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1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en

el asunto antes identificado, me refiero al auto nGmero 1253, notificado
por estado del 14 de septiembre de 2000.

Para atender a la providencia anterior solicité un plazo pcr medio de mi
memorial ndmero 00030397 00000002 radicado el 26 de octubre de 2000.

2, Mediante el auto namero 1253 se puso en conocimiento del
solicitante el informe que contiene las observaciones hechas por su
Despacho sobre la presente solicitud de patente. Atiendo a las
observaciones de la manera siguiente:

2.1. En la descripcidn. Presento junto con este memorial una

nueva descripcién, en la cual el solicitante ha decidido
eliminar la figura 3, vreferida en la p&gina 33. En
consecuencia, las figuras han sido renumeradas. Al comentario
del seflor Examinador donde indica que en la p&gina 10 no hay
coincidencia de la secuencia B99-3 con la secuencia B99-1, el
solicitante aclara que la secuencia B99-3 desde la posicidn :
28 a la posicidén 299 es idéntica con la secuencia B99-1 desde
la posicidén 167 a la posicidén 438. En consecuencia se .

presenta dicha pé&gina 10 corregida.
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Presento con este escrito un

2.2. En las reivindicaciones.
el cual se dividié 1la

nuevo pliego reivindicatorio en

reivindicacidén 14.

el solicitante desea

Con respecto a la reivindicacidén 2,
fragmentos en la

aclarar que la caracteristica de 1los
reivindicacidén 2, es que dichos fragmentos tienen que ser
inmunogénicos. En la descripcién se describe ampliamente
codmo seleccionar los fragmentos que cumplen los
requerimientos para ser inmunogénicos. Es casi imposible
definir en detalle las pruebas por medio de las cuales se
seleccionan los fragmentos dentro de dicha reivindicacién.

Por lo tanto el solicitante considera que dichos fragmentos

estdn definidos per se.

En las reivindicaciones 19 y 20, el solicitante no desea
reivindicar un anticuerpo especifico, caracterizado por su
secuencia o por un depdsito. Dichas reivindicaciones se
encuentran dirigidas a una clase genérica de anticuerpos que
las proteinas novedosas (antigenos) de 1la
se puede considerar que dichos
especificidad de los

se unen a
invencidén, por lo que
anticuerpos estadn definidos por la

mismos.

Le solicito se sirva aceptar este nuevo capitulo

reivindicatorio en sustitucidn del presentado originalmente.

solicito a Usted, muy comedidamente, que si el

Finalmente,
examinador encuentra alguna discrepancia con respecto a
alguna de las anteriores explicaciones, éstas sean .

informadas junto con el examen de fondo y no constituyan

impedimento substancial para el buen desarrollo de esta

solicitud de patente.

2.3. Dibujos. Presento junto con este escrito los dibujos de:

las figuras 1 a 4 que se mencionan en la descripcidn.

!

copia’
!

i

2.4. Copia Certificada. Me permito informarle que la

certificada de la solicitud de patente alemana ndmero 199 19:
225.1 del 28 de abril de 1999 junto con su respectival

traduccidén de sus reivindicaciones y carédtula, en la cual se



2/

CAVELIER

ABOGADOS

basa la reivindicacidén de la prioridad fue presentada junto
con mi memorial 00030397 00000001 del dia 24 de julio de
2000.

2.5.Recibos. Presento junto este escrito, el recibo de pago
por valor de $68.000.00 ©por concepto de modificaciones en

solicitud pendiente.

3. Puesto que se han atendido a cabalidad 1las observaciones
hechas por su Despacho sobre 1la presente solicitud de patente,

atentamente solicito que se continle su tramitacidn.

Bogota, ?2 Die. ZEBU
Sefiora Jefe, N ’ o 5

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929

COLO 09255-801-021-8
JJC-~ID-146 !
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Antigeno asociado con tumores

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

E]l sistema inmunitario tiene la misién de proteger al
organismo con respecto de un gran nuimero de diferenteé
microorganismos o la de combatir activamente a éstos. Ea
importancia de wun sistema inmunitario intacto se muestra
sobre todo en el caso de inmunodeficiencias heredadas o
adquiridas. El1 empleo de programas profildcticos de vacuna-
cién se manifesté en muchos casos como una intervencién
inmunolégica extremadamente conducente a su finalidad y con
éxito en la lucha contra enfermedades infecciosas viricas o
bacterianas. Ademds, se ha mostrado que el sistema inmuniﬁa—
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 mads amplio, cada coﬁpo—
nente (peptidico o no peptidico) de una célula tumoral, ique
se reconoce por un elemento del sistema inmunitario y
conduce a la estimulacién de una respuesta inmunolégica,
puede funcionar como antigeno tumoral inmundgeno. fLes
corresponde importancia especial en tal caso a los antigenos
de tumores que no solamente provocan una reaccidén inmunolés-
gica sino que producen también un rechazo del tumor. La
identificacién de antigenos definidos, que pueden proéucir
tal reaccidén inmunoldgica, constituye una etapa importante
para el desarrollo de una vacuna molecularmente def@nida
contra tumores. Aun cuando todavia no se ha puesto en blaro
totalmente qué elementos del sistema inmunitario son
responsables de un rechazo del tumor, existe sin embafgo un
consenso acerca de que en este contexto desempefian un papel
especial los linfocitos T citotdxicos (CTLs, de Cytétoxic
T Lymphocytes), que expresan CD8 (Coulie, 1997). Espécial—

mente en el caso de las especies de tumores (p.ej. mellanoma

1
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y carcinoma renal), que tienen una tasa de remisién esponté;
nea relativamente alta, se pudo comprobar una correlacidn
entre la evolucién clinica y la aparicién aumentada dé
células T CD8T vy CD4% (Schendel y colaboradores, 1993ﬁ
Mackensen y colaboradores, 1993; Halliday y colaboradores)
1995; Kawakami y colaboradores. 1995; Kawakami y colaborad@—
res, 1996; Wang, 1997; Celluzzi y Falo, 1998). En tal caéo
se obtuvieron clones de CTL especificos o bien a partir @e
linfocitos que se infiltran en tumores (TIL, de Tumor
Infiltrating Lymphocytes) o células sanguineas mononucleares
periféricas (PBMC, de Peripheral Blood Mononuclear cells)
después de cultivacidén conjunta con células de tumores, Que
la mayor parte de las veces son autélogas, y de estimulacién
in vitro de las citoquinas. Tanto en modelos de anima?es
como también en sistemas de cultivos celulares humanos
cultivados in vitro se pudo reforzar la respuesta de Jlas
células T frente a células de tumores por transfeccién, de
las células de tumores con citoquinas (van Elsas y colabdra—
dores, 1997; Gansbacher y colaboradores, 1990; Tepper y
colaboradores, 1989; Fearon y colaboradores, 1990; Draﬁoff
y colaboradores, 1993). ‘

Por causa de la correlacidén entre la remisidn y la
participacién de células T cD8%, 1la identificacién de
antigenos asociados con tumores (TAA), gue son reconocﬁdos
por CTLs positivos para CD8, constituye una meta principal
declarada en el camino para el desarrollo de una vécuna
contra tumores (Pardoll, 1998; Robbins y Kawakami, 1996).
Todavia no estd claro si también desemperian 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 meﬁanoma
indican que esto es asi (Marchand y colaboradores,51995;
Boon y colaboradores, 1998). En los dltimos aﬁoé transqurri-
dos, se ha identificado una serie de TAAs, gue son recénoci—
dos por los CTLs (Boon y colaboradores, 1994; van den: Eynde
y van der Bruggen, 1997). f

Las células T reconocen a antigenos como fragmentos

e e L
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res de moléculas del MHC ("major histocompatibility complex"!
= complejo de histocompatibilidad principal) en sereé
humanos, "HLA" = "human leukocite antigen" = antigeno dé
5 leucocitos humanos). Hay dos clases de moléculas de MHC: laé
moléculas del MHC-I aparecen en la mayor parte de la$
células con nicleo y presentan péptidos (usualmente 8 - 10%
meros), que se forman mediante descomposicidn proteoliticé
de proteinas endbgenas (el denominado tratamiento dg
10 antigenos, "antigen processing"). Los complejos de péptidoé
y del MHC-I son reconocidos por CTLs positivos para CD8. Las
moléculas del MHC-II aparecen sdlo en las denominadas
"células presentadoras de antigenos profesionales" (APC i=
"antigen presenting cells") y presentan péptidos de protei-
15 nas exdgenas, que en el transcurso de la endocitosis sén
recogidas y tratadas por las APC. Los complejos de péptidés
y del MHC-II son reconocidos por células T cooperantes de
CD4. Mediante una interaccidén entre un receptor de células
T y el complejd de un péptido y del MHC se pueden provocér

20 diferentes mecanismos efectores, que en el caso de los CTLs

conducen a la apoptosis de la célula diana. Esto sucéde
cuando se reconoce como ajeno o bien el MHC (p.ej. enfel
caso del rechazo de un trasplante), o del péptido (p.ej. en
el caso de patdégenos intracelulares). No obstante, no todos
25 los péptidos presentados cumplen los requisitos estructuﬁa—
les y funcionales para una interaccidén efectiva con céluias

T (tal como ha sido descrito por Rammensee y colaboradoﬁés,

3 . 1995 y mé&s adelante en esta memoria).

‘ Para el empleo de TAAs en una vacuna contra tumoﬁes,

30 son posibles fundamentalmente varias formas de aplicacién:
El antigeno puede ser aplicado o bien como proteina recombi—
nante con apropiados adyuvantes o sistemas de soport?, o}
como ADNc que codifica el antigeno en vectores de pléasmidos
(vacunas de ADN; Tighe vy colaboradores, 1998) o viﬁicos

35 (Restifo, 1997). Otra posibilidad consiste en el empleo de
bacterias recombinantes (p.ej. Listeria, Salmonella), gque

expresan recombinantemente el antigeno humano y mediante sus
j

{
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componentes adicionales tienen un efecto adyuvante (Pater%
son, 1996; Pardoll, 1998). En todecs estos casos, se necesi{
tan un tratamiento y una presentacidn del antigeno por las
denominadas "células presentadoras de antigenos profesiona;
5 1les" (APC). Otra posibilidad es el empleo de péptidoé
sintéticos (Melief y colaboradores, 1996), que corresponden
a los epitopos para células T corcespondientes al antigenb
y que o bien se cargan desde el exterior en las APC (Buschle
y colaboradores, 1997; Schmidt y colaboradores, 1997) o ge
10 recogen por las APC y se transfieren intracelularmente a las
moléculas del MHC-I. La forma de aplicacidén mas eficienﬁe
terapéuticamente para un antigeno definido es determina&a
por lo general en estudios clinicos. ;
Entre los antigenos o sus epitopos, reconocidos por
15 1los CTLs especificos para tumores, se cuentan moléculas qﬁe
pueden proceder de todas las clases de proteinas (p.€j.
factores de transcripcidén, receptores, enzimas; para una
visidén de conjunto, véase Rammensee y colaboradores, 19?5;

Robbins y Kawakami, 1996). Estas proteinas no deben estar

20 necesariamente localizadas junto a 1la superficie de Ilas
células, tal como se necesita esto en el caso del reconobi—
miento por anticuerpos. Con el fin de funcionar para. el
reconocimiento por los CTLs como antigeno especifico ﬁara
tumores y con el fin de poderse emplear para la terapia,;las

25 proteinas deben cumplir determinadas condicicnes; 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 sbélo debe aparecer en’ una
concentracidén menor que en tumores. Los tejidos normales

30 criticos son tejidos esenciales; una reaccién inmunitaria
dirigida contra ellos podria tener en ciertas circunstaﬁcias
secuelas graves, en parte letales. En segundo lugan, el
antigeno no solamente debe estar presente en el tumor
primario, sino también en las metéstasis. Ademas, en 1b que

35 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 condicidédn previa
i
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para la idoneidad de un TAA como constituyente eficaz de uné
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
seleccidn adicional para un péptido inmundégeno ampliamente
aplicable a escala clinica es la frecuencia con la que el
antigeno ha de encontrarse en una poblacién dada de pacien-
tes. :

