos 9-
meros, de los cuales es de esperar que se fijen a las
correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan
epitopos para CTL inmundgenos; los péptidos determinados
estan enumerados en la Tabla 3. Mediante un modo andlogo de
proceder se pueden determinar otros potenciales epitopos
para péptidos para otros tipos de HLA u otros péptidos 8- y

10-meros.




Tabla 3A
Candidatos a péptidos de B99 inmundgenos (B99-1)

inicial
en SEQ
ID NO:2/
SEQ ID
NO:

Posicidn Secuencia HLA

5 Lys Arg Leu Cys Gln Leu B14
His Tyr Leu

12 Tyr Leu Trp Ala Leu Gly A*¥0201
Cys Tyr Met

12 Tyr Leu Trp Ala Ley Gly A*(0201
Cys Tyr Met Leu

19 Tyr Met Leu Leu Ala Thr A*0201
Val Ala Leu

21 Leu Leu Ala Thr val Ala A*0201
Leu Lys Leu

85 Ile Leu Asn Asn Leu Glu A3
Val Lys Lys

90 Glu Val Lys Lys Lys Arg A3
Glu Pro Phe

95 Arg Glu Pro Phe Thr Asp B*4403
Thr His Tyr

96 Glu Pro Phe Thr Asp Thr B7
His Tyr Leu

123 Pro Leu Ser Lys Glu Glu A3
Val Glu Phe

127 Glu Glu Vval Glu Phe Pro B*4403
Ile Ala Tyr

147 Glu Arg Leu Leu Arg Ala | B14
Val Tyr Ala

187 Phe Ile Ala Ser Lys Leu A*0201
Val Arg Val




- 40 -

206 Asp Leu Asn Cys Met Glu A*0201
Asp Leu Leu

209 Cys Met Glu Asp Leu Leu A*0201
Gln Ser Ser Val

251 Ser Met Glu Ser Glu Vval Al, A3
Pro Pro Lys

275 Thr Leu His Leu Thr Asn A3
Lys Lys Lys

305 Phe Val Gln His Val Leu A3
Lys Asn Pro Lys

318 Leu Ile Glu Trp Val Lys Al
Asp Thr Tyr

400 Trp Met Leu Gln Asn His A*Q201
His Leu Leu

407 Leu Leu Ala Asn Lys Phe A3
Asp Pro Lys

413 Asp Pro Lys Val Asp Asp B7
Asn Ala Leu

422 Gln Cys Leu Glu Glu Tyx Al
Leu Arg Tyr

423 Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Al, A3
Arg Tyr Lys




Tabla 3B

- 41

Candidatos a péptidos de B99 inmundgenos (B99-2)

Posicidn
inicial
en SEQ
ID NO:4/
SEQ ID
NO:
152 Ala Val Tyr Ala Pro Gln Al, A3
Asn Ile Tyr |
154 Tyr Ala Pro Gln Asn Ile A*0201
Tyr Cys Val
160 Tyr Cys Val His Val Asp A*0201
Glu Glu Vval -
163 His Val Asp Glu Glu Val Al
PrQ Arg Asn
164 Val Asp Glu Glu Val Pro Al, B*4403
Arg Asn Phe
172 Phe Gln Arg Gly Gly Gln Al
Ser Asn Tyr
177 Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Al
Leu Pro Lys
182 Leu Leu Pro Lys Cys Leu A*0201
His Ser Gln




Tabla 3C
Candidatos a péptidos de B99 inmundgenos (B99-3)

Posicidn
inicial
en SEQ
ID NO:6/
SEQ ID
NO:
2 Arg Arg Leu Lys Thr Leu Al, Bl4
Lys Gly Tyr
5 Lys Thr Leu Lys Gly Tyr A*0201
Cys Glu Leu
10 Tyr Cys Glu Leu Cys Met Al
Pro Leu Arg '
12 Glu Leu Cys Met Pro Leu Al, A3
Arg Thr Tyr
14 Cys Met Pro Leu Arg Thr A*Q0201
Tyr Thr Val
16 Pro Leu Arg Thr Tyr Thr A*0201
Val Ser Met
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Ejemplo 8
Experimento de estabilizacidén de MHC con péptidos potencia-
les de fijacidén al MHC especificos para B99

Péptidos potenciales de fijacién al MHC de B99 fueron
comprobados en un experimento de carga con péptidos de T2 en
cuanto a su capacidad para estabilizar moléculas de HLA-A2
sobre la superficie de células T2, lo cual constituye una
indicacién en cuanto a su capacidad de fijacidén al MHC. El
experimento se llevd a cabo tal como ha sido descrito por
Béhm y colaboradores, 1998. La estabilizacién se midid
mediante un andlisis por FACS con anticuerpos especificos
para HLA-A2 (BB7.2). Cinco péptidos mostraron un efecto de
estabilizacién cuando se utilizaron en una concentracidén de

100 pg/ml, representado por un aumento de la intensidad

~media de fluorescencia en comparacidén con el testigo sin

péptido o con un péptido testigo de MAGE-3 Al, gue no
muestra ninguna fijacidén (Tabla 4):

Tabla 4
Péptido Secuencia Intensidad media de la
fluorescencia
ningin 2,27
péptido
testigo Glu val Asp Pro Ile 2,25
negativo Gly His Leu Tyr
MAGE-3 Al
B99-12 Tyr Leu Trp Ala Leu 7,46
Cys Tyr Met Leu
| B99-19 Tyr Met Leu Leu Ala 7,43
« Thr Val Ala Leu
1B99-21 Leu Leu Ala Thr val 3,32
Ala Leu Lys Leu
B99-187 Phe Ile Ala Ser Lys 3,57
Leu Val Axrg Val
' B99-209 Cys Met Glu Asp Leu 4,72
Leu Gln Ser Ser Val
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Para el andlisis ulterior, estos péptidos se investi-

garon en una- serie de diluciones en el mismo sistema de

ensayo, a fin de demostrar una eventual dependencia de la

fijacidén con respecto de la concentracién. La Figura 5

muestra la estabilizacidén de MHC en células T2 mediante
diferentes concentraciones de péptidos de B99. Especialmente
los péptidos de B99-19, B99-187 y B99-209 demuestran una

manifiesta dependencia con respecto de la concentracidén de

la estabilizacién de MHC, por lo cual estos péptidos son

candidatos preferidos para estrategias de inmunizacidén. Como

testigo positivo se utilizd tirosinasa y como testigo

negativo el péptido MAGE-3 especifico para HLA-Al.
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REIVINDICACIONES

1.- Antigeno asociado a tumores con la denominacidn de
B399, seleccionado entre el grupo de polipéptidos que
presentan la secuencia de aminoadcidos que se indica en SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:GT

2.~ Fragmento de proteina o péptido inmundgeno,
caracterizado porque se deriva de un antigeno asociado con
tumores, definido en la reivindicacién 1.

3.- (Poli)péptido inmundgeno segin la reivindicacién
1 &6 2, que provoca una respuesta inmunitaria humoral.

4.- (Poli)péptido inmundégeno segin la reivindicacidn
1 & 2, cuyo o cuyos producto(s) de degradacidédn es (son)
presentados por moléculas del MHC y provocan una respuesta
inmunitaria celular. .

5.- Péptido inmundgeno seglin 1la reivindicacidén 4,
seleccionado entre el grupo de péptidos segiin SEQ ID NO:22
hasta 55. _

6.- Péptido inmundgeno segin la reivindicacidén 5,
seleccionado entre el grupo.de péptidos conforme a SEQ ID
NO:31, 57 y 59.

