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Antigeno asociado con tumores (R11)

El invento se refiere a la inmunoterapia de enfermedades tumorales.

Et sistema inmunitario tiene la misién de proteger al organismo con respecto
de un gran nimero de diferentes microorganismos o de combatir activamente a
éstos. La importancia de un sistema inmunitario intacto se demuestra sobre todo en
el caso de inmunodeficiencias heredadas o adquiridas. El empleo de programas
profildcticos de vacunacién se manifesté en muchos casos como una intervencién
inmunoidgica extrémadamente conducente a su objetivo y satisfactoria en la lucha

contra enfermedades infecciosas viricas o bacterianas. Ademds, se ha puesto de

- manifiesto que el sistema inmunitario participa decisivamente también en la

eliminacién de células de tumores. En tal caso, desempeia un papel esencial el
reconocimiento de los antigenos asociados é'qn tumores (TAA's de Tumor Associated
Antigens) por componentes del sistema in\munitario. En el sentido mas amplio,
cualquier componente (peptidico o no peptfdilc_o) de una célula de tumor, gue sea
reconocido por un elemento del sistema inmunitario y conduzca a la estimulacién de
una respuesta inmunolégica, puede actuar como antigeno inmundgeno de tumor. Les
corresponde imporfancia especial en tal contexto a los antfgenos de tumores, que no
solamente provocan una reaccidn inmunoldgica sino que también producen un
rechazo del tumor. La identificacion de antigenos definidos, que pueden producir tal
reaccidn inmunoldgica, constituye una etapa importante para el desarrollo de una
vacuna definida molecularmente contra tumores. Aun cuando todavia no se ha
puesto en claro totalmente cuales de los elementos del sistema inmunitario son
responsables de un rechazo del tumor, existe sin embargo un consenso acerca de que
en este contexto los linfocitos T citotéxicos {CTL's de Cytotoxic T-Lymphocytes) que
expresan CD8 desempefian un papél principal (Coulie, 1997). Especialmente en el
caso de los tipos-dq tumores (p.ej. los de melanoma y carcinoma renal), que
presentan una tasa de remisién espontanea relativamente aita, se pudo cc.)'mprohar
una correlacion entre la evolucidn clinica y la aparicién acrecentada de células T
CD8" y CD4™ {Schende! y colaboradores, 