Los antigenos asociados con tumores (TAAs) inmundge-
nos, de los cuales ya se mostrd en su mayor parte gque poseén
epitopos para células T, se pueden clasificar en var#as
categorias, entre otras, proteinas viricas, proteinas
mutadas, proteinas sobreexpresadas, proteinas de fusién
formadas por translocacién cromosomal, antigenos de diferén—
ciacién, antigenos oncofetales (Van den Eynde y Brichard,
1995; van den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Los métodos para la identificacidén y la caracteri?a—
cién de TAAs, que constituyen el punto de partida para’ el
desarrollo de una vacuna contra tumores se basan por un ﬁado

en el empleo de CTLs (respuesta inmunitaria celular) d de

anticuerpos (respuesta inmunitaria humoral) ya inducidos en.

los pacientes, o se basan en la elaboracidén de perfiles
diferenciales de transcripcidén entre tumores vy tejﬁdos
normales. En el primero de los casos, es decir el puntb de
partida inmunoldgico, se emplean CTLs de pacientes parh un
escrutinio de bibliotecas de expresidén de ADNc de tuﬁores
eucaridéticos, que presentan los epitopos para CTL a través
de moléculas del MHC-I (Boon y colaboradores, 1?94),
mientras que por medio de antisueros muy afines de paciéntes
se investigan bibliotecas de expresidn de ADNc procariéti—
cos, directamente a través de un andlisis por inmunotrahsfe«
rencia de las calvas individuales en cuanto a 1ia preséncia
de los TAAs (Sahin y colaboradores, 1995). Una combinacién

entre la reactividad de los CTL y un procedimiento qdimico

proteinico la constituye el aislamiento de péptidos ai$lados

a partir del MHC-I de células de tumores, dque se babian

i
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seleccionado previamente a través de la reactividad con CTLS
de pacientes. Los péptidos son separados por lavado coﬂ
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-
zacidn de antigenos, estan vinculados con un considerabie
gasto o no siempre tienen éxito, por causa de la cultivacién
y la activacidén necesarias de los CTLs. |

Los métodos para la identificacién de TAAs, que #e
basan en la comparacién del perfil de transcripcidén de un
tejido normal con el de un tejido tumoral, son mﬁltiplesfy
muy variados; entre ellos se cuentan la hibridacidén difereh—
cial, el establecimiento de bancos de ADNc por substraccﬂén
("representational difference analysis" (andlisis de la
diferencia representativa); Hubank y Schatz, 1994; Diatch%n—
ko y colaboradores, 1996) y el empleo de la tecnologia!de
los chip de ADN o del método de SAGE (Velculescu y colabo%a-
dores, 1995). Al contrario que en el método inmunolégﬁco
antes mencionado con ayuda de los CTLs de pacientes, eq:el
caso de emplearse métodos de biologia molecular debe;de
mostrarse que los candidatos a antigenos potenciaies,
encontrados de esta manera, son especificos para tuméres
(esté&n asociados a tumores) y poseen realmente epitopos para
células T, gque pueden provocar una respuesta citotéxich de
células T. En por lo menos uno de los casos (NY—ESO/LAGE—l)
se identificd un antigeno tanto mediante la utilizacidn de
sueros de pacientes como también mediante un anélisié RDA
(Chen y colaboradores, 1997; Lethe y colaboradores, 1$98),
ademéas se describieron epitopos para CTL de este antigeno y
unas simulténeas respuestas humoral esponténea y de céﬁulas
T en un paciente (Jager y colaboradores, 1998). :

Fue misidén del presente invento poner a disposicﬁén un
nuevo antigeno asociado con tumores (TAA). ‘

El problema planteado por esta misidén se reéolvié
produciendo primeramente una biblioteca por substraccién de
ADNc mediante un RDA ("representational difference anaﬁysis"

i
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= anélisis diferencial representativo) entre una lineé
celular de adenocarcinoma de pulmdén (A549) y un tejido de
pulmdédn normal. Para la seleccidn de los antigenos sobreex}
presados en el tumor, se secuenciaron a continuacidén log
clones obtenidos de ADNc y se compararon con las secuencias
disponibles en bancos de datos. Entre los genes anotados én
tal caso se encontraban 321 desconocidos, entre las cualés
existian en el banco de datos en su mayor parte incorporé—
ciones de ESTs ("expressed sequence tags" = marcas ﬁe
secuencias expresadas). De acuerdo con otro anélisﬁs
cualitativo adicional por PCR en bibliotecas de ADNc de
tejidos normales criticos vy tejidos inmunitariamenke
privilegiados asi como en investigaciones mas detalladas ﬁe
bancos de datos, el ntGmero de los clones candidatos gse
limité a 56, cuyas ESTs no proceden de tejidos normaﬁes
criticos. Mediante una RT-PCR (Reverse Transcriptése
Polymerase Chain Reaction = reaccién en cadena de polimerésa
con transcriptasa inversa) se comprobd que tres de los 56
clones investigados manifiestan una expresidén principalmente
en diferentes tejidos de tumores y ninguna o sdélo una escasa
expresidén en tejidos normales. La comparacién cualitatﬁva
(mediante PCR) de la expresién de uno de los clones (599)
entre un tejido normal y un tejido de tumor mostrd una
sobreexpresién del ADNc de B99 en diferentes tumoresJ El
perfil de expresidén analizado mediante una transfereécia
Northern (Northern Blot) mostrdé complementariamente que el
B99 no presentaba en 1los tejidos normales investigédos
ninguna transcripcién o presentaba solamente una débil
transcripcién. f

E1l ADNc de B99 humano fue clecnado, 1la secuehcia
obtenida se representa en SEQ ID NO:1. El1 andlisis dé la
secuencia del ADNc de BS99 humano clonado puso de manifﬂesto
que desde la posicidén 427 hasta la posicidn l.74é se
presenta un cuadro de lectura abierto continuo, que, én el
plano de los nucleétidos y las proteinas, posee una.alta
identidad con el cuadro de lectura abierto de la beta}l,3-

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

j
|
f
:
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glucosaminil-transferasa. A partir de los datos obtenidos d
partir de experimentos por transferencias Northern ha dé
sacarse la conclusidén de que el transcrito de B99 tiene una
longitud de aproximadamente 3,0 kb. La regidén clonada dei
ADNc de B99 tiene un tamafio de 2.216 pb (pares de bases);
respondiendo la presencia de una coia de poli A en ei
extremo 3’ de la secuencia de la complecidén del ADNc en est?
regién. La diferencia en cuanto al tamaflo del ADNc clonadoé
de B99, en comparacién con el tamafio deducible del andlisis
por transferencia Northern, se puede explicar por La
presencia de una cola de poli A con longitud desconocida a#i
como de una secuencia adicional en la regidén no traducida én
5’ de B99. Por causa del hecho de que en la regidén de 5° dél
ADNc clonado no se presenta ningin cuadro de lectuia
continuo desde 1la posicién 0 a 427, se puede sacar :ﬁa
conclusidén de que en el caso del ATG en posicidn 427 %e
trata del codén de iniciacidén de B99. :

Una informacién adicional acerca de la secuendia
situada mas corriente arriba de B99 se puede obtener ﬁor
métodos cléasicos de biologia molecular, p.ej. mediante 5'-
RACE ("rapid amplification of cDNA ends" = amplificacidn
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 coloﬁ o
lineas celulares derivadas de adenocarcincma pulmonar, tales
como A549) y a continuacidén 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 amplificacién de correspondientes
fragmentos de B99. Estos fragmentos de PCR, tal com¢ se
describe en el Ejemplo 1, pueden ser clonados segin métiodos
clasicos y caracterizados, especialmente por secuenci#cién
de ADN. _:

Un método alternative para la caracterizacién; del

extremo 5' es el escrutinio de bibliotecas de ADNd por
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hibridacién 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;
condicionado por una transcripcidén inversa ineficiente}
debido a estructuras secundarias pronunciadas del ARN, né
conduce a la meta deseada, se pueden investigar biblioteca%
gendmicas mediante el recurso de que p.ej., tal como en ei
caso del escrutinio de bibliotecas de ADNc, medianté
hibridacién con sondas de ADN especificas para B99, ée
pueden aislar clones que contienen la informacién obtenida
de secuencia corriente arriba del extremo 5’ del ADNc, p.ei.
la regidén de promotor de B99. f
El ADNc aislado codifica el antigeno asociado coén
tumores (TAA) gque tiene la denominacién B99 con la secuencia
de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 (B99-1). La secuenc?a
de B99-1 es definida por el codén de iniciacidén en ﬂa
posicidén 427 del ADNc de B99 aislado. :
En un experimento adicional para la clonacidn de ﬁa
regién codificadora de B99, en la que se utilizd el AQNC
procedente de la linea celular A549 de adenocarcinoma;de
pulmén, se determind una secuencia, que en comparacidn éon
la secuencia representada en SEQ ID NO:1 presenta ﬁna
insercidén de un nucleétido en posicién 923 (SEQ ID NO:3 o
SEQ ID NO:5). Esta insercién conduce a una modificacién del
cuadro de lectura abierto de B99 con una secuencia ' de
aminoadcidos modificada resultante de ello en la regién
terminal de C de la proteina B99; la secuencia de aéte
antigeno de B99 (BS9-2), que se deduce de este cuadrd de
lectura, esta representada en SEQ ID NO:4. Ademéas dejla
insercién, el ADNc aislado a partir de células A549 presenta
un intercambio de nucledtidos en la posicidn 622 en comp%ra—
cidén con la secuencia SEQ ID NO:1. Este intercambio de
nucledtidos da lugar en la posicidén N° 66 un reemplazé de
arginina (SEQ ID NO:2, B99-1) por triptdéfano (SEQ ID Nb:4,
B99-2). Aparte de este intercambio de aminoécidos4 la

secuencia de aminodcidos de B99-2 hasta la posicidén: 166

1
{
)
s

226
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inclusive es idéntica a la de B99-1.

La insercién de un nucledétido en la posicién 923
proporciona un segundo cuadro de lectura potencial desde 1d
posicidén 845 hasta la 1.744 de la secuencia representada eﬁ

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
aminoadcidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen+
cia B99-3 (SEQ ID NO: 6) desde la posicidén 28 a laposiciéﬁ

et

299 es_idéntica con la secuencia B99-1 (SEQ ID NO:2) desde la
10 p081c1on 167 a la p051c1on 438.

El 1nvento conc1erne por consiguiente en un prlmer
aspecto a un antigeno asociado con tumores que tiene 1la.
denominacién B99, seleccionado entre el grupo de polipépti~

' dos con las secuencias de amino&cidos que se indican en SEQ
15 ID 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 (B99-3)
- pueden tener desviaciones, p.ej. las que estén condicionadés.
por el intercambio de amino&cidos, siempre y cuando que €l
20 derivado de B99 tenga las propiedades inmunégenas deseadas
para la utlllzac1on 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 posicién
66 entre B99-1 y B99-2. | | |
25 En lo sucesivo, cuando no se indique otra co%a
distinta, la denominacidén "B99" se utiliza representativa-
mente para B99-1, B99-2 y B99-3. ‘

La secuencia natural de aminodcidos de B99 (o corres-

pondientemente las secuencias del ADNc de B99) puede sér

30 eventualmente modificada, intercambiando aminoacidos

individuales en un epitopo para CTL de B99, con el fin de
producir, en comparacién con el epitopo natural para CTL @e
B99, producir un aumento de la afinidad de los péptidos de
B99 para moléculas del MHC-I y con ello una inmunogenicidad
35 y finalmente una reactividad aumentada frente a tumores. Las
modificaciones en la regién de los epitopos para B99 puéden

ser llevadas a cabo en la proteina total de B99 (ésta es
j

1
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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 (comparese mas adelante). j

En un aspecto adicional, el presente invento concierné
a fragmentos y péptidos inmundgenos, que se derivan de B99{
Estos Ultimos son denominados en lo sucesivo como "péptidoé
de B99". Un primer grupo lo constituyen los péptidos de B99£
que provocan una respuesta inmunitaria humoral (induccidn dé
anticuerpos). Tales péptidos son segmentos seleccionados de
B99 (por lo menos de 12 a 15 aminoacidos), que se puedeh
determinar mediante los denominados algoritmos de predicci@ﬁ
("prediction algorithms") tal como p.ej. el "surfaqe
probability blot" (borrén de probabilidad superficial)
(Emini y colaboradores, 1985), el "hydrophobicity‘.bloé"
(borrén de hidrofobia) (Kyte y Doolittle, 1982) vy el
"antigenic index" (indice antigénico) (Jameson Yy Wolﬁ,
1988) . {