7.- (Poli)péﬁtido-inmunégeno segin una de las reivin-
dicaciones 1 a 6 éara la inmunoterapia de enfermedades de
cdncer in vivo o ex vivo, induciendo el (poli)péptido una
respuesta inmunitaria contra células de tumores del pacien-
te, que expresan B99.

8.- Composicidn farmacéutica para la administracién

por via parenteral, tépica, oral o local, caracterizada

porgue como componente activo contiene uno o varios (po-
1li)péptidos inmunégenos segin una de las reivindicaciones 1
a 6.

9.- Composicién farmacéutica segin la reivindicacién
8, caracterizada porque contiene diferentes péptidos
inmundégenos derivados de B99(?

10.- Composicién farmacéutica segin la reivindicacidn

9, caracterizada porque contiene uno o varios péptidos
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derivados de B99 en mezcla con péptidos derivados de otros
antigenos asociados con tumores.

11.- Composicidén farmacéutica segin la reivindicacidn
9 6 10, caracterizada porque los péptidos se fijan a por lo

5 menos dos diferentes tipos de HLA.

12.- Molécula de ADN aislada, que codifica una
proteina con las propiedades inmundgenas de un antigeno
asociado con tumores, definido en la reivindicacidén 1, o
fragmentos de éste.

10 13.- Molécula de ADN segiin la reivindicacidn 12, que
codifica un polipéptido inmundgeno con la denominacidén de
B99 que tiene la secuencia de aminodcidos representada en
SEQ ID NO:2, 4 6 6 o fragmentos de proteinas o péptidos
derivados de éste.

15 14.- Molécula de ADN segin la reivindicacidén 13,
caracterizada porque es un polinucledtido con la secuencia
representada en SEQ ID NO:1, 3 & 5 o se hibrida en condicio-

N, nes rigurosas con un polinucledtido de la secuencia repre-

‘sentada en SEQ ID NO:1, 3 6 5. i

20 15.- Molécula de ADN recombinante, que contiene una

molécula de ADN segln una de las reivindicaciones 12 a 14.

16.- Molécula de ADN segin una de las reivindicaciones
12 a 15, para la inmunoterapia de enfermedades de céncer,
induciendo el (poli)péptido de B99 expresado por la molécula

25 de ADN una respuesta inmunitaria contra células de tumores
del paciente, que expresan el B99.

. 17.- Composicidén farmacéutica, gque contiene como

constituyente activo una o varias de las moléculas definidas
en una de las reivindicaciones 12 a 16.

30 (igp— Utilizacién de células que expresan el antigeno
asociado con tumores definido en la reivindicacidén 1, para
la preparacidén de una vacuna contra el cancer.

’ 19.- Anticuerpo contra un (poli)péptido definido en vﬁ)‘
una de las reivindicaciones 1 a 6.

35 20.- Anticuerpo segin la reivindicacién 19, caracteri-

zado porgque es monoclonal.
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21.- Anticuerpo segun la reivindicacién 19 & 20 para

la terapia y el diagndéstico de enfermedades de cancer que
estén asociadas con la expresidén de B99.



RESUMEN

Antigeno asociado con tumores, péptidos inmundgenos
. 5 derivados de é&ste y moléculas de ADN que lo codifican asi

4
como su utilizacidén en la inmunoterapia de enfermedades de '
cancer.




PROTOCOLO DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH et al.
<120> Antigeno asociado a tumores
<130> seqlistl12203

<140>
<l141>

<160> 61

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 2216

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> 5'UTR

<222> (1)..{426)
<220>

<221> CDS

<222> (427)..(1743)
<220>

, €221> 3'UTR
<222> (1744)..(2216)

<400> 1
GTCACGGGRA CTGCCCTTGC EMHTGR?K:CTKIITTH&C%ﬂ%ﬁMﬁH‘TﬂGTKﬂGG
GAAGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTAGGTGC TGRAGGGARA CAGATGAAGA
ACATGAOCTC AAGGAGCTTC CTGICAATGA GARGACCRAAG CTGACGOCTG GCAAAGATAT
ﬂV@GNI%G(IEGN&KHG TTCCTTGGAC ATCTTATGAA TGTCAGAARA TACCTTTIGG
' AGGGTTAGRAA GATCAGGGGA CATGGTTGIT CMHH&?IH GOCACGGRAC ACCGCCRGTC
'Tﬁﬂ{nTGR;pmcmyvntA.GxxHTGnyxAGandut CCTAAGCAGG AGAGAAGCTA
‘CﬂvﬁﬁQﬂﬂ‘GKH%CRIH'O@iITﬂIIlTGKITOxH CTCCACCTGT CTCCCATTCT
GTGACG ATG GIT CRA TGG NKSAGA(ﬂIZTéC(?G CIG CAT TRC TTG TGG

Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu Trp

1 5 10

GCT CTG GGC TGC TAT ATG CTIG CTG GCC ACT GIG GCT CTG AAA CTT TCT

60

120

180

240

300

360

420

468

516

&o



Ala leu Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser
15 20 25 30

TTC AGG TTG AAG TGT GAC TCT GAC CAC TIG GGT CIG GAG TCC AGG GRA
Phe Arg Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu
35 40 45

TCTCAAAGCCAGTACTGTAGGPATATCTIGTATAATTI‘CCTCAAACFT

Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Asn lle Leu Tyr Asn Phe Leu Lys leu
50 55 60

CCA GCA ARG ACG TCT ATC ARC TGT TCA GGG GIC ACC CGA GGG GAC CAA
Pro Ala Lys Arg Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln
65 70 75

GAG GCA GIG CTT CAG GCT ATT CIG AAT AAC CIG GAG GTC AAG RAG ARG
Glu Ala Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys
80 85 90

CGA GAG CCT TTC ACA GAC ACC CAC TAC CIC TCC CIC ACC AGA GAC TGT
Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys
95 100 105 110

GAG CAC TTC AAG GCT GAA AGG PAG TTC ATA CAG TTC CCA CTG AGC ARA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys
115 120 125

GAA GAG GIG GAG TIC CCT ATT GCA TAC TCT ATG GIG ATT CAT GAG AAG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys
130 135 140

ATT GRA RAC TTT GAA AGG CTA CTG OGA GCT GIG TAT GOC CCT CAG AAC
Ile Glu Asn Phe Glu Arg leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn
145 : 150 155

ATA TAC TGT GTC CAT GTG GAT GAG AAG TCC CCA GAA ACT TTC ARA GAG
Ile Tyr Cys Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu
160 165 170

GCG GTC AAA GCA ATT ATT TCT TGC TTC CCA AAT GIC TTC ATA GCC AGT

Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe Ile Ala Ser
175 180 185 190

ARG CTG GIT CGG GIG GTT TAT GCC TCC TGG TCC AGG GTG CAA GCT GAC
Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp
195 200 205

CIC AAC TGC ATG GAA GAC TTG CTC CAG AGC TCA GIG CCG TGG ARA TAC
Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro Trp Lys Tyr
210 215 220

TTC CTG AAT ACA TGT GGG ACG GAC TTT CCT ATA AAG AGC AAT GCA GAG
Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu
225 230 235

ATG GTC CAG GCT CTC ARG ATG TTG RAT GGG AGG AAT AGC ATG GAG TCA
Met Val Gln Ala Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser
240 245 250

564

612

660

708

756

804

852

900

948

896

1044

1092

1140

1188

G/



GAG GTA CCT OCT AAG CAC ARA GAA ACC CGC TGG ARA TAT CAC TTT GAG
Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu
255 260 265 270

GTA GIG AGA GAC ACA TTA CAC CTA ACC AAC AAG ARG AAG GAT CCT OCC
Val Val Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys Asp Pro Pro
275 280 285

CCT TAT AAT TTA ACT ATG TTT ACA GGG AAT GCG TAC ATT GIG GCT TCC
Pro Tyr Asn leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser
290 295 300