Es conocido que los antigenos asociados con tumorés
pueden presentar mutaciones especificas para tumores, que
contribuyen a una diferenciacidén inmunoldégica entre un tuﬁor
y un tejido normal (Mandruzzato y colaboradores, 1997; Hoéan
y colaboradores, 1998; Gaudi y colaboradores, 1999; Wolfel
y colaboradores, 1995). Con el fin de cbmprobar la presenéia
de mutaciones de B99 especificas para tumores, convenienﬁe—
mente c¢on ayuda de sondas procedentes de sondas del ADNC
alslado conforme al invento, se clona el ADNc de B99
procedente de uno o varios tumores diferentes, vy ;las
secuencias obtenidas se comparan con el ADNc de BS9 defun
tejido normal. Es de esperar que los péptidos de B99 dg un
tumor procedentes de un segmento de secuencia mutado 'con
respecto al de B99 de un tejido normal, presenten.;una
inmunogenicidad aumentada en comparacidén con los péptidoé de
B99 de tejido normal procedentes del correspondiénte
segmento. El presente invento concierne por consiguient# en
otro aspecto a péptidos de B99, que se derivan de regﬁones
de un B99 expresado en tumor, que presentan mutacﬂones

e j
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
diferencias en la secuencia de aminoacidos, se trata de uﬁa
mutacién especifica para tumores, hay que esperar en efecto
que los péptidos procedentes de esta regién presenten una
inmunogenicidad aumentada en comparaciédn con la de Lbs
péptidos procedentes de B99-1. Con el fin de confirmar iue
la insercién es especifica para tumores, se pueden generar
anticuerpos contra esta regidén e investigar células jde
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 = "keyh@le
limpet hemocyanine" = hemocianina de lapa de bocallave) yfse
determina la formacidén de anticuerpos mediante anédlisis
inmunoldégicos corrientes, p.ej. mediante un ELISA. .

Otros péptidos de B99, preferidos dentro del marco @el
presente invento, son aquellos que son presentados por
moléculas del MHC y producen una respuesta inmunit@fia
celular. Existen dos clases de moléculas del MHC, a séber
moléculas del MHC-I, que son reconocidas por CTLs positivos
para CD8, y moléculas del MHC-II gue son reconocidas;por
células T cooperantes positivas para CD4. ‘

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 molétula
del MHC en su repertorio. La determinacién del subtipo del
MHC del paciente constituye por consiguiente,len lo reféren—
te a la provocacidén de una respuesta inmunitaria cel@lar,
una de las condiciones previas esenciales para la utiliza-
cidén eficaz de un péptido en este paciente. ;

La secuencia de un péptido B%99, gue se ha de emﬁlear
terapéuticamente, es preestablecida por la respebtiva
molécula de MHC en lo referente a los amino&cidos de anblaje
Yy su longitud. Posiciones de anclaje y longitudes defibidas
garantizan que un péptido se adapte dentro del sur?o de

)
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fijacién de péptidos de la respectiva molécula del MHC de@
paciente. Esto tiene como consecuencia el hecho de que sep
estimulado el sistema inmunitario y se produzca una reacci@n
inmunitaria celular, que en el caso de la utilizacidn de un
péptido derivado de un antigeno tumoral se dirija contra 1#8
células de tumores del paciente. '
Los péptidos de B99 inmundégenos se pueden identificar
de acuerdo con métodos conocidos, uno de los fundamentés
para ello es la relacién entre la fijacidén al MHC y ﬁa
induccién de los CTL. ;
Puesto que por  lo tanto la secuencia de péptidbs
inmunégenos es determinable de antemano en virtud de ﬁu
motivo de fijacidén peptidico, se pueden identificar; y
sintetizar péptidos de B99, que constituyen epitopos péra
CTL, en base a la secuencia proteinica de B99. Para ello éon
apropiados diferentes métodos que se utilizaron para;la
identificacidén de epitopos para CTL de antigenos de protéi—
nas que se conocen; p.ej. el método descrito por Staus$ Yy
colaboradores, 1992, para la identificacién de epitopos para
células T en el virus de papiloma humano. I
Los requisitos especificos para un alelo de dada
producto de alelo del MHC-I a un péptido, que se fija % 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 numero 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 bﬁsqued@ de
epitopos para una proteina conocida, que se adapta dentﬁo de
una determinada molécula del MHC-I, fue descrito eﬁ un
articulo recopilativo de Rammensee y colaboradores, i995.
Este abarca las siguientes etapas: en primer lugat se
investiga la secuencia de proteinas en cuanto a segméntos
que correspondan al motivo de anclaje, siendo posﬁbles
determinadas variaciones en lo referente a la longitua del
péptido y a la ocupacidén del anclaje. Cuando p.ej. un &otivo
prescribe un 9-mero con Ile o Leu en el extremo, se ﬁueden

)
tomar en consideracidén también 10-meros con un exttremo
i
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terminal de C correspondiente, y asimismo péptidos con otros
restos alifiticos tales como Val o Met en el extremé
terminal de C. De este modo se obtienen una serie de
candidatos a péptidos. Estos son investigados en cuanto a La
presencia del mayor nimero posible de restos de anclaje, que
ellos tengan en comin con ligandos ya conocidos y/o pa#a
determinar si tienen restos "preferidos" para diferentes
moléculas del MHC (correspondientemente a la Tabla ae
Rammensee y colaboradores, 1995). Con el fin de excluir;a
los péptidos que se fijen débilmente, se llevan a cabo
convenientemente andlisis de fijacidn. Cuando se conocen 1bs
requisitos en cuanto a la fijacidén a péptidos para deter@i—
nadas moléculas del MHC, los candidatos a péptidos se pueden
investigar también en cuanto a restos que no sean :de
anclaje, que repercutan negativa o positivamente sobrefla
fijacién, o que hagan posible ésta por primera vez (Ruppért
y colaboradores, 1993). En el caso de este modo de proceﬁer
hay que tomar en consideracidén, sin embargo, que el motivo
de fijacidén del péptido no solamente es decisivo parafla
bﬁsquedé en cuanto a ligandos naturales; también otios
aspectos, p.ej. la especificidad para enzimas durantefel
tratamiento del antigeno, contribuyen a la identidad ﬁel
ligando - adicionalmente a la especificidad de la fijacidén
al MHC. Un método, gue toma en consideracién estos aspeétos
vV que es apropiado dentro del marco del presente invénto
para la identificacidén de péptidos de B99 inmundgencs, ' fue
utilizado, entre otros autores, por Kawakami y colaborado-
res, 1995, a fin de identificar epitopos para gpl00 basédndo-
se en motivos conocidos de HLA-A*0201. :

Los péptidos se pueden seleccionar también eﬁ lo
referente a su capacidad para fijarse a moléculas delfMHC-
IT. El motivo de fijacién al MHC-II, que se extiendefa lo
largo de nueve amincdcidos, presenta un grado de degeﬁera-
cién en las posiciones de anclaje mayor que el motivo de
fijacién al MHC-I. Se desarrollaron hace poco tiémpo,
partiendo del an&lisis estructural por rayos X de molé%ulas

del MHC-II, métodos que permiten el andlisis exacto de los
L
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motivos de fijacidén al MHC-II y partiendo de ello permiten

variaciones de 1la secuencia de péptidos (Rammensee .y
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colaboradores, 1995, vy la Dbibliografia original al;i
citada). Los péptidos, que se fijan a moléculas del MHC-II,
5 son presentados a las células T de CD4 tipicamente pbr
células dendriticas, macrdéfagos o células B. Las célulasz
de CD4 a su vez activan entonces a continuacién de ello
directamente los CTLs, mediante p.ej. segregacidn y ampliﬁi—
cacién de citoquinas, la eficiencia de la presentacién !de
10 antigenos por las APC (células dendriticas, macréfagoé y
células B). ‘
Desde hace poco tiempo estéan a disposicién bancos;de
datos y algoritmos de prediccién, que permiten con g{ran
seguridad la prediccién de epitopos para péptidos, que;se
15 fijan a una determinada molécula del MHC. :
Dentro del marco del presente invento se identifiba-
ron, mediando utilizacidn del algoritmo descrito por Parker
Y colaboradores, 1994, y Rammensee y colaboradores, 1995,
péptidos candidatos a los m&s importantes tipos de HLA,
20 especialmente a los HLA-Al, -A*0201, -A3, -B7, -Bl4 & -

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 determinado% se

enumeran en la Tabla 2. De manera similar, eventualmente

25 mediando utilizacidén de otros algoritmos, que tomaﬁ en

consideracidén las diversas caracteristicas de los péptidos

(hidrofobia, carga, tamafio) o los requisitos en cuando é 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 eleccién de candidatos a péptidos dé B99

con ayuda de los métodos serialados, se ensaya su fijacihn al

MHC mediante ané&lisis de fijacidén a péptidos. Como sig@iente

35 etapa se determina la inmunogenicidad de los péptidds con

buenas propiedades de fijacidén (la estabilidad ée la

interaccién entre péptidos y el MHC se correlacionagen la
I
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mayor parte de los casos con la inmunogenicidad; van der

Burg y colaboradores, 1996). Con el fin de determinar la

inmunogenicidad del péptido o equivalente a péptido que ge

selecciona, se pueden utilizar métodos, tales como p.ej. €l

5 descrito por Sette y colaboradores, 1994, en combinacidén con

analisis cuantitativos de fijacién al MHC. Alternativamente,

la inmunogenicidad del péptido seleccionado se puede ensayér

a través de induccibébn in vitro de CTL mediante métod@s

conocidos (tal como se describen mas adelante en esta

10 memoria para la induccién ex vivo de CTL). El principio del

método realizado en varias etapas para la eleccién Iae

péptidos que son capaces de provocar una respuesta inmunita-

ria celular, estéd descrito en el documento de solicitud;de

patente PCT WO 97/30721, a cuya divulgacidén se hace referén—

15 cia expresamente por la presente. Una estrategia genefal

para la obtencién de péptidos inmundégenos eficientes, quefes

apropiada dentro del marco del presénte invento, fue
descrita ademds por Schweighoffer, 1997. i

En lugar de utilizar los péptidos originales, que;se

20 adaptan dentro del surco de fijacidén de moléculas del MHt—I

o MHC-II, es decir péptidos, que se derivan inalteradamente

de B99, con ayuda de los requisitos minimos en lo referente

1
1
E
:
:

a las posiciones de anclaje y a la longitud, que se indican
sobre la base de la secuencia original del péptido,; se
25 pueden llevar a cabo variaciones, siempre y cuando ;que
E mediante estas variaciones no sélo no se perjudique, éino
que se refuerce preferiblemente, la inmunogenicidad efectiva
del péptido, que se compone de su afinidad para la fijabién
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 requisités de

la capacidad de fijacidén a una molécula de MHC. j
Los péptidos modificados de tal manera son desigﬁados
35 como "péptidos heterocliticos". Estos se pueden obtenér 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 variacién de éstocs, p.ei.
de acuerdo con el principio descrito por Rammensee fy
colaboradores, 1995. La longitud del péptido corresponde, én
el caso de su sintonizacidén a moléculas del MHC-I, preferi-
blemente a una secuencia minima de 8 a 10 aminoacidos con
los necesarios aminodcidos de anclaje. ‘

Eventualmente, el péptido puede también ser prolonga@o
en los extremos terminales de C y/o de N, siempre y cuan@o
que esta prolongacidén no perjudique la capacidad de fijacﬂén
a la molécula del MHC o que el péptido prolongado pueda ser
tratado celularmente en cuanto a la secuencia minima. t

Los péptidos modificados son comprobados después;de
ello en cuanto a su reconocimiento por TILs ("tumor—inf;l—
trating lymphocytes" = linfocitos que se infiltran en
tumores), en cuanto a induccidén de CTL asi como en cuant@ a
fijacién al MHC e inmunogenicidad aumentadas, tal comofha
sido descrito por Parkhurst y colaboradores, 1996, vy por
Becker y colaboradores, 1997. ;

Otro método apropiado dentro del marco del presente
invento para el hallazgo de péptidos con inmunogenicidadfmés
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 Biake
y colaboradores, 1996; en este contexto se proponef la
utilizacién de bibliotecas combinatorias de péptidos, con el
fin de desarrollar moléculas, que imiten a los epitopos bara
tumores réconocidos 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 documentb WO
96/10413, a cuya divulgacién se hace referencia p?r la
presente. Para la preparacién por via recombinante, la
correspondiente molécula de ADN se introduce de acuerdh con
métodos cléasicos en un vector de expresidn, se transfecka en -

una apropiada célula hospedante, la célula hospedan#e se
|
I
I
!

|
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se purifica. Para la sintesis quimica de péptidos de B99, se
pueden utilizar métodos habituales, p.ej. usando un sinteti-
zador automdtico de péptidos adquirible en el comercio. .
5 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 péptidoé"
o '"péptidos retro-inversos". Para el ensayo de estas
moléculas en lo referente a la utilizabilidad terapéutica bn
10 una vacuna contra tumores, se aplican los mismos métodos qpe
anteriormente para los péptidos naturales B99 o los equiva-
lentes a tales péptidos de B99.
El TAA con la denominacidén B99 de acuerdo con :;el
presente invento y los fragmentos de proteinas, péptidos o
15 equivalentes a péptidos o bien miméticos de péptidos quefse
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia de los
cénceres, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmuhi—
taria frente a células de tumores, que expresan los corres-

pondientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, son

20 utilizados para la terapia de tumores positivos para 399,
especialmente en los casos de carcinomas de células renales,
pulmén, colon, péncreas, mama y estdmago.

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

25 Para la induccién in vivo de CTLs se administra. una
composicidédn 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 thmor
asociada con el TAA, debiendo la cantidad de TAA (pépﬁido)

30 ser suficiente para conseguir una respuesta eficaz de CﬂL al
tumor que es portador de los antigenos. f

El invento concierne por consiguiente en otro aséecto
adicional a una composicidén farmacéutica para la administra-
cidén por via parenteral, tdpica, oral o local. Preferﬁble—

35 mente, la composicidn sirve para la administracidn po? via
parenteral, p.ej. para la aplicacidén por via subcuténea,

intradérmica o intramuscular. Los TAAs/ péptidos de B§9 son

i
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disueltos o suspendidos en un soporte o vehiculo farmacéuti{

camente aceptable, preferiblemente acuoso. La composicidn

puede contener ademds de ello sustancias coadyuvante%

usuales, tales como tampones, etc. Los TAAs/ péptidos sé

5 pueden utilizar a solas o en combinacidén con adyuvantesé

p.ej. el adyuvante incompleto de Freund, saponinas, sales dé

aluminio o, en una forma preferida de ejecuciédn, policatio}

nes, tales como poliarginina o polilisina. Los péptidos se

pueden fijar también a componentes, que ayuden a la induq—

10 cién de CTL o a la activacién de CTL, p.ej. a péptidos T

cooperantes, lipidos o liposomas, o se administran en comdn

con estas sustancias y/o en comin con sustancias estimulado-

ras de la inmunidad, p.ej. citoquinas (IL-2, IFN-y). Métod@s'

y formulaciones, que se adecuan para la preparacién fy

15 administracién de la composicién farmacéutica conforme al

invento, se describen en los documentos WO 95/04542 y WO

97/30721, a cuya divulgacién se hace referencia por la
presente. f

Los B99 (fragmentos) o péptidos de B99 se puedkn

20 utilizar también para provocar ex vivo una respuesta de CﬁL.

Una respuesta ex vivo de CTL a un tumor, que expresa B99,5es

inducida incubando las células precursoras de CTL conjunta-

mente con APCs y péptidos de B99 o la proteina de B99. Lu%go

se deja que los CTLs activados se expandan, después de 1lo

25 cual son administrados de nuevo al paciente. Alternativamén—

te, se pueden cargar las APCs con péptidos de B99, lo chial

pude conducir a una activacidén eficiente de reacciones

inmunitarias celulares contra tumores positivos para B99

(Mayordomo y colaboradores, 1995; Zitvogel y colaboradoqes,
30 1996) . Un método apropiado para cargar péptidos en células
p.ej. células dendriticas, es divulgado en el documento WO
97/19169. '
En una forma de ejecucidén del invento, se utilizafuna
combinacién de varios diferentes péptidos de B99 o equﬁva—
35 lentes a péptidos de B99. En una forma adicional de realﬁza—
cidén se combinan péptidos de B99 con péptidos que se derﬁvan
de otros TAAs. La eleccién de péptidos para tales comﬁina—
:‘1

i
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ciones se efectlia en atencidén a la clasificacidn de diferen-

- 20 -

tes tipos de MHC, para cubrir una poblacidén lo més amplia

que sea posible de pacientes y/o se adapta a un espectro dé
indicaciones lo mas amplio gque sea posible, combinandé

S péptidos de varios diferentes antigenos de tumores. EI
nimero de los péptidos en una composicidén farmacéutica puedé
fluctuar a 1lo largo de un amplio margen, tipicamenté
contiene una vacuna aplicable quimicamente de 1 a 15;
preferiblemente de 3 a 10 diferentes péptidos. :

10 Los péptidos conformes al invento se pueden empleak
también como reactivos para el diagnéstico. Por ejemplo, los
péptidos se pueden utilizar para ensayar la reaccidn de @n
paciente a la respuesta inmunitaria humoral o celuldr
provocada por el péptido inmundgeno. Con ello existe ya

15 posibilidad de mejorar un protocolo de tratamiento. Por
ejemplo, dependiendo de la forma de presentacidn (péptidé,
proteina total o vacuna de ADN) del TAA se puede investigér

el aumento de células T precursoras en los PBLs, qﬁe
presentan una reactividad contra el epitopo definido pa#a

20 péptido (Robbins y Kawakami, 1996, asi como las referencias
citadas allil). Ademéds, los péptidos o la proteina total;o

los anticuerpos dirigidos contra el TAA se pueden utilizér
para caracterizar la evolucidn de la enfermedad de un tumbr
positivo para B99 (p.ej. mediante analisis inmuno—histoq@i—

25 micos de tumores primarios y metéstasis). Una estrategia ide
este tipo ya se ha manifestado como satisfactoria mﬁltipﬂes
veces, p.ej. la deteccidén de receptores de estrdgenos cémo
fundamento de decisidén para la endocrino-terapia en el céso

de un. cancer de mama; de c-erbB-2 como marcador relevantefen

30 el caso del pronéstico y la evolucidn de la terapia en. el
caso de un cancer de mama (Ravaioli y colaboradores, l9§8;

Revillion y colaboradores, 1998); PSMA ("prostate specific

membrane antigen" = antigeno membranal especifico paera
prostata) como marcador para células epiteliales del
35 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 présﬁéta

i

i
i
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(Murphy y colaboradores, 1998 y referencias incluidas); de
CEA ("carcinoembryonic antigen" = antigeno carcino—embriénif
co) como marcador seroldgico para el prondstico y 1la
evolucidn en el caso de un paciente del carcinoma colorrecf
tal (Jessup y Loda, 1998).

El presente Invento concierne en otro aspecto é
moléculas aisladas de ADN, que codifican una proteina coﬁ
las propiedades inmunégenas de B99 o fragmentos de ésta.

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

Por "condiciones rigurosas" se entiende p.ej.: incubar
durante una noche a 65°C-68°C con 6xSSC (1xSSC = NaCl le
mM, citrato de tri-godio 15 mM), 5x solucidn de Denhardt%
SDS (dodecil-sulfato de sodio) al 0,2%, ADN de esperma dé
salmén 50 pg/ml, a continuacién de ello lavar dos veces
durante 30 wmin con 2x8SC, SDS al 0,1% a 65°C, una ve%
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, b
condiciones equivalentes. ’

En un aspecto adicional, el presente invento concierre
a una molécula aislada de ADN, que contiene un polinucleétf—
do con la secuencia representada en SEQ ID NO:3 (o SEQ ﬁD
NO:5) o gque contiene un polinucledétido que se hibrida én
condiciones rigurosas con un polinucledétido que tiene ﬂa
secuencia representada en SEQ ID NO:3 (o SEQ ID NO:5). ’

Las moléculas de ADN conformes al invento o fragmentés
de ellas codifican (poli) péptidos con la denominacidn B§9
(B99-1, B99-2 6 B99-3) con la secuencia de aminodcidos q@e
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 ell?;
con ello se abarcan al mismo tiempo moléculas de ADN que p@r
causa de 1la degeneracidén del cdédigo genético presentén
desviaciones con respecto de la secuencia representada én

|

i
'
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@é@mﬁ
i SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 o bien SEQ ID NO:5.

El invento se refiere también a moléculas de ADN, que
presentan desviaciones condicionadas por un intercambio
conservativo de aminodcidos con respecto a la secuencia

5 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
BS9 o fragmentos o péptidos con las propiedades inmundgenas
% que son 'deseadas para la aplicacién como vacuna contra

1 tumores.
10: En lo sucesivo, las moléculas de ADN que codifican

B99-1, B99-2 o B99-3 o fragmentos de éstos, eventualmente

I modificadas, que antes se han definido, se designan como

"moléculas de ADN de B99", cuando no se indique otra cosa
distinta.
15! Las moléculas de ADN de BS99 del presente invento o los

correspondientes ARNs, que también constituyen objeto del
presente invento, se emplean, al igual que los (poli)
é péptidos codificados por ellos, para la inmunoterapia de
| enfermedades de cancer.
20| En una forma de realizacidén del invento, se utilizan
. moléculas de ADN gue codifican polipéptidos de BS99 natura-
les. Alternativamente al ADNc de B99 natural o fragmentos de
éste, se pueden utilizar derivados modificados. Estos
comprenden secuencias con modificaciones que codifican una
proteina (o fragmento) o péptidos con mads fuerte inmunogeni -
i cidad, siendo validas para las 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
i agrupacidn yuxtapuesta de numerosas secuencias, que codifi-
30. can péptidos inmunoldgicamente relevantes, a modo de una
sarta de perlas ("string-of-beads"; Toes y colaboradores,
i 1997). Las secuencias pueden ser modificadas también por
+ adosamiento de elementos auxiliares, p.ej. funciones que
garantizan una entrega y un tratamiento més eficientes del
35 inmunégeno (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 presentacidn y a fin de

cuentas la inmunogenicidad del antigeno.
i El presente invento concierne en otro aspecto a una
f molécula de ADN recombinante, que contiene el ADN de B99.
5, Las moléculas de ADN de B99 del presente invento, se
pueden administrar, preferiblemente en forma recombinante
como pﬂéémidos, 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 la administracidén in vivo son la
! inyeccidén directa de ADN "desnudo'", o bien por via intramus-
15 cular o mediante una pistola de genes ("gene gun") de la que
se ha mostrado que conduce a la formacidén 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). Ademéas,
20; se pueden utilizar soportes sintéticos para &acidos nuclei-
% cos, tales como lipidos catidénicos, microesferas, microboli-
' tas o liposomas para la administracidén in vivo de moléculas
. de &cidos nucleicos, que codifican un péptido B99. Similar-
mente a como para los péptidos, se pueden administrar
25! conjuntamente diferentes sustancias coadyuvantes que
. refuercen la respuesta inmunitaria, p.ej. citoguinas, o bien
| en forma de proteinas o de pléasmidos que las codifican. La
aplicacidén puede sexr combinada eventualmente con métodos
fisicos, p.ej. electroporacidn.
30; Un ejemplo de la administracién 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 cancer.

El presente invento concierne por consiguiente en otro
aspecto a la utilizacién 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
inyeccidén del antigeno o fragmentos de ellos, y posterior
purificacidén de la inmunoglobulina.

Los anticuerpos anti-B99 monoclonales se pueden
obtener de acuerdo con protocolos clasicos, segin el
principio descrito por Koéhler y Milstein, 1975, inmunizando
a animales, especialmente a ratones, a continuacidén inmorta-
lizando células productoras de anticuerpos de los animales
inmunizados, p.ej. por fusién con células de mieloma, Yy
escrutando el material sobrenadante de los hibridomas
obtenidos mediante andlisis 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) o0 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
presentacidén de fagos" = "Phage Display Libraries" (Wintexr
y colaboradores, 1994, Griffiths y colaboradores, 1994,
Kruif y colaboradores 1995, Mc Guiness y colaboradores,
1996) vy mediante animales transgénicos (Briggemann Yy
colaboradores, 1996, Jakobovits y colaboradores, 1995).