CGA GAT TTC GIC CAA CAT GIT TTG ARG ARC OCT ARA TCC CAA CAA CIG
Arg Asp Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser Gln Gln Leu
305 310 315

ATT GAA TGG GTA AAA GAC ACT TAT AGC CCA GAT GRA CAC CTC TGG GCC
Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His Leu Trp Ala
320 325 330

ACC CTT CAG OGT GCA OGG TGG ATG CCT GGC TCT GIT CCC ARC CAC CCC
Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro
335 340 : 345 350

AAG TAC GAC ATC TCA GAC ATG ACT TCT ATT GCOC AGG CTG GIC AAG TGG
Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu Val Lys Trp
355 360 365

CAG GGT CAT GAG GGA GAC ATC GAT AAG GGT GCT CCT TAT GCT CCC TGC
Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys
370 375 380
TCT GGA ATC CAC CAG CGG GCT ATC TGC GIT TAT GGG GCT GGG GAC TTIG
Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp leu
385 390 395
AAT TGG ATG CTT CAA ARC CAT CAC CIG TTG GOC RAC AAG TTT GAC CCA
Asn Trp Met leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro
400 405 : 410
ARG GTA GAT GAT AAT GCT CIT CAG TGC TTA GRA GRAA TAC CTA CGT TAT
Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr leu Arg Tyr
415 420 425 430
ARG GOC ATC TAT GGG ACT GAA CTT TGA GACACACTAT GAGAGCGITG
Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *
435
CTACCIGIGG GGCRAGAGCA TGTACAPACA TGCTCAGRAC TTGCTGGGAC AGIGIGGGIG
GGAGACCAGG GCTTTGCAAT TCGTGGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC TATTAGATTG
TGGGTAAGTA GATCTTTTGC CTTGCARATT GCTGCCTGGG TGRATGCTGC TTGTTCTCCC
ACCCCTAACC CTAGTAGTTC CTCCACTAAC TTTCTCACTA AGTGAGAATG AGAACTGCTG

TGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGTGG TAGAGCACTT GATTTCAGTT GRATGCCTGC

1236

1284

1332

1380

1428

1476

1524

1572

1620

1668

1716

1763

1823

1883

1943

2003

2063

e



4
TGGTAGCTTT TCCATTCTGT GGAGCTGCCG TTCCTAATAA TTCCAGGTTT GGTAGOGTGG 2123

RGGAGARCTT TGATGGRAAG AGAACCTTCC CTTCIGTACT GTTARCTTAA AAATAAATAG 2183

CTCCTGATTC AAAGTAAARAA ARAAAARAAR ADA 2216

<210> 2

<211> 439

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Val GIn Trp Lys Arg Leu Cys Gln leu His Tyr leu Trp Ala Leu
1 5 10 15

Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala leu Lys Leu Ser Phe Arg
20 25 30

Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu Ser Gln
35 40 45

Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys Leu Pro RAla
50 55 60

Lys Arg Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln Glu Ala
65 70 75 80

Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu
85 90 95

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys Glu His
100 105 110

Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys Glu Glu
115 120 125

~ Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys Ile Glu -
130 - 135 - 140

Asn Phe Glu Arg leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr
145 150 155 160

Cys Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu Ala Val
165 170 175

Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe Ile Ala Ser Lys Leu
180 185 190

Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp leu Asn
195 200 205

Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro Trp lLys Tyr Phe leu
210 215 220




10

15.

20

25

30

35

Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys
225 230

Gln Ala Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn
245 250

Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys
260 265

Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys
275 280

Asn lLeu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr
290 295

Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys
305 310

Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu
325 330

Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val
340 345

Ser Asn Ala Glu Met Val
235 240

Ser Met Glu Ser Glu Val
255

Tyr His Phe Glu Val Val
270

Lys Bsp Pro Pro Pro Tyr
285

Ile Val Ala Ser Arg Asp
300

Ser Gln Gln Leu Ile Glu
315 320

His Leu Trp Ala Thr Leu
335

Pro Asn His Pro Lys Tyr
350

Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu Val Lys Trp Gln Gly

355 360

365

His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys Ser Gly

370 375

380

Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp Leu Asn Trp

385 390

Met Leu Gln Asn His His Leu leu Ala Asn
405 410

Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys Ala -

420 425

Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *
435

<210> 3

<211> 2217

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> 5'UTR
<222> (1)..(426)

<220>
<221> CDS
<222> (427)..(999)

. 220>

395 400

Lys Phe Asp Pro Lys Val
415

430

Y



<221> 3'UTR
<222> (1000)..(2217)

<220>
<221> 5'UTR
<222> (1)..(844)

<220>
<221> CDS
<222> (8B45)..(1744)
<220>
<221> 3'UTR
<222> (1745)..(2217)
<400> 3
GTCACGGGAA CTGCCCTTGC TACTTGTGAC CTGCCCTTTA CTCAGCAGTT TTTGTTCIGG
GAAGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTAGGTGC TGARGGGRRA CAGATGAAGA
ACATGACCTC AAGGAGCTTC CTGTCAATGA GARAGACCARG CTGACGCCTG GCARAGATAT
TARAGAGGAG CCTGARACTG TTCCTTGGAC ATCTTATGAA TGTCAGAARA TACCTTTIGG
AGGGTTAGAA GATCAGGGGA CATGGTTGIT CACATTTGCT GCCACGGRAC ACCGCCAGIC
TTCACTTGGG AACAGAATCA OGCCTTGTGA AGAGATCATC CCTAAGCAGG AGAGAAGCTA
CTAAARGGATT GTGTACTCCT CCACCTTCCC TGTGCTCGGT CTCCACCTGT CTCOCATTCT
GTGACG ATG GTT CAA TGG AAG AGA CIC TGC CAG CIG CAT TAC TTG TGG

Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys GIn Leu His Tyr leu Trp

1 5 10
CGCT CTG GGC TGC TAT ATG CIG CIG GCC ACT GIG GCT CIG CIT TCT
Ala Leu Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Ieu Lyg|Leu Ser
15 20 25 30
TTC AGG TTG AAG TGT GAC TCT GAC CAC TIG GGT CIG GAG TCC AGG GARA
. Phe Arg Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu
35 40 45
TCT CAA AGC CAG TAC TGT AGG AAT ATC TIG TAT AAT TTC CIG AAA CIT
Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyxr Asn Phe Leu Lys leu
50 55 60
CCA GCA AAG TGG TCT ATC ARC TGT TCA GGG GIC ACC CGA GGG GAC CRA
. Pro Ala Lys Trp Ser Ile Bsn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln
65 70 15

GAG GCA GTG CTT CAG GCT ATT CTG AAT AAC CTG GAG GIC AAG RAG RAG
Glu Ala Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys

80 85 90

,CGA GAG CCT TTC ACA GAC ACC CAC TAC CTC TCC CTC ACC AGA GAC TGT

60

120

180

240

300

360

420

468

516

564

612

660

708

756

£J



10

15

20

25

30

35

Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys
95 100 105 110

GAG CAC TTC RAAG GCT GAR AGG ARG TTC ATA CAG TTC CCA CIG AGC AAA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys
115 120 125
-GAA GAG GIG GAG TTC CCT ATT GCA TAC TCT ATG GIG ATT CAT GAG AAG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys
130 135 140
ATT GRA AAC TIT GAA AGG CTA CTG CGA GCT GIG TAT GCC CCT CAG AAC
Ile Glu Asn Phe Glu Arg leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn
145 150 155
ATA TAC TGT GIC CAT GIG GAT Cﬁ&\CFV\GHC CCC AGA AARC TTT CAA AGA
Ile Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe Gln Arg
160 165 170
GGC GGT CAA AGC AAT TAT TTC TTG CTT COC AAA TGT CTT CAT AGC CAG
Gly Gly Gln Ser Asn Tyr Phe lLeu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln
175 180 185 190
TAA GCTGGTTCGG GIGGTTTATG CCTCCTIGGTC CAGGGTGCAA GCTGACCTCA
*