Los anticuerpos anti-B99 conformes al invento se
pueden emplear en anélisis inmuno-histogquimicos para
finalidades de diagnéstico.

En un aspecto adicional, el invento concierne a la
utilizacidén 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 citotdéxicos o nGclidos radiac-
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i tivos, cuyo efecto consiste en dafiar 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 ningln tipo o sblo escasos efectos colaterales. En un

$ aspecto adicional, con ayuda de anticuerpos para B99 se

' pueden aprovechar para la visibilizacién de tumores sustan-

i cias que exprecan B99. Esto es Gtil para el diagnéstico y

E para la valoracién de la evolucidén de la terapia. Aplicacio-

nes terapéuticas y diagnbésticas de anticuerpos, que entran

10 en cuestidén para anticuerpos anti-B99, estln 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
13 derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia del
' céancer, 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.

E Por causa de la expresidn preferida de B99 en células
i de tumores se puede suponer que esta proteina tiene una
i funcién importante para el tumor, p.ej. para su génesis,
ZQ infiltracién y crecimiento. El1 B99 (ADN) se puede utilizar
| por lo tanto en anadlisis de escrutinio, a fin de identificar
sustancias que modulen, especialmente inhiban, la actividad
é de esta proteina. En una forma de realizacidén, uno de tales
| analisis puede consistir en incorporar la proteina de B99,
300 o un fragmento activo de ella, en células, gque reaccionan
| con proliferacidn a la actividad de B99, o llevar a expre-
sién en la célula el correspondiente ADN de B99, y determi-
nar la proliferacidén de las células en presencia y en
' ausencia de una sustancia de ensayo. Las sustancias con un
35! efecto inhibidor de la proliferacién se pueden utilizar para
el tratamiento de tumores con fuerte expresidén de B99,

especialmente 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.

Recopilacidén de las Figuras: f
5 Figura 1: Analisis por RT-PCR de conjuntos de ADNc de
) diferentes tejidos de tumores y normales humanos '

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

10 mediante cebadores especificos para B99

' Figura 3: Andlisis inmuno-histoquimicos de cuatro casos
‘ diferentes de adenocarcinomas con suero de B99.

Figura 4: Estabilizacién del MHC en células de T2 mediante |
diferentes concentraciones de péptidos de B99. ’

Ejemplo 1
20 RDA (analisis diferencial representativo) de 1la 1linea
celular humana de adenocarcinoma de pulmén (A549) y de
tejido normal de pulmén
La linea celular A549 (CCL 185) de adenocarcinoma de

pulmén humano, adquirida de la ATCC se cultivé en frascos

2 25 para cultivo celular T150. Como medio nutricio sirvié 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 tripsinacién en 1:5
hasta 1:10 para propagacién. Después de haberse alcanzado

30 una confluencia de aproximadamente 80% se emplearon para
cosechar las 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 KCl, 1,13 g de Na,HPO, anhidro, 0,2 g de

1 KH,PO,, 100 ml de una solucidén al 2,5% de tripsina, 1 g de

35 1la 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 5 min a 4°C, el sedimento celular se mezcld
con 1 ml de tampdn para lisis (Tris-HC1 10 mM de pH 8, NaCl
140 mM, MgCl, 1,5 mM, NP40 al 0,5%), se agitd enérgicamente
5 vy 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 afiadido 55 pl de una solucidn
10 al 20% de SDS se extrajo'dos veces con el volumen doble de
una mezcla de CHCl3 y fenol (1:1 v/v) y una vez con el
volumen simple de CHCl,. La fase acuosa que contenia ARN se
mezcld con 1/10 volGmenes de NaAc 3 M (de pH 5) y el volumen
doble de EtOH al 96% y se precipitd el ARN durante una noche ;
15 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 concentracidén de 1 mg/ml en H,0 tratada %
2@ con DEPC se efectud en partes alicuotas a -80°C.
| Para la realizacidén del analisis diferencial represen- x
tativo (RDA; Hubank y Schatz, 1994; Diatchenko y colaborado-
res, 1996) se empled el poli-A(+) ARN de la linea celular de ‘

adenocarcinoma de pulmén A549 como "tester" (ensayador) y el

25 de un tejido normal de pulmdén (1 wmg/ml; Clontech, Palo Alto;
N° 6524-1) como "driver" (conductor). E1 RDA se llevd a cabo
correspondientemente al protocolo del fabricante mediando *
utilizacidén del estuche PCR-select® kit (Clontech, Palo
Alto), con la excepcidén de que pasd a emplearse un sistema

30 modificado de cebador y adaptador de 2 oligonucledtidos con
la siguiente secuencia:

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

35: 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 restriccidén (Kpn I, Sac I y
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 continuacién 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
hibridacidén con "ADNc de conductor" desnaturalizado recien-
temente obtenido. Los ADNcs especificos para "ensayador" y
enriquecidos fueron a continuacidén amplificados exponencial-
mente mediante PCR con cebadores especificos para los
adaptadores 1 & 2 respectivamente. Para un enriquecimiento
adicional, una parte alicuota de esta reaccidén se sometid a
una segunda PCR con cebadores especificos 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 clonacidén de TA) y a continua-
cién un tercio de la tanda de ligacidén se transfectd en E.
coli competentes (OneShot®, Invitrogen).

Se obtuvieron 712 Transformantes positivos (seleccién
entre azul y blanco) y se cultivaron en bloques 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

!
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de acuerdo con la prescripcidn del fabricante). Los cultivos
de bacterias remanentes se almacenaron como cultivos de
reserva en glicerol a -80°C.

5 Se obtuvo una biblioteca por substraccidén 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 plésmidos purificados.

10 Ejemplo 2 |
Secuenciacidén y anotacidén de ADN candidatos a TAA
El ADN de plésmido 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 i
15 obtenidas fueron anotadas mediante el programa 1ldégico
BioScout-Software (LION, Heidelberg) vy se sometieron a |
comparaciones en el banco de datos (Genbank). De 712 clones
pudieron ser secuenciados y anotados 678. El resto (34) o i
bien tenia como inserto sélo secuencias de poli(a) o
20 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 |
25 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-

cidén en EST, se llevd a cabo una estimacién del perfil de

i i

expresidén; en tal caso se comprobaron todos aquellos ESTs
30 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
anotacién se llevd a cabo una clasificacidén en 1) tejido
normal critico, 1i) tejido fetal "prescindible" e inmunita-
35 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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experimentales adicionales (inclusive los 59 clones, para
los que no se presentaba ninguna incorporacidén en EST). Para
estrechar adicionalmente los clones candidatos, se desarro-

( 5 1llaron y sintetizaron pares de cebadores de oligonucledtidos i
a partir de las secuencias determinadas por los 200 clones
seleccionados. En primer Jlugar se ensayaron 8 diferentes
bibliotecas de ADNc derivadas de tejido humano (GibcoBRL !
"SUPER-SCRIPT®") que estédn clonadas direccionalmente en

10 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 corazén
(N° 10419-018), higado (N° 10422-012), leucocitos (N° 10421- ;
022), rifibn (N° 10420-016), pulmén (N° 10424-018), testicu- :

15 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 (KC1 50 mM, Tris-HCl1 10 mM, de pH 9, Triton X-

20 100 al 0,1%), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM (Promega), polime-
rasa de ADN-Taqg 0,025 U/ml (Promega), en cada caso 5 pM de

4 : especificos cebadores de oligonucledétidos SEQ ID NO:7 y SEQ

i ID NO:8, y 100 ng del ADN de pléasmido que en cada caso se ha |
de investigar. Para el testigo se emplearon cebadores

25 especificos para GAPDH (SEQ ID NO:14 y 15). Para la compro- !
bacidén de la deteccidén selectiva, los pares de cebadores se
ensayaron paralelamente también en cuanto al plésmido
alslado. La detectabilidad de fragmentos con la longitud gque |
es de esperar en uno de los tejidos normales criticos (de

30 corazdn, 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
35  definidé como criterio de separacidén. Mediante este andlisis
cuantitativo por PCR se pudo estrechar a 56 el numero de los |

! candidatos.
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Analisis por transcripcién de los clones candidatos en

Ejemplo 3

diferentes tejidos de tumores y normales
Para el anadlisis por RT-PCR se utilizaron conjuntos de
5 ADNc que se habian preparado en cada caso a partir de 3 ug
de ARN total de 3 diferentes tejidos del mismo tipo. Los 9
g 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-
10 ciones del fabricante. Con el fin de evitar contaminaciones
con ADN gendémico, 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

15 95°C, 90" a 60°C). El ADNc de B99 fue amplificado 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. Andlogamente, los otros 55
clones candidatos fueron investigados con los cebadores en

20 cada caso especificos. Los productos de la PCR fueron
comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa Yy
coloracién con bromuro de etidio. Para 3 de los 56 clones
investigados se pudo demostrar una expresidn aumentada en
diferentes tejidos de tumores en comparacidén con tejidos

25 normales. Un ejemplo de un candidato a B92 estd 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, proporciondé una fuerte seflal
en el carcinoma de colon y en la linea de adenocarcinoma de

30 pulmén AS549, asi como una débil sefial en el carcinoma de

‘ mama Yy el carcinoma de células de rifién. 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.

35
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Perfili de expresidn de B99 en tejidos de tumores y normales

Ejemplo 4

Uno de los 56 candidatos (denominacién: B99) mostrd

una seflal mediante transcripcidén por RT-PCR en 3 de 5
5 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 investigacién detallada de B99 se analizaron
mediante PCR en lo que sigue los ADNc's de muestras indivi- !
10 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 pancreas (3 de
3) y de todos los carcinomas de estdmago (4 de 4) expresan
B99. En correspondientes tejidos normales se comprobd una
15 expresién en 1 de 4, 0 de 3 y respectivamente 2 de 4 casos.
Todos los resultados estén recopilados en la Tabla 1, la !

Figura 2 muestra resultados ilustrativos para tejidos de

pancreas y de colon: mediante andlisis poxr RT-PCR de ADNc's

individuales de diferentes tejidos de tumores y normales
20 humanos mediante cebadores especificos para B99 se pudo !
| comprobar un ADNc de B99 en 6 de 7 muestras de tumores,

mientras que solamente uno de los tejidos normales investi-

gados (1 de 6) mostraba una débil expresidén de B99.
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Tabla 1: !
Tejido de tumor Tejido normal |
Tipo Casos positivos/ Tipo Casos positivos/ ]
casos ensayados casos ensayados
Carcinoma de colon 17123 Colon 1/4 |
Carcinoma de higado 0/3 Higado 0/4 \
Carcinoma de pulmén 2/9 Pulmén 0/4 1
Carcinoma de mama 0/10 n.d.
Carcinoma de pancreas 3/3 Pancreas 0/4
Carcinoma de células 1/10 Rifion 0/4
renales
Carcinoma de estémago 4/4 Estémago 2/4
Linfocitos 0/1 :
Intestino delgado 171 |
Ovario 0/1
Testiculos 0/4
Prdstata 01
Timo 0/1 1
Bazo 0/4
Musculo 01
Cerebro 0/1
Corazén 0/4

Para el andlisis pr transferencia Northern se
|

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 B9% de 271 pb marcado con [u-
*2p] dcTp (NEN, Boston). La visualizacién se efectup
mediante autorradiografia patrdén (Xomat AR film, Kodak) vy
exposicién en un fosfovisualizador [Phosphoimager) (de
Molecular Dynamics). En tales casos se manifesté solamente en
el colon y de modo claramente més
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débil en el duodeno un transcrito con un tamafio de ~3,0 kb.
La pequefia intensidad de la seflal permite aparecer como
improbable sin embargo una expresién inmunolégicamente
relevante.

Los resultados de todos 1los experimentos en 1lo
referente al perfil de ARNm de B99 (compilados a partir de
anadlisis 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 transcripcién aislada.