ACTGCATGGA AGACTTGCTC CAGAGCTCAG TGCCGTGGAA ATACTTCCTG AATACATGIG
GGACGGACTT TCCTATAAAG AGCAATGCAG AGATGGTCCA GGCTCTCAAG ATGTTGAATG
GGAGGAATAG CATGGAGTCA GAGGTACCTC CTAAGCACAA AGARRCCCGC TGGAAATATC
ACTTTGAGGT AGTGAGAGAC ACATTACACC TAACCAACAA GAAGAAGGAT CCTCCOCCTT
ATAATTTAAC TATGTTTACA GGGRATGOGT ACATTGIGEC TTCOCGAGAT TTOGTCCAAC
ATGTTTTGAA GAACCCTAAA TCOCAACAAC TGATTGAATG GGTAARAGAC ACTTATAGCC
CAGATGRACA CCTCTGGGCC ACCCTTCAGC GTGCACGGTG GATGCCTGGC TCIGTTCCCA
ACCACCCCAA GTACGACATC TCAGACATGA CTTCTATIGC CAGGCIGGIC ARGTGGCRGG
GTCATGAGGG AGACATCGAT AAGGGTGCTC CITATGCICC CTGCTCTGGA ATCCACCAGC

GGGCTATCTG CGTTTATGGG GCTGGGGACT TGAATTGGAT GCTTCARAAC CATCACCIGT

' TGGOCAACAA GTTTGACCCA AAGGTAGATG ATAATGCICT TCAGIGCITA GARGAATACC

- TACGTTATAA GGOCATCTAT GGGACTGAAC TTTGAGACAC ACTATGAGAG CGTTGCTACC

TGTGGGGCAA GAGCATGTAC AAACATGCTC AGAACTTGCT GGGACAGIGT GGGTGGGAGA
CCAGGGCTTT GCAATTCGIG GCATCCTTTA GGATAAGAGG GCTGCTATTA GATTGTGGGT
BAGTARGATCT TTTGCCTTGC ARATTGCIGC CTGGGIGAAT GCTGCTTGIT CTCTCACCCC

TAACCCTAGT AGTTCCTCCA CTARCTTTCT CACTAAGIGA GAATGAGAAC TGCTGTIGATA

804

852

900

948

996

1049

1109

1169

1229

1289

1349

1409

1469

1529

1589

1649

1709

1769

1829

1889

1949

2009

go



GGGAGAGTGA AGGAGGGATA TGIGGTAGAG CACTTGATTT CAGTTGAATG CCTGCIGGTA 2069
GCTTTTCCAT TCTGTGGAGC TGCOGTTCCT AATAATTCCA GGITTGGTAG CGTGGAGGAG 2129
AACTTTGATG GARAGAGAAC CTTOCCTTCT GTACTGTTAA CTTAAAAATA AARTAGCTCOCT 2189

GATTCAAAGT AAAAARRANA AARARAAR 2217

<210> 4

<211> 191

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu Trp Ala Leu
1 5 10 15

Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser Phe Arg
20 25 30

Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu Ser Gln
35 40 45

Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe leu Lys lLeu Pro Ala
50 55 60

Lys Trp Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln Glu Ala
65 70 75 80

Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu
85 S0 95

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Ieu Ser Leu Thr Arg Asp Cys Glu His
100 105 110

Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro leu Ser Lys Glu Glu -
115 120 125

Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys Ile Glu
130 135 140

Asn Phe Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr
145 150 155 160

Cys Val His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe Gln Arg Gly Gly
165 170 175

Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln *
180 185 180

<210> 5




<211> 2217 -

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> 5'UTR

<222> (1)..(844)

<220>

<221> CDS

<222> (845)..(1744)

<220>

<221> 3'UTR

<222> (1745)..(2217)

<400> 5

GTCACGGGAA CTGCCCTTGC TACTTGTGAC CTGCCOCITTA CTCAGCAGTT TTTGTTICIGG

GARGCCCTGG GATTCTGCTA ARTACCTATCA CTGTAGGIGC TGAAGGGAAA CAGATGAAGA

ACATGACCTC ARGGAGCTTC CTGTCAATGA GAAGACCAAG CTGAOGOCTG GCARRGATAT

TAARGAGGAG CCTGAAACTG TTCCTTGGAC ATCTTATGAA TGTCAGAAAA TACCTTTIGG

AGGGTTAGAA GATCAGGGGA CATGGTTGTT CACATTTGCT GOCACGGRAC ACCGCCAGTC

TTCACTTGGG AACAGAATCA CGCCTTGTGA AGAGATCATC CCTAAGCAGG AGAGRAGCTA

CTRAAGGATT GTGTACTCCT CCACCTTCCC TGTGCTCGGT CTCCACCIGT CTCCCATICT

GTGACGATGG TTCAATGGAA GAGACTCTGC CAGCTGCATIT ACTTGIGGGC TCTGGGCTIGC

TATATGCTGC TGGCCACTGT GGCTCTGARA CTTTCTTTCA GGTTGAAGTG TGACTCTGAC

CACTTGGGTC TGGAGTCCAG GGAATCTCAA AGCCAGTACT GTAGGAATAT CTTGTATAAT

TTCCTGARAC TTCCAGCAAA GIGGTCTATC AACTGTTCAG GGGTCACCCG AGGGGACCAA

GAGGCAGTGC TTCAGGCTAT TCTGAATAAC CTGGAGGTCA AGAAGAAGCG AGAGCCTTITC

ACAGRCACCC ACTACCTCTC CCTCACCAGA GACTGTGAGC ACTTCANGGC TGAARGGRAG

TTCATACAGT TOCCACTGAG CAAAGAAGAG GTGGAGTTCC CTATTGCATA CICTATGGIG

ATTC ATG AGA AGA TTG AAA ACT TTG ARA GGC TAC TGC GAG CIG TGT ATG
Met Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu Cys Met

1 5 10 15
' CCC CTC AGA ACA TAT ACT GIG TCC ATG TGG ATG ARG AAG TCC CCA GRA
Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met Trp Met Lys Lys Ser Pro Glu
20 25 30
ACT TTC ARA GAG GCG GTC ARPA GCA ATT ATT TCT TGC TTC CCA AAT GIC

Thr Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Pne Pro Asn Val
35 40 45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

889

931

985

&F
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TTC ATA GCC AGT ARG CTG GIT GGG GIG GTIT TAT GCC TCC TGG TCC AGG
Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg
50 55 60

GTG CRA GCT GAC CTC ARC TGC ATG GRA GAC TTG CTC CAG AGC TCA GIG
Val Gln Ala Asp lLeu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val
65 70 75

CCG TGG AAA TAC TTC CIG AAT ACA TGT GGG ACG GAC TTT CCT ATA AAG
Pro Trp Lys Tyr Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys
80 85 90 95

AGC AAT GCA GAG ATG GIC CAG GCT CTC AAG ATG TTG AAT GGG AGG AAT
Ser Asn Ala Glu Met Val Gln Ala Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn
100 105 110

AGC ATG GAG TCA GAG GTA CCT CCT AAG CAC ARA GAA ACC CGC TGG AAA
Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys
115 120 125

TAT CAC TTT GAG GTA GTG AGA GAC ACA TTA CAC CTA ACC AARC AAG ARG
Tyr His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys
130 135 ‘ 140

AAG GAT CCT CCC CCT TAT AAT TTA ACT ATG TIT ACA GGG AAT GCG TAC
Lys Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr
145 150 155

ATT GIG GCT TCC CGA GAT TTC GTC CAA (AT GIT TTG ARG AAC CCT AAA
Ile Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val leu Lys Asn Pro Lys
160 165 170 175

TCC CAA CAA CTG ATT GAA TGG GTA ARA GAC ACT TAT AGC CCA GAT GRAA
Ser Gln Gln Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu
180 185 190

CAC CTC TGG GCC ACC CTT CAG CGT GCA CGG TGG ATG CCT GGC TCT GIT
His Leu Trp Ala Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val
195 200 205

CCC ARC CAC OCC RAG TAC GAC ATC TCA GAC ATG ACT TCT ATT GCC AGG

Pro Asn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg
210 215 220

CTG GTC ARG TGG CAG GGT CAT GAG GGA GAC ATC GAT AAG GGT GCT CCT
Leu Val Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro
225 230 235

TAT GCT CCC TGC TCT GGA ATC CAC CAG CGG G&CT ATC TGC GIT TAT GGG
Tyr Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly
240 245 250 255

GCT GGG GAC TTG RAT TGG ATG CTT CRA AAC CAT CAC CIG TIG GCC ARC
Ala Gly Asp Leu BAsn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn
260 265 270

ARG TTT GAC CCA RAG GTA GAT GAT AAT GCT CTT CAG TGC TTA GAA GRA

R

1033

1081

1128

117

1225

1273

1321

1369

1417

1465

1513

1561

1609

1657

1705

g/?
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Lys Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu
275 280 285

TAC CTA CGT TAT AAG GCC ATC TAT GGG ACT GAA CTT TGA GACACACTAT 1754
Tyr Leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu leu *

290 295 300
GAGAGCGTTG CTACCIGTGG GGCAAGAGCA TGTACAAACA TGCTCAGAAC TTGCTGGGAC 1814
AGTGTGGGTG GGAGROCAGG GCTTTGCAAT TOGTGGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC 1874
TATTAGATTG TGGGTAAGTA GATCTTTTGC CTTGCRAATT GCTGCCTGGG TGAATGCTGC 1534
TTGTTCICTC ACCCCTAARCC CTAGTAGTTC CTCCACTAAC TTTCTCACTA AGI’GAGAATG 1994
AGAACTGCTG TGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGIGG TAGAGCACIT GATTTCAGIT 2054
GAATGCCIGC TGGTAGCTTT TCCATTCIGT GGAGCTGOCG TTCCTRATRA TTCCAGGITT 2114

GGTAGCGTGG AGGAGAACTT TGATGGARAG AGAACCTTCC CTTCIGTACT GTTAACTTAA 2174

ARATAAATAG CTCCTGATTC AAAGTAAAARA AAANARADAA AAR : 2217

<210> 6

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Arg Arg lLeu Lys ‘Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro
1 5 10 15

Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met Trp Met Lys Lys/ Ser Pro Glu Thr
20 25 ' 30

Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe
35 40 45

Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val
50 55 60

Gln Ala Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro
65 70 75 . 80

Trp Lys Tyr Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser
85 90 95

Asn Ala Glu Met Val Gln Ala leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser
100 - 105 110

Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr
115 120 125

His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys




.10

15

20

25

30

35

12

130 135 140

ZAsp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile
1 145 . 150 - 155 160

‘Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser

165 170 175

'Gln Gln Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His

180 185 190

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

195 200 205

hsn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu
210 , 215 220

Val Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr
225 230 235 240

Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala
: 245 250 “ 255

Gly Asp Leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys
; 260 265 270

Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr
275 280 285

ﬂeu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu leu *
290 295 300

<210> 7

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

TCAATGAGAA GACCAAGCTG ACGCC 25

<210> 8

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 8

GéGAGACAGG TGGAGACCGA GC ' 22
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<210> 9

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 9

TCACGGGAAC TGCCCTTGCT ACTTGT 26

<210> 10
<211> 27
<212> DNA ) -
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 10

GCTCCTTGAG GTCATGTTCT TCATCTG 27

210> 11

211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador
<400> 11

GGAGACCGAG CACAGGGAAG G 21

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciédn de la secuencia artificial: cebador

<400> 12

7
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CCTTCCCTGT GCTCGGTCTC C

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidédn de la secuencia artificial:

<400> 13

TCGAGTCGAC TATATGTACC

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 14

AAGGTGAAGG TCGGAGTCRA CG

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 15

GGCAGAGATG ATGACCCTTT TGGC

<210> 1le

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial:

21

cebador

20

cebador

22

cebédor

24

cebador

V3



15
<400> 16

GACCAGGAGG CATAAACCAC CCGAACC

<210> 17

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 17

TTCCATCAAA GTTCTCCTCC ACGCTACC

<210> 18

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador

<400> 18

CATCCAATTC AAGTCCCCAG CCCCATAA

<210> 19

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidédn de la secuencia artificial: cebador

<400> 19

TGTAGCGTGA AGACGACAGA AAGGGCGTGG TACCGAGCTC GAG

<210> 20

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

27

28

28

43
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<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 20

AGGGCGTGGT ACCGAGCTCG AG

<210> 21

"<211> 11

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 21

GGCTCGAGCT C

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu
1 -5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Tyr Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys

cebador

22

11

78
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<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu Pro Phe
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr
1 5

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu
1 5

€210> 28

€211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Pro Leu Ser Lys Glu Glu Val Glu Phe
1 5

<210> 29
<211> 9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29

Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> BRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val
1 -5 ‘

<210> 32 N
<211> ¢

£212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

77
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Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys
1 5

<210> 35

<211> 10

<212> PRT

'<213> Homo sapiens

<400> 35

Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys
1 5 10

<210> 36
<211> 9
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 36

Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr
1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu
1 5

<210> 38

44
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<211> 9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 38

Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys
1 5 '

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu
1 5

<210> 40

<211> ¢

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr
1 5

<210> 41

<211> 9

€212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys
1 5 -

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

77



Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr
1 5

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr Cys Val
1 5

<210> 44

<211> ¢

<212> PRT

' <213> Homo sapiens

<400> 44

Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val
1 5

'<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn
1 5

<210> 46

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe
1 5

21

§Oo
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<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Phe Gln Arg Gly Gly Gln Ser Asn Tyr
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln
1 5

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

4
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<400> 51

Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu
1 ) 5

<210> 52

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg
1 5

<210> 53

<211> ¢

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr
1 5

<210> 54

<211> S

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val
1 5

€210> 55

<211> 9

£212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Bro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met
1 5

Q<
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<210> 56
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 56

Tyr Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met Leu
1 5 10

<210> 57

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Tyr Met Leu Leu Ala Thr val Ala Leu
1 5

<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Leu Leu Ala Thr val Ala Leu Lys Leu
1 5

<210> 59
<211> 10
<212> PRT
€213> Homo sapiens

<400> 59

Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Vval
1 5 10

<210> 60
<211> 9

5



10

15

25

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60

Glu Val Asp Pro Ile Gly His Leu Tyr
1 5

<210> 61
<211> 218
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 61

Asn Lys Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu
1 5 10 15

Glu Glu Tyr

124
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Intensidad de fluorescencia (Gmedia)

—e—Tirosinasa
-+ MAGE-3 A1
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20 40 80
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BRESENTACION Y PODER

79,
For_patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commerdal names, trade emblems, ;
slogans. . A :

. N e o

Para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fabrica, nombr%’i'?
_comerdiales, ensefias, lemas comerciales.