Ejemplo 5: Deteccidén de la expresidn de proteinas de BS99 en
tumores humanos

Para la deteccidén de la expresidén 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 suero obtenido se purificd por afinidad
mediante el péptido B39-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 fusién 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 fusidén de B99
expresada. En la sucesidn ulterior se analizaron por via
inmuno-histoquimica 56 muestras de diferentes tipos de
tumores con el suero B99-NKF en cuanto a expresién de B99
(Tabla 2). En tal caso, en 53 casos se manifestd una
expresién de B99 en las células de tumores. Ejemplos de ello
pueden verse en la Figura 3, 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
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los vasos no muestran ninguna coloracién. En la Figura 3a
puede verse ademds gque las mucosas de colon normales
residuales no muestran ninguna reactividad con el anticuer-
po. La coloracidén 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
seflal positiva de PCR. Este hallazgo diferente en compara-
cién con el Ejemplo 4 se puede explicar por la utilizacidn

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 ' 718
Carcinoma epitelial plano de pulmén 9/9
Adenocarcinoma de pancreas 11/12
‘Adenocarcinoma de estdbmago 9/9

Ejemplo 6

Clonacidén de B99

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 procedidé de la siguiente manera: un
analisis de UniGene (Centro Nacional para Informacidén de
Biotecnologia = National Center for Biotechnology Informa-
tion) proporcioné los siguientes ESTs homélogos 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

25Z
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de estos cebadores, se pudieron amplificar las respectivas |
i longitudes tedricas de fragmentos a partir del ADNc de A549.
Clonacién del extremo de 3’: 10 pug del ARN total
procedente de la linea celular 786-0 de carcinoma de células
5 renales se transcribieron inversamente mediante un cebador ?
de oligo-dT, vy 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
10 & 9 respectivamente), mientras que el segundo cebador
(T~53°C, SEQ ID NO:13) se fija primeramente a una tempera-
tura ma&s baja a la carga previa de ADN sintetizada de
nuevas. Esta denominada "touch-down PCR" = PCR de toque |
(Mastercycler Gradient, Eppendorf) se llevdé a cabo en las
15 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
20 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 continuacién se trans-
. 25 formaron en E. coli J109 competentes (Promega). Los clones '
positivos se secuenciaron después de seleccidén por PCR. La
secuenciacidén 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
; 30 el comienzo de una secuencia de poliA en la regidén de 3’ de i
; la secuencia. La amplificacién por PCR de ADNc procedente de
lineas celulares de tumores (786-0, AS49) asi como muestras
de tejidos de carcinomas de colon con los cebadores segun

las SEQ ID NO:16 hasta 18 proporcionaron con los cebadores

E? 35 originales los fragmentos que se esperaban después de la
3 clonacidén. En el fragmento de ADNc que ahora constaba de

2.216 pb se pudo identificar un cuadro de lectura continuo
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% desde la posicidn 427 hasta la 1.743. Ademds, en la regién
5’ de la secuencia no se pudieron identificar cuadros de
| lectura adicionales de ningin tipo, de lo cual se puede
sacar la conclusidén de que la regién de 0 a 427 pertenece ya
5 a la regidén no traducida en 3' del ARNm de B99. }
Con ayuda de los cebadores SEQ ID NO:12 y SEQ ID NQ:
17 se amplificd, clondé y secuencid la regidn codificadoﬁa
total de B99 procedente de ADNc de A549. Al realizar ia
secuenciacién se obtuvieron varios clones con una insercidn
10 de un nucledétido en la posicidn 923 en comparacidén con SEQ
ID NO:1 (que codifica B99-1) (véanse SEQ ID NO:3 y respectir
vamente SEQ ID NO:S5). i
Esta insercidén conduce a una modificacién del cuadrop
de lectura ablerto de B99 con una secuencia medificada dé
15 amino&dcidos resultante de ello en la regidén terminal de C dk
la proteina de B99; la secuencia del antigeno de B99 (B99-2)

derivada de este cuadro de lectura estd representada en SE@

ID NO:4. |

Uno de los clones aislados a partir de células A54§

i - 20 mostrd, junto con la insercidn mencionada, un intercambio dé
E% . nucledétidos en la posicidén 622 en comparacidén con la
secuencia de SEQ ID NO:1. Este intercambio de nucledtidod
condiciona en la posicidn N° 66 de la secuencia de aminoaci-

dos un reemplazo de arginina (SEQ ID NO:2, B99-1) pox

25 triptdéfano (SEQ 1ID NO:4, B99-2). Dejando aparte este
intercambio de aminodcidos, la secuencia de aminoidcidos de

B99-2 hasta la posicidn 166 es idéntica a la de B99-1. |

, Ademéas de ello, la insercidn mencionada condiciona uﬁ
segundo cuadro de lectura potencial desde la posicidén 845!

é: 30 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,
i tiene este cuadro de lectura presenta la secuencia de
% - aminodcidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen-
i cia de B99-3 es diferente a la de B99-1 desde la posicidn 1
'35 a la 27 e idéntica a B99-1 a partir de la posicién 28. f

'
i
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Ejemplo 7 _
Péptidos potenciales de fijacién al MHC en 1la regién'
codificadora de B399 :
Epitopos potenciales para péptidos dentro de la regién}

5 codificadora de B99-1 segin SEQ ID NO:2 (posiciones deg
aminodcidos: 1-438; Tabla 3A), la de B99-2 seglin SEQ ID NO:4
(posiciones de aminodcidos 150-190; Tabla 3B) y la de B99-3

segin SEQ ID NO:6 (posiciones de aminodcidos 1-40; Tabla 3C)

se realizaron mediante los algoritmos descritos por Parker
.10 y colaboradores, 1994, tomando como base motivos conocidos '
(Rammensee y colaboradores, 1995). Para los méas 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
15 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
20 10-meros.
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Tabla 3A !
Candidatos a péptidos de B99 inmundégenos (B99-1) 1
Posicidn Secuencia HLA
inicial
en SEQ
ID NO:2/
SEQ ID
NO:
5 Lys Arg Leu Cys Gln Leu Bl4
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 Val 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
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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 Val 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*(0201
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 Tyr Al
Leu Arg Tyr

423 Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Al, A3
Arg Tyr Lys
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Tabla 3B

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*Q201
Tyr Cys Val
160 Tyr Cys Val His Val Asp A*0201
| Glu Glu val
163 His Val Asp Glu Glu Vval Al
Pro Arg Asn
164 Val Asp Glu Glu Vval 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
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Tabla 3C
Candidatos a péptidos de B99 inmundgenos (B99-3)

Posicidén
5 inicial
en SEQ
ID NO:6/
SEQ ID
_ NO:
10
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
é 12 Glu Leu Cys Met Pro Leu Al, A3
‘% Arg Thr Tyr
15 14 Cys Met Pro Leu Arg Thr A*0201
é Tyr Thr Val
3 16 Pro Leu Arg Thr Tyr Thr A*0201
% Val Ser Met




Ejemplo 8 ;
Experimento de estabilizacién de MHC con péptidos potencia-‘I

les de fijacidén al MHC especificos para B99 ‘
Péptidos potenciales de fijacidén al MHC de B99 fueron%

5 comprobados en un experimento de carga con péptidos de T2 eni
cuanto a su capacidad para estabilizar moléculas de HLA-AZ%
sobre la superficie de células T2, lo cual constituye una
indicacién en cuanto a su capacidad de fijacidén al MHC. El{
experimento se llevé a cabo tal como ha sido descrito pori

10 BOhm y colaboradores, 1998. La estabilizacién se midiét

mediante un andlisis por FACS con anticuerpos especificos}

para HLA-A2 (BB7.2). Cinco péptidos mostraron un efecto de,

estabilizacidén cuando se utilizaron en una concentracidén de |

100 ug/ml, representado por un aumento de la intensidad'

15 media de fluorescencia en comparacién con el testigo sin
péptido o con un péptido testigo de MAGE-3 Al, que no

muestra ninguna fijacidén (Tabla 4):

Tabla 4

] 20
; Péptido Secuencia Intensidad media de la
8 fluorescencia
? ningin 2,27
. péptido
1 testigo Glu Val Asp Pro Ile 2,25
25 negativo Gly His Leu Tyr
MAGE-3 Al
p B99-12 Tyr Leu Trp Ala Leu 7,46
9 Cys Tyr Met Leu
B99-19 Tyr Met Leu Leu Ala 7,43
Thr Val Ala Leu
B99-21 Leu Leu Ala Thr Val 3,32
Ala Leu Lys Leu
30 | B99-187 Phe Ile Ala Ser Lys | 3,57
Leu Val Arg Vval
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 investis

garon en una serie de diluciones en el mismo sistema de
ensayo, a fin de demostrar una eventual dependencia de la
fijacién con respecto de la concentracién. La Figura 4i
muestra la estabilizacidén de MHC en células T2 medianté
diferentes concentraciones de péptidos de B99. Especialment%
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 inmunizacién. Como!

testigo positivo se utilizé 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 denominacidén B99, seleccionado
entre el grupo de polipéptidos que presentan la secuencia de aminodcidos

gque se indica en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 O SEQ ID NO:6.

2.- Fragmento de proteina o péptido inmundégeno, caracterizado porque se

deriva de un antigeno asociado con tumores, definido en 1la

reivindicacién 1. ;
}

3.- (Poli)péptido inmundgeno segln la reivindicacién 1 o 2, que provoca

una respuesta inmunitaria humoral.

4.- (Poli)péptido inmunégeno segin la reivindicacién 1 o 2, cuyo o cuyos

producto (s} de degradacidén es (son) presentados por moléculas del MHC y

provocan una respuesta inmunitaria celular.

5.~ Péptido inmundgeno seglin la reivindicacidén 4, seleccionado entre el

grupo de péptidos segln SEQ ID NO:22 hasta 55.

6.- Péptido inmundgeno seglin la reivindicacidén 5, seleccionado entre el

grupo de péptidos segtun SEQ ID NO:31, 57 y 59.

7.- (Poli) péptido inmundégeno segin una de las reivindicaciones 1 a 6 .

para la inmunoterapia de enfermedades de céncer in vivo o ex vivo, |
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o N , 377
(poli)péptido una respuesta inmunitaria contra células de

induciendo el

tumores del paciente, que expresan B99.

8.-Composicién farmacéutica para la administracién por via parenteral,
como componente activo

caracterizada porque

local,
inmunégenos seglin una de las

tépica, oral o

contiene uno o varios (poli) péptidos

reivindicaciones 1 a 6.

caracterizada

9.-Composgicidén farmacéutica seglin la reivindicacidén 8,

porque contiene diferentes péptidos inmundgencs derivados de B99.

caracterizada

10.-Composicién farmacéutica segin la reivindicacién 9,

porgue contiene uno o varios péptidos derivados de B99 en mezcla con

péptidos derivados de otros antigenos asociados con tumores.

11.- Composicién farmacéutica seglin 1la reivindicacién 9 o 10, :

caracterizada porque los péptidos se fijan a por lo menos dos diferentes

tipos de HLA.

proteina con las

12.-Molécula de ADN aislada, que <codifica wuna

propiedades inmundégenas de un antigeno asociado con tumores, definido en
la reivindicacién 1, o fragmentos de éste.

que codifica un °

Molécula de ADN segln la reivindicacidén 12 ,

13.-
polipéptido inmundgeno con la denominacidn B99 que tiene la secuencia de

aminodcidos representada en SEQ ID NO:2, 4 o 6 o fragmentos de proteinas

0 péptidos derivados de éste.
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14.-Molécula de ADN segin la reivindicacién 13, caracterizada porque es

un polinucledétido con la secuencia representada en SEQ ID NO:1, 3 & 5.

15.- Molécula de ADN segin la reivindicacidn 13, caracterizada porque se
hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido de la secuencia

representada en SEQ ID NO: 1, 3 & 5.

16.-Molécula de ADN recombinante, que contiene una molécula de ADN segin
5

una de las reivindicaciones 12 a 14.

17.- Molécula de ADN segln una de las reivindicaciones 12 a 15, para la
inmunoterapia de enfermedades de cancer, induciendo el (poli)péptido de

B99 expresado por la molécula de ADN una respuesta inmunitaria contra
células de tumores del paciente, que expresan el B99.

b

18.-Composicidén farmacéutica, que contiene como constituyente activo una
o varias de las moléculas definidas en una de las reivindicaciones 12 a
16,

19.-Utilizacidn de células que expresan el antigeno asociado con tumores

definido en la reivindicacidén 1, para la preparacidén de una vacuna

contra el cancer.