3755
0569 .

il

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

1 (we), the undersigned/Yo (nosotros), abajo firmado (s)
BOEHRINGER INGELHE_IM INTERNATIONAL GMBH

of/domiciliado (s) en D=55216 Ingelheim am Rhein,

GERMANY

presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa, 832;
LO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa.
iyLUZ‘ CLEMENCIA DE PAEZ, tém. 23555; domicilados
ferflaf@arrera 4° N® 72-35, Bogot4, Colombla, en obedecimlento a
l0Xd ;3P Utesto en el pardgrafo 19 del Artfculo 543 del Cédigo de
& icio, el primero como principal y los demis como
1tes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todoSMOs asuntos de propiedad industrial con facultad para
fecibignotificaciones 'y nombrar apoderados judiciales o
ai;ﬁa diciales. El primer representante suplente reemnplazari al
icipal en caso de ausencia o impedimento temporal o
sﬁ{mﬁ de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
uridoirepresentante suplente haya de reemplazar al primero,
ercero al segundo. En tales casos, el representante
Principal; o el primero, 0 segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
Heglataran su  intencién de no ejercer la representacién
Megiante declaracion autenticada por Notario Piablico en
¥olotbia, o' por Notario u otro Funcionario Ptiblico, o Cénsul
(@0lonibia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
onfelfckrtificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
EetinifiVamente, el siguiente tomaré su lugar. Cuando cesare la
NisAnviafo impedimento del representante principal, o de su
Primierof0 segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
epIpsentacion, en su orden, uno u otros segin el caso,
Bumiciidola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
Nortiento) el ejercicio de la representacién por el primero,
Epundoly tercer suplente en su caso.

MemasMiconfiero (conferimos). poder a los abogados arriba
Bmbrados, para obtener la proteccion de mi (nuestra)
opgedad: industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
[ectoffautorizo (amos{ a los dichos apoderados para que me
j0S)/eéDresenten ante cualesquiera entidades o personas,
Erzangoino jurisdiccion, ezpecialmenle ante las del orden
Bministrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
2&1 buhales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
p tésk asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,
Ridelosiide utilidad, y disefios industriales; el registro de
Rrcaslde fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
Melciales, nombres f’r ‘omerciales, wensefias, variedades
getaleshy. denominaciones de origen; su.renovacicn, traspaso,
nbioNde. nombre o domicilio; cancelaciOn voluntaria; y el
¥ istioldeflicencias de uso.de esos derechos; b) Las acciones de
gnpetenicia desleal, pristeccion del consumidor, oposiciones u
E iolies, cancelacién administrativa’ y judicial, nulidad,
didasilcautelares, concesién de licencias, la  tytela, la
Dteccionfde secretos industriales, y.-en.general los juicios
glocpenales, administrativos o gontencioso-administrativos
- D: con estos derechos; accidnes. y- procesos que

Jhitosearriba determinados, pliedan. siistituir este;mandato,
XsicioMconciliar, admitir los hechos del ‘proceso, desistir,
CelarMrecibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes

BINOVAIMOS 0 se nos promuevan. Y- para que en todos los -

Given and signed this/Dado y firmado hoy

BOEHRINGER INGELHEN

In due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543
of the Commercial Code, do hereby appoint GERMAN
CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO
FERRERO, tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555; domiciled at Carrera 4* N® 72-35, Bogota, Colombia, Fhe
first as principal and the others as alternates, in the order of
their appointment, as our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal in case of his absence or of temporal or
definitive impediment. The same rule will apply when the
second alternate representative is to replace the first one, or
when the third is to replace the first or second alternates in their
turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their tum, or
both of them, shall state their intention not to act as -
representatives through a declaration given before a Nota
Public in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn
ceases, the representation can be taken again in their sequence,
by the principal, the first or second alternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the
above-named attorneys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which purpose I (we) authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, comumercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
~change of name or domicile, voluntary cancellation; and the
registration of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer, oppositions or
observations, administrative or Court cancellation, nullity,
infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and suits instifued by me (us) or against me (us). And
that in all the above matters they may substitute this Power of
Attorney, compromis¢, conciliate, admit the facts of the case,
desist, cancel, receiye, resign, and ratify acts done by

representatifes withotit a power of attorney.

I A RAeIm e, 12.1995

3£ BOGOTA. HAGO CONSTAR QUE Xy
OTOSTATICA COINCIDE CON EL QR \
! B

in/en INTERNATIONAL GMaR

P GINAL OBE HE
T, b3

i/ PPe:

et e

Dr. Di eter Laudien ‘{/—(&aCL

Signature

{
»
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The Colombia Consul must issue a co sular cgtificate, on (1
the legal existence of the company which grants g
Power-of-Attorney, (2) that it is in actual exercise of

El Sefior Cénsul de Colombia debe expedir un certificado

consular subre (1) la existencia legal de la compaiiia que otorga

el puder, (2) que ésta ejerce su objeto social, y (3) que las )

personas que otorgan el poder estin autorizadas para darlo. A company purposes, and (3) that the persons who execute the

este efecto les solicitamos que muestren al Sefior Cénsul las Power of Attorney is autorized to do so. To this effect, please

pruebas que acreditan esos hechos (1), (2) y (3). . show the Consul the evidence to prove the above facts (1), (2)
and (3). :

L

DE SANTAFE

CESTACOPIA OT0STATICA

TENIDO A LAY
5 By

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Se{gt’m los articulos 65 del C. d2 P.C. y 480 del C. de Co,,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
existencia, que ejerc®’'su objeto social y que quien confiere el poder es su representante.



X UR.Nr. 2659 /95 V.
v \1‘ . 'q‘;l‘ . ‘Tr .
J/ .}‘

Vorseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften der Herren:
1. Dr. Dieter L audie n, Dipl.-Chemiker, wohnhaft in 55127 Mainz,.
2. Dr. Gerhard H u b e r, Rechtsanwalt, wohnhaft in 55411 Bingen,

- mir bekannt -

beglaubige ich hiermit.

Gleichzeitig bescheinige ich aufgrund heutiger Einsichtnahme in das Handelsregi-

er des Amtsgerichts Bingen, daR die Firma Boehringer Ingelheim International

i o

I Notariatsverweser
anstelle des Notars ~ _
Prof. Dr. Weirich in Ingelheim

R ALY
RIQ SEXTO ENCARGADD DEL RCULO “
E 0% BOGOTA HAGO CONSTAR f\.c ‘

-9100E 1 -

Die Echtheit vorstehender Untefsc :
Dr. Peler HWHirth - Notariatsverue%% s{edkgédeS»Notars
Prof. Dr. Weirich in Ingelhein s LS - EERTRETE dés bei -
gedriickten Dienst - sbempuedkx 4 siegills werden hierdurch
bestdtigt. Zugleich wird beschrainig

o] v

id

—

zur Vornahme der Asitsha

=t}

ung

>

f Kostenbernchnung:
LGebohr fQr Legalisa-

Lt -,
ogr't: DM Jﬂb )

JVKostO. v. 26 7.1857
BGBL. | S. 861 (/ﬂ

'Der Prisident\ des Landgerichts

ol e M

farns Paul TuLLmborg )

4

Mainz, den drdizehnten Dezember neunzehnhundertfimfundneunzig



‘;. ‘. - CONSUIADO GENERAL DE COLOMBIA

- .

MUNICH

Nr. 169

El Coébnsul General de Colombia

CERTIFICA

Que el Dr. Hanns Paul Tuttenberg ---—-- . quién autentica la fir-

ma del signatario en el presente documento, ejercia en la fecha

alli indicada las funciones de Presidente del Tribunal Regional
-en Mainz. ——

Que la firma BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GmbH,domiciliada

en 55216 Ingelheim am Rhein, Reqgistro Mercantil Nr. HR B 1U63 del
Juzgado Municipal de Bingen

esta constituida y ejerce su objeto social de conformidad con las
leyes de la Replblica Federal de Alemania.

'« quien ‘(es) firman el presente documento tiene (n) facultad legal

suficiénte para representar a la mencionada firma y otorgarpoderes '
en su nombre.

-.,.!,“.

Que ha tendo a la vista la documentacién que prueba lo anterior.

Munich, 18de Diciembre de 1995

-
AN
-
-

DE COLOM».A

-~ Derechos para la Nacidén US $ 6.-
:..  Fondo Rotatorio Us $ 100. -
" Tasa consular US $ 1T xDM 1,60 =DM 169.60 ggigiéﬁ%zgié
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TRADUCCION OFICIAL MNo. 3133

de un documento escrito en Aleméan, el cual para su identificaciéon
se sella caon el sello de la traductora, lo mismo gque 1la
presente.—

(A continuacidn del poder conferido a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
GOMZALO FERDOMO, tpa. 31 EMILIO FERRERO tpa, 31929: vy LUZ
CLEMENCIA DE FREZ, tpa 235585; domiciliados en la Carrera 4 hNo.
T35, Bogoté4, Colombia, por la BOEHR IMGER INGELHEIM
INTERMATIONAL GMBH, domiciliada en D-35216 Ingelheim am Rhein,
RFA. & través de sus representantes los Srs. Dr. Dieter Laudien vy

Dr. Gerhard Huber:)

Legalizacidn

Frotocolo notarial No. 2Z689/93 V

ertifice la auvtenticidad de las firmas antecedentes puestas ante

’

i por los seficres: . B

Dyr. Dieter Laudien, Dipl. Chim., domiciliado en SH®1%7 Maiﬁé,

Dr. Berhard Huber, abogado, domiciliado en

'C NOTARIO SEXTO ENCARGADO DEL CNCULO&‘.
' OF SANTAFE DE BOGGTA, HAGO CONSTAR QUE
ESTACOPR FOTESTATICA COINC!DE CONEL ORI x\

quienes CcONCICO en persona.




Igualménte certifico, por haber examinado en la fecha el Registro
de Comercio del Jurzgado Municipal de Bingen, HR R 1063, que la
firma FEoehringen Ingelheim International OGmbH, domiciliada en
Ingelheim am Rhein, estd inscrita bajo el Nq. HR B 10683 en el
Fegistro de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen vy que las
sefores Dir. Laudien vy Dr. Huber, en z=u calidad de apoderados,

estén facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ingelheim am Rhein, 12 de diciembre de 19953/hin

Fdo.: firma ilegible
Fé(Hilo y ablea roja en relieve:) El notarioc suplente
,El notario suplente -~ Ingelheim del notarico de Ingelheim

Frof. Dr. Weirich

{(dos sellos redondos en tinta del Tribunal Regional de Mainz)

e certifica  la autenticidad de la firma antecedente del Dr.
eter Wirth, como notario suplente del Frof. Dr. Weirich, notario

e Ingelheim, y la del sello oficial gque la acompafa. Igualmente

certifica gue &1 mencionado notaric estaba facultado para

ealizar eze acto oficial.

v B0 DELCIRCULO &
BoEH b :

Mainz, trece de diciembre de mi HBECONSTAR QuE

noventa ¥y cinco
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El Fresidente del Tribunal Regional . *° TR
' e e g~.g2‘. T - -
(E) Fdo.: firma ilegible AR
(Dr. Hanns Faul Tattenberg)e—m—— Y .
: el orLh A mITAZE Al sy 3lilAGS
TR IR RN
. e Vo T a g,
ostas SN ol w2
Derechos de legalizacién s ' - ‘
{VYalor:DM 5.000,-) : Tl ing .

JVKostO del 26 de julieo 1957 B
Gacetas Oficial I Fag. 861 P
DM 20, -

Mainz, 13 de diciembre de 1995

Fdo.: firma ilegible

Inspector

. |
EM ESFAMOL: La legalizacidn de las firmas antngé?ntéa poﬁs el

=55 = —t
Consulado de Colembia en Munich bajo el No. 189 dﬁi l%;uﬂe
o x
’ ,i}f;"_ Dez
diciembre de 1995, y por el Ministerio de Relacioghés Eﬁtergﬁyes
de Colombia bajo el No. 051606 del 4 de enero de 1986. = e
4 ;f =]
. - . - = ) ]
Fagados derechos y Fonde Rotatorio US$ 106,—- e ot w

ES TRADUCCION FIEL Y COMFLETA, de

__/
archivos de estas oficinas para su confrontacidn.. :” :: B
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SANT'UFED BOGOTA O,

SANTAFE DE BOGOTA D.G.
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. ; CAVELIER
o ABOGADOS CORREO ELECTRONICO MUNDIAL: CAVE
: 1S7) (1) 2339850
TELEFONO (57} (1) 2120100
T 45479 CAVE CO EDIFICIO SISKI A

07375 CAVE UC . - CARRERA 49 No.72-35 CasLes: CAVELEYES

BOGOTA 8, COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.

poderdante: BOFHRINGER INGELHEIM INTERNATTONAL GMBH

"oy

Poder conferido-el: 12-12-85.

“~ P

Yo, GERMAN CAVEﬂIﬁR; obﬁénd@iéﬁ'ﬁi“éalidad de apoderado
principal del poderdante arriba ‘ﬁéncionado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo €l “poder “que me ha sido
conferido en la pefsoné le”dBCEof EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.929:4¢6h.t0das las facultades que me
fueron conferidas._ |

Hago la aﬁtérior sustitucién conforme-al_articulo 66 del
Cdédigo de Procedimientb' Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento.

Senor Jefe,

\
e Q————C&/&

GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832 -
C.C. No. 2.877.924 de Bogotéa

Acepto:

EMILIO FERRERO
T.P.A. N2 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

1
2e-78052

CAVELIER ABOGADOS NIT. 860.041.367-3




NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
RECONOCIMIENTO Y PRESENTACION PERSONAL
Bogot4, D. C. 14 ENE 10098
Ante I%, PASLO ZIENDZZ BARAIASA. ) /
NOTARIO $EX70 ENCAR 2
Compar:.-.o\cror.)

Qquian{es) esind; *rZ 1) alsy . ”
2T ITT 7

y la(s) Libs 33:/3(.,} MiGtariss) : —

. / — —

Pl
domicili ada’ 3) &1 Bogoidy dacandaron) que fa(s) firma(s) que
@parecen(n) & &l praswits doinanio es{son) 1&s) suya(s) ¥
que el contanids dat milzm 83 cizrio.
€n constancia o firma 2sia Dilgoncia

mmc&awz&xk
}\
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Industria y Comercio

. SUPERTNDUSTRIA Y CONERCID
Radicacion ¢ 0030337 00000000

Folios: 190
Fecha (R'D): 2000-04-27 17:29:27

Dependencia: 2020 DIVISICY IE MUEVAS CREACTCUES
NIT : 800176089-2

ROFICIAL DE CAJR 21,632
' BRRIL 3 DE 2000

i1y COKSIGBRACION Hn

TIFD PAGD BANCE SUCURSAL CUENTA Ho. PABED Yr. PRGD
#BOBADOS CONSIGNACION  BANCO POPULAR  BOGDTA 56-00024-9 750461 28,757,000.00

it C 0 % CEF T O i

SCLICITUDES 1 TRAMITES DE S50L. DE PATENTE DE I 508,000,300
T07AL & $ 408,300,008

Conmutador: 334 12
Fax: 281 31 25

SUPERINTENDENCIA

Trevite ;002 PRTENTES D 1 REGISTRO/ 411 PRESENTAC

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10

21

Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Indusiria y Comercio -
SUPERINTENDENCIA |