20.-Anticuerpo contra un (poli)péptido definido en wuna de 1las;

reivindicaciones 1 a 6.
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' 21.-Anticuerpo segin la reivindicacién 19,

monoclonal.

22.-Anticuerpo segin la reivindicacién 19 o

diagnéstico de enfermedades de cancer que

expresidén de B99.

COLO 05255-801-021-8

JJC-ID-154

371

caracterizado porque es

20 para la terapia y el

estadn asociadas con 1la
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PROTOCOLO DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH et al.
<120> Antigeno asociado a tumores
<130> seqlist12203

<140>
<141>

<160> 61

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 2216
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> S'UTR
€222> (1)..(426)
<220>
<221> CDS
<222> (427)..(1743)
<220>
<221> 3'UTR
<222> (1744)..(2216)
<400> 1
GTCACGGGRA CTGOCCTTGC TACTTGTGAC CTGCCCTTTA CTCAGCAGTT TTKH?(HGG
GAAGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CIGTAGGIGC TGARNGGGAAA CAGATGAAGA
ACATGACCTC ARGGAGCTTC CTGTCAATGA GARGACCARG CTGACGCCTG GCARAGATAT
TAAAGAGGAG CCTGRRACTG TTCCTTGGAC ATCTTATGRA TGICAGAAAA TRLCTTTIGG
AGGGTTAGAA GATCAGGGGA CATGGTTGIT CACATTTGCT GOCACGGAAC ACCGOCAGTC
TRXKHTGRSPQCNQVHIAAGZIHTGHE&AGAGNK?HC CCTAAGCAGG AGAGARGCTA
CTAAAGGATT GTGTACTCCT CCACCTTOCC TGIGCTCGGT CTOCACCTGT CRIIBﬂﬂCT
GTGACG ATG GIT CAA TGG RAG AGA CIC TGC CAG CIG CAT TAC TIG TGG

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

1 5 10

GCT CIG GG&C TGC TAT ATG CTG CIG GCC ACT GIG GCT CTG ARA CTT TCT

60

120

180

240

300

360

420

468

516
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Ala leu Gly Cj(s 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 TTG 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

TCT CRA AGC CAG TAC TGT AGG AT ATC TIG TAT AAT TIC CTG AAA CTT
Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys Leu
50 55 €0

CCA GCA AAG AGG TCT ATC RAC 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 CTG GAG GIC ARG AAG AAG
Glu Ala Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys
80 ‘ 85 %0

CGA GAG CCT TTC ACA GAC ACC CAC TAC CTIC TCC CIC AOC 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 AAG TTC ATA CAG TIC CCA CIG AGC ARA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys
115 120 125

GAAGPG'GPGGAG'I‘I‘CCCPATTGCATAC‘ICTATGGPGMTCATGAGAAG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys
130 135 140

ATT GAA ARC TTT GAA AGG CTA CTG CGA GCT GIG TAT GCC OCT 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 GAG AAG TCC CCA GAA ACT TIC AAA GAG
Ile Tyr Cys Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu
160 165 170

GCG GIC APA GCA ATIT ATT TCT TGC TTC CCA RAT 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

AAG CTG GIT OGG GIG GIT TAT GOC TCC TGG TCC AGG GIG CAA GCT GAC
Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp
195 200 205

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

TTCC'IfGAATACA'IGTGGGACEGAC'ITTCCTATAAAGAGCAATGCAGAG
Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu
225 230 235

ATG GIC CAG GCT CTC AAG ATG TTG AAT GGG AGG AAT AGC ATG GAG TCA
Met Val GIn Ala Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser
240 245 250

564

612

660

708

756

804

852

S00

948

996

1044

1092

1140

1188

a3
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GAG GTA CCT CCT AAG CAC AAA GAA ACC CGC TGG AAA TAT CAC TIT GAG
Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp lys Tyr His Phe Glu
255 " 260 265 270

GTA GTG AGA GAC ACA TTA CAC CTA ACC AAC ARG AAG AAG GAT OCT 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 TIT ACA GGG ART GUG 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 GTIT TTG AAG AAC CCT 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 GAA CAC CIC 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 AAC CAC CCC
Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro
335 340 ‘ 345 350

ARG TAC GAC ATC TCA GAC ATG ACT TCT ATT GOC AGG CTG GIC ARG TGG
Lys Tyr BAsp 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 OCOC 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 OGG GCT ATC TGC GIT TAT GGG GCT GGG GAC TTG
Sexr Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp Leu
385 390 395
AAT TGG ATG CTT CAA AAC CAT CAC CTG TIG GOC AAC 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 CTT CAG TGC TTA GAA GAA TAC CTA OGT 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 GAGRGOGTTG
Lys BAla Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *
435
CTACCTGTGG GGCAAGAGCA TGTACARACA TGCTCAGRAC TIGCTGRGAC AGTGIGGGTG
GGAGARCCAGG GCTTTGCAAT TOGTIGGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC TATTAGATTG
TGGGTAAGTA GATCTTTTGC CTTGCAAATT GCTGOCTGGG TGAATGCTGC TTGTTCTOCC
ACCCCTARCC CTAGTAGTTC CTCCACTARC TTTCTCACTA AGKSNGAATG AGAACTGCTG

TGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGTGG TAGAGCACTT GATTTCAGTT GAATGCCTGC

1236

1284

1332

1380

1428

1476

1524

1572

1620

1668

1716

1763

1823

1883

1943

2003

2063
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TGGTAGCTTT TCCATTCIGT GGAGCTGCCG TTCCTAATAA TTCCAGGTTT GGTAGCGIGG

AGGAGAACTT TGATGGAAAG AGAACCTTCC CTTCTGTACT GTTAACTTAA ARATARATAG

CTCCTGATTC AAAGTAAAAA AAARAARNAR ARA

<210> 2

<211> 439

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

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 Leu Pro Ala
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 lLeu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu
' 85 %0 95

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser lLeu 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 Lys Tyr Phe leu
210 215 220
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Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu Met Vval
225 230 235 240

Gln Ala leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser Glu Val
245 250 255

Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu Val Val
260 265 270

Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys Asp Pro Pro Pro Tyr
275 280 285

Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser Arg Asp
290 295 300

Phe Val Gln His Val lLeu Lys Asn Pro Lys Ser Gln Gln Leu Ile Glu
305 310 315 320

Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His leu Trp Ala Thr leu
325 330 335

Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro Lys Tyr
340 345 350

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
385 390 395 400

Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys Val
- 405 410 415

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

420 425 430

Ile Tyr Gly Thr Glu leu *
435

<210> 3

<211> 2217

<212> DNA

<213> Homo sapiens

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

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

<220>




|
|
o 225~

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

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

<220>
<221> CDS
<222> (845)..(1744)

: <220> }
j <221> 3'UTR
10 <222> (1745)..(2217)

f <400> 3
GTCACGGGAA CTGCCCTTGC TACTTGTGAC CTGOCCTTTA CTCAGCAGIT TTTGITCIGG 60
GAAGOCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTAGGTGC TGAAGGGAAA CAGATGAAGA 120
15
ACATGACCTC AAGGAGCTTC CTGTCAATGA GAAGACCAAG CTGACGCCTG GCAAAGATAT 180
TARAGAGGAG CCTGARACTG TTCCTTGGAC ATCTTATGAA TGTCAGAARA TACCTTTIGS 240
' AGGGTTAGAA GATCAGGGGA CATGGTTGTT CACATTTGCT GCCACGGAAC ACCGCCAGTC 300 |
: |
TTCACTTGGG AACAGAATCA CGCCTTGTGA AGAGATCATC CCTAAGCAGG AGAGAAGCTA 360 }
20 :
| CTARAGGATT GIGTACTCCT CCACCTTCCC TGTGCTCGGT CTCCACCTGT CTCOCATICT 420
" GIGACG ATG GTT CRA TGG AAG AGA CIC TGC CAG CTG CAT TAC TTG TGG 468 |
Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr lLeu Trp ?
1 5 10
. GCT CTG GGC TGC TAT ATG CTG CTG GOC ACT GIG GCT CIG ARA CTT TCT 516 '
25  Bla Leu Gly Cys Tyr Met Leu leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser g
f 15 20 25 30 ]
. TIC AGG TIG AAG TGT GAC TCT GAC CAC TTG GGT CTG GAG TOC AGG GAA 564 |
? Phe Arg leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu 4
; 35 40 45 }
H i
| TCT CAA AGC CAG TAC TGT AGG AAT ATC TTG TAT AAT TIC CTG ARA CTT 612 |
30 Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys Leu
! 50 55 60 |
' OCA GCA ARG TGG TCT ATC AAC TGT TCA GGG GIC ACC OGA GGG GAC CAA 660 !
i Pro Ala Lys Txp Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln i
65 70 75 |
g ' i
. GAG GCA GIG CTT CAG GCT ATT CIG AT AAC CTG GAG GIC AAG AAG AAG 708 !
3% 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 AQC CAC TAC CTC TCC CTC ACC AGA GAC TGT 756
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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 AAG TTC ATA CAG TTC CCA CTG 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 AIT CAT GAG ARG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys
130 135 140
ATT GAA ARC TTT GAA AGG CIA CIG CGA GCT GIG TAT GCC CCT CAG ARC
Ile Glu Asn Fhe Glu Arg Leu ILeu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn
145 150 155
ATA TAC TGT GIC CAT GIG GAT GAA GAA GTC OCC AGA AAC 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 CIT OCC AARA TGT CIT CAT AGC CAG
Gly Gly Gln Ser Asn Tyr Phe Leu leu Pro lys Cys leu His Ser Gln
175 180 185 190

TAA GCTGGTTCGG GTGGTTTATG CCTCCTGGTC CAGGGTGCAA GCTGACCTCA
*

ACTGCATGGA AGACTTGCTC CAGAGCTCAG TGOOGIGGAR ATACTTOCTG AATACATGTG
GGALDGACPPTCCTATAAAGMAMGAAGMWP@GGCICMAGMGHGAMG
GGAGGAATAG CATGGAGTCA GAGGTACCTC CTAAGCACAA AGAAACOCGC TGGAAATATC
ACTTTGAGGT AGTGAGAGAC ACATTACACC TAACCAACAA GARGAAGGAT CCTCOCOCTT
ATAATTTAAC TATGTTTACA GGGRATGOGT ACATTGTGGC TTCCOGAGAT TTCGTCCAAC
ATGTTTTGAA GAACCCTAAA TCOCAACAAC TGATTGAATG GGTAAAAGAC ACTTATAGCC
CAGATGAACA CCTCTGGGCC ACCCTTCAGC GTGCACGGTG GATGCCTGGC TCTGTTOCCA
ACCACCCOCAA GTACGACATC TCAGACATGA CTTCTATIGC CAGGCTGGTC AAGTGGCAGG
GTCATGAGGG AGACATCGAT AAGGGTGCTC CTTATGCTOC CTGCTCTGGA ATOCACCAGC
GGGCTATCTG OGTTTATGGG GCTGGGGACT TGAATTGGAT GCTTCARAAC CATCACCTGT
TGGOCAACAA GTTTGACCCA AAGGTAGATG ATAATGCTCT TCAGTGCTTA GAAGAATACC
TACGTTATAA GGOCATCTAT GGGACTGARC TTTGAGACAC ACTATGAGAG OGTTGCTACC
mmmmmmcmmﬁmmmm
CCAGGGCTTT GCAATTOGTG GCATCCTTTA GGATAAGAGG GCTGCTATTA GATTGTGGGT
AAGTAGATCT TTTGCOCTTGC ARATTGCTGC CTGGGTGAAT GCTGCTTGIT CICTCACCCC

TAARQCCTAGT AGTTOCTOCA CTARCTTTCT CACTAAGIGA GAATGAGAAC TGCTGIGATA

804

852

996

1049

1109
1169
1229
1289
1349
1409
1469
1529
1589
1649
1709
1769
1829
1889
1949

2009
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GGGAGAGTGA AGGAGGGATA TGTGGTAGAG CACTTGATTT CAGTTGAATG CCTGCIGGTA
GCTTTTCCAT TCTGTGGAGC TGCOGTTCCT ARTAATTOCA GGTITTGGTAG CGTGGAGGAG
ARCTTTGATG GARRGAGARC CTTCCCTTCT GTACTGTTAA CTTRAAAATA AATAGCTCCT