\{',m

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMIS" ™ SUPERIHDUSTRIA Y COVERCID

Radicacion ¢ 00030397 00000000 Folies: 100

Fecha (RD): 2000-04-27 17:23:27
Travite : 02 PATENTES D 1 REGISTRD/ 411 PRESENTAC
Deperdencia: 2020 DIVISION IE KIEVAS CREACIQNES

PATENTE DE INVENCION | MODELO DE UTILIDAD [ |

l/me e identificacion del Solicitante [ 1]
L No

/'nbre e identificacion del Inventor [] |
) Tifulo 0 nombre de la Invencion [ ]

?scripck’m [ f
ﬂ}'windicaciones (] |
Regun

esumen [ ] ’

{0°Comprobante de Pago [1

COMPLETA[”] INCOMPLETA [ |

DISENO INDUSTRIAL [ ]

o Nombre e identificacion del peticionario [ 1]
o Nombre e identificacion del inventor o disefiador []
e Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse []
_» Representacion grafica [1

o Comprobante de pago - []

COMPLETA[ | INCOMPLETA [ ]

EFirma %able

3
1

Carrera 13 Ne. 27-0D Piso 5y 10
Conmutador: 33412 21.2.3.4
Fax: 281 31 25 e-mail: info@sic gov.co
Santa Fe de Bogotd D.C. - Colombia




SI "= SUPERINTENDENCAG{}
" DEINDUSTRIA

\aas Y COMERCIO i@
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

PRIMER EXAMEN DE FORMA W

)
EXPEDIENTE 00-030397 2000 °4|.28

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision 344
¢ se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI[x] NO{[ ] NO APLICABLE [ ] Presento los poderes necesarios en
1 forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

Sl[x] NOJ[ ] NO APLICABLE[ ] Acreditd, en forma correcta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante (art.
14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto  117/94).

[x] NO|[ ] NO APLICABLE [ ] Presento, en forma correcta el

: comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucion 02 del 4 de enero
del 2000 ).

NO[ 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del Convenio
de Paris.

- NO[x] NO APLICABLE [ ] Presento copia, certificada su conformidad
por la Administracion que recibio6 la solicitud de la cual reivindica
prioridad, al momento de radicar la solicitud nacional.

NO[x] NO APLICABLE [ ] Present6 la traduccion del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad (Art.
4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999 S.1.C.).

o

"| [] NO[x]  CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

®BSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar

ia certificada su conformidad por la Administracién que recibi6 la solicitud de la cual
ndica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados
?paﬁir de la fecha de depoésito de la solicitud posterior. La omisidn de esta formalidad
plicara la perdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptla que esta solicitud:

I [] NO[X] Se ajusta alos aspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,

..932 ] NO([x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.
‘ntafé de Bogota, D.C., 28 de abril del 2000.

MINADOR JURIDICO

)

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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Folio K23
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
F2irmep. EXAMEN DE FORMA
Q30 !
2H00 /OO\‘ 0 ,u‘t

Radicaciéon no_(0- 30247 }
Concepto Técnico no M492. Clasificacion Internacional de Patentes 00%x YO <
Pk e 2

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se determind que esta
:solicitud de Patente de Invencion:

SId NO O Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).
SIM NOW Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).
SIA NO C] Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-e).
SIX® NO D Contiene el titulo o nombre de la invencidn en forma correcta (Art.13-b).
% SIAQ NO™M Contiene la descripcion clara y completa de la invencién (Art.13-c).

SIU NOX Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
i 117 del 94).

No O Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

SIQ NO X Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

M No O Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

& NOS Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

¥ NOU Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

&4 NOO Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

1 NOXN CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: S8 NO O ver hoja(s) anexafs)

anta Fe de Bogot, D.C., 4 de oepﬁembte-/ z000.

202086,
EXAMINADOR TECNICO




SUPERINTENDENCIA /) /
DE INDUSTRIA
Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES \
PRIMER EXAMEN DE FORMA .
| 2327 T
2370 TECNICO: 1432 2000 04 09
' . 00030397

CO7K 14/82, C12N 15/11, A61K 45/05.
Realiz;er Primer Examen de Forma se hace Ia siguiente observacion: ‘_

a f igura 3 contenida en el folio 87 no es lo suficientemente nitida para observar los datos que
egqn el folio 34 deben verse y permitir una buena copia a través de Offset o Scanner. Por tanto,
equiere una nueva copia de la figura en cuestion.

folio 11 se afirma que “B99-3 es diferente desde la posicion 1 a la 27 de la B99-1 y a partir
dellalposicion 28 es idéntica a la de B99-1". El analisis de las secuencias SEQ ID No 2y 6 no
coincide con dicha afirmacion, sirvase aclarar este punto, pues aparentemente no se encuentra
ud delas secuencias 2 y 4 con la secuencia 6.

—

re| ndicacion nimero 2 no es clara puesto que en eIIa no se define ni delimita el objeto de la
enmon Decir que el objeto de la invencion es un fragmento de proteina que se “deriva” de otra
rotema no permite establecer de manera exacta cual es la proteina que para la cual se reclama
proteccuon Por consiguiente, se requlere que se indique si el objeto de la invencion es un
‘ agmento que comprende una secuencia mas pequefia pero exactamente igual a la secuencia
identificada como SEQ 1D No 2,4 6 6, 0 si un derivado es un fragmento que tiene una sustitucion
ofmodificacion genética de las secuencias SEQ ID No 2, 4 6 6, en este ltimo caso seria
necesario precisar cuales son los aminoacidos o las bases mutadas. En general, el solicitante
deDE definir claramente que es un derivado y cual es el derivado que pretende proteger.
icionalmente, se hace notar que esta definicion sera tenida en cuenta para establecer las
cteristicas de la composicion farmacéutica reclamada en las reivindicaciones 9 y 10 y la
secuencia de DNA de la reivindicacion 13.

Walreivindicacion 14 no es clara puesto que en ella se reivindican dos objetos de invencion, una
molec la de: ADN con la secuencia SEQ ID No 1, 3 6 5 y una secuencia que hibridiza en
iciones rigurosas con las secuencias antes mencuonadas Sirvase dividir esta reivindicacion

IL[::@ vindicaciones 19 y 20 no son claras no es clara, ellas no definen de manera precisa el
objetolde la invencion y por ende no cumple con el literal d) del articulo 13 de la Decision 344 de la
eor lsmn del Acuerdo de Cartagena donde se indica que: ‘Las solicitudes para obtener patentes

rteccron Siendo que un anticuerpo es una proteina, se requiere que para lograr establecer de
formal) e’;acta cual es el objeto de lai mvencmn que dIChO antvcuerpo sea defi nldo en funcnon dela

acceder a dicho anticuerpo, de lo contrario se requiere que se eliminen las
-que hagan mencion del anticuerpo pues sin los datos mencionados ellas no
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3 _ A3
[ AUTO 1253 2000|041y |

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ART‘ICL{LO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor EMILIO FERRERO, como

b

rado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

Lé SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Sion dbl Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
inta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
puesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
e forma. ’

RTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
roced:s fe¢urso alguno en la via gubernativa.

OTIFIQUESE Y CUMPLASE S

Gog E ﬂ
Dado en Santafé de Bogota D.C.- 12 SeP 20
3 ; -~

A JEFE DE LA DIVISION DE NYEVAS CREACIONES,

"

ME A CESPEDES DE VERGEL

OTIFICADO POR ESTADO

BB antafé de Bogota D.C.4 4 §

’ Y0 notificado por anotacion en estado de esta misma
fecha.

‘NGMENT}O NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO SI___NO

'NCIMIENTO TERMINO PRORROGA
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