GATTCAAAGT AAAAAARAAAN AAAAAANA

<210> ¢

<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 Lleu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser Phe Arg
20 25 30

leu Lys Cys Asp Ser Asp His Ieu 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 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 Ieu 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 lLeu 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 *
180 185 190

<210> 5

2069

2129

2189

2217



<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

GTCACGGGRA CTGCOCTTGC TACTTGTGAC CTGOOCTTTA CTCAGCAGTT TTTGTTCTGG

GAAGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTAGGIGC TGAAGGGAAA CRGATGAAGA

ACATGACCTC AAGGAGCTTC CIGTCAATGA GAAGAOCAAG CTGACGOCTG GCARAGATAT

TAARGAGGAG CCTGARACTG TTCCTTGGAC ATCTTATGAA TGTCAGAARA TACCTTTIGG

AGGGTTAGAA GATCAGGGGA CATGGTTGTT CACATTIGCT GOCAOGGARC ACCGCOCAGTIC

TTCACTTGGG AACAGAATCA CGCCTTGTGA AGRGATCATC CCTARGCAGG AGAGARGCTA

CTAAAGGATT GTGTACTCCT CCACCTTCCC TGIGCTOGGT CTOCACCTGT CTCCCATTICT

GTGACGATGG TTCAATGGAA GAGACTCTGC CAGCTGCATT ACTTGIGGGC TCTGGRCTGC

TATATGCTGC TGGCCACTGT GGCTCTGAAA CTTTCTTTCA GGTTGAAGTG TGACTCTGAC

CACTTGGGTC TGGAGTCCAG GGAATCTCAA AGCCAGTACT GTAGGAATAT CTTGTATAAT

TTCCTGAAAC TTCCAGCAAA GIGGTCTATC AACTGTTCAG GGGTCAOUCG AGGGGACCAA

GAGGCAGTGC TTCAGGCTAT TCTGRAATARC CTGGAGGTCA AGAAGARAGOG AGAGOCTTTC

ACAGACAOOC ACTACCTCTC CCTCACCAGA GACTGTGAGC ACTTCAAGGC TGAARGGAAG

TTCATACAGT TCCCACTGAG CAPAGARGAG GTGGAGTTCC CTATTGCATA CTCTATGGIG

ATTC ATG AGA AGA TTG ARA 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 AAG 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 AAA GAG GOG GTC ARA GCA ATT ATT TCT TGC TTC CCA AAT GIC

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

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

889

937

985
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TTC ATA GOC AGT AAG CTG GTT CGG GIG GIT TAT GCC TCC TGG TCC AGG
Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg
50 55 €0

GTG CAA GCT GAC CTC ARC TGC ATG GRA GAC TTG CIC CAG AGC TCA GIG

Val Gln Ala Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp leu Leu Gln Ser Ser Val
65 70 75

CCG TGG ARA TAC TTC CTG AAT ACA TGT GGG ACG GAC TTT CCT ATA ARG
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 CIC 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 OCT AAG CAC ARA GMA 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 GIG AGA GAC ACA TTA CAC CTA ACC AAC AAG ARG
Tyr His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys
130 135 _ 140

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

ATT GTG GCT TCC CGA GAT TTC GIC CAA (AT GIT TTG AAG ARC CCT AAA
Ile Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys
160 165 170 175

TCC CAA CRA CTG ATT GAA TGG GTA AAA GAC ACT TAT AGC OCA GAT GAA
Ser Gln Gln Leu Ile Glu Txp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu
180 185 190

CAC CTC TGG GCC ACC CTT CAG OGT GCA OGG 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 AAC CAC OCC AAG TAC GAC ATC TCA GAC ATG ACT TCT ATT GOC AGG

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

CIG GIC AAG 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 OOC TGC TCT GGA ATC CAC CAG OGG GCT 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 AAT TGG ATG CTT CAA ARC CAT CAC CIG TTG GCC AAC
Ala Gly Asp Leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His leu Leu Ala Asn
260 265 270

DAG TTT GAC OCA AAG GTA GAT GAT RAT GCT CIT CAG TGC TTA GRA GRA

1033

1081

1128

1177

1225

1273

1321

1369

1417

1465

1513

1561

1609

1657

1705
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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 OGT TAT AAG GCC ATC TAT GGG ACT GAA CIT TGA GACACACTAT 1754

Tyr leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu leu *

290 295 300
GRGAGOGTTG CTACCTGTGG GGCARGAGCA TGTACARACA TGCTCAGAAC TTGCTGGGAC 1814
AGTGIGGGTG GGAGACCAGG GCTTTGCAAT TOGTGGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC 1874
TATTAGATTG TGGGTAAGTA GATCTTTTGC CTTGCARATT GCTGCCTGGG TGAATGCTGC 1934
TTGTTCTCTC ACCCCTAACC CTAGTAGTTC CTCCACTAAC TTTCICACTA AGTGAGRATG 1994
1o PCANCTGCTG TGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGTGG TAGAGCACTT GRATTTCAGIT 2054
GAATGCCTGC TGGTAGCTTT TCCATICIGT GGAGCTGOCG TTCCTAATAA TTCCAGGTTT 2114
GGTAGCGTGG AGGAGAACTT TGATGGAAAG AGRACCTTCC CTTCIGTACT GITAACTTAA 2174

PARTAAATAG CTCCTGATTC ARAGTAAAAA ARAARAAARRA AAA : 2217

15

<210> 6

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiens

20
<400> 6

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

E Ieu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met Trp Met Lys Lys Ser Pro Glu Thr
[ ' 20 25 30

j Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe -
| 35 40 15

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
30 65 70 75 ) 80

Trp Lys Tyr the 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
35

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
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130 .. 135 140

Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile
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

Asn 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

Leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *
2390 295 300

<210> 7

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

TCAATGAGAA GACCAAGCTG ACGCC

<210> 8

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador

<400> 8

GGGAGACAGG TGGAGACCGA GC
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<210> 9

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

l<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 9

TCACGGGAAC TGCCCTTGCT ACTTGT

- <210> 10

<211> 27

. <212> DNA .

<213> Secuencia artificial

: <220>
1 <223>

<400>

GCTCCT

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Descripcién de la secuencia artificial: cebador

10

TGAG GTCATGTTCT TCATCTG

11

21

DNA

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: cebador

11

GGAGACCGAG CACAGGGAAG G

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
21

DNA
Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: cebador

12
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CCTTCCCTGT GCTCGGTCTC C

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

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

<400> 13

TCGAGTCGAC TATATGTACC ' 20

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

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

<400> 14

AAGGTGAAGG TCGGAGTCAA CG ' 22

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

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

<400> 15

GGCAGAGATG ATGACCCTTT TGGC

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

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

24
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<400> 16

GACCAGGAGG CATAARACCAC 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>

sy

27

28 ‘

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 18

CATCCAATTC AAGTCCCCAG CCCCATAA

<210> 19

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: cebador

<400> 19

TGTAGCGTGA AGACGACAGA AAGGGCGTGG TACCGAGCTC GAG

<210> 20

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

28

43
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27 s

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador 1

<400> 20

AGGGCGTGGT ACCGAGCTCG ARG

<210> 21

<211> 11

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

22

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 21

GGCTCGAGCT C

<210> 22

<211> 9

<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

<4Q00> 24

Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys

11
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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> 9

<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> 28

Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<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

<211> 9

<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
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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
10

1 5

<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

19
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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> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr
1 5

<210> 41

<211> §

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

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

<210> 42

S <211> 9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42
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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> 9

<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> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe
1 5
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15

<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

i <400> 50

* Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr

1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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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> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr
1 5

<210> 54

<211> 9

<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

* Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met

1 5



10

15

20

25

30

35

24

<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

1<210> 59

<211> 10
<212> PRT

.<213> Homo sapiens

. <400> 59

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

<210> 60
<211> 9




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

qof

4
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Radicacién no 00-30397
Concepto Técnico no. 441
Clasificacion Internacional de Patentes : CO7K14/82, C12N15/11, A61K45/05

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decision 486 se determind
que esta solicitud de Patente de Invencién:

!

1

Hob -
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Folio 44" ’s\

Contiene un resumen de la invencion (Art.26-¢).
Contiene el titulo 0 nombre de la invencion (Art.27-d).
Contiene la descripcion de la invencion (Art.26-b).

NO ES APLIGABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para comprender la invencion

(Art.26-d)
Contiene una o mas reivindicaciones. (Art.26-c).

NO ES APLICABLE [¥ ] Han sido desarrollados los productos y/o procedimientos a partir "
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los Paises

Miembros es pais de origen. (Ar. 26- h).

NO ES APLICABLE [¥]Los productos y/o procedimientos han sido obtenidos o

desarrollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, o locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establecido en la
Decision 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes. (Art.26-i).

La invencion se refiere a un producto relativo a un material biolégico. (Art.26-J).
La prioridad coincide con la materia reivindicada.

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[Y] NO [] ver hoja(s) anexa(s)

EXAMINADOR TECNICO

b Bogoté D. C. Febrero 28 de 2003.

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5 ¥y 10
Conmutador: 334 12 21-2-3-4
Fax: 281 31 25 e-mail: info@sc.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA ‘j

Folio,em/

Con'cepto técnico no. 441

OBSERVACIONES |
0 Anexa el documento mediante el cual reivindica la prioridad No. 19919 225.1 Folios 107-214 ‘;
Anexa Ia traduccion del documento de prioridad No. 19919 225.1 Folios 215-315 ;
0 Anexa los dibujos alucivos a la invencién. Folios 375-378 ;
0 Anexa un nuevo capitulo descriptivo. Folios 321-364 n
0 Anexa un nuevo capitulo reivindicatorio. Folios 379-382 -
=XAMINADOR TECNICO '
02044

Bogots, Febrero 28 de 2003,

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-3-4
Fax: 281 31 25 e-mail: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia




Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

a6 |
2008) 03 ] 04
Folio 442 B

2020 !
Bogota DC

Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)

REFERENCIA: Radicacién No. 00-30397

Tramite 002 '
Evento 001 ‘
Actuacion 416
Oficio No. 420
Folios 001

i

i
Tem; ndo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
§ ente indicado en la referencia, retne los requisitos de forma establecidos en los
ja culos 26 y 27 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, y en las
;demés dlsposwnones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la

Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad
|al conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decisién.

202044

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-3-4
Fax: 281 31 25 e-mail: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No. 00-030397

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 530, DE
FECHA 31 DE JULIO DE 2003, EL TERMINO HABIL SENALADO POR LA LEY

EXPIRA EL 28 DE OCTUBRE DE 2003.

NOTA: Dentro del plazo de los seis (6) meses siguientes a partir de la fecha de publicacién
en la gaceta de Propiedad Industrial, debera solicitar y cancelar el examen de
patentabilidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de acuerdo con lo
establecido en el Articulo 44 de la Decision

486/2000.

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS.

i

Sl NO X

D —— — —_—

Bogota D.C., Febrero de 2004



RADICACION: 0-30397

; etar(a General Ad Hoc
ecretana General Ad-Hoc
\. E)ICTO No. 3209 .

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

EDICTO No. 3209

LA SECRETARA GENERAL AD-HOC
HACE SABER:

RESUELVE

ARTICULO PRIMERO: Declarar abandonada la solicitud de privilegio de patente de
invencién contenida en el expediente de la referencia.

ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente el contenido de la presente resolucion
al doctor Emilio Ferrero, o a quien haga sus veces, quien actba como apoderado de
Boehringer Ingelheim International GmbH., entregandole copia de la misma, advirtiéndole
que contra ella procede el recurso de reposicion interpuesto ante ef Superintendente de
Industria y Comercio, al momento de la notificacion o dentro de los 5 dias habiles
siguientes a ella.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
DadaenBogota, D.C.,alos {2 Frp 2004

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO,

23-MAR-2004 Este edicto se desfija hoy05-ABR-2004 a las cinco (5:00 p.m.)

y1o

'o' eSta Superintendencia profirié Resolucién No. 2431 de 12-FEB-2004. Que el contenido de la parte resolutiva es como sigue: El
blperintendente de Industria y Comercio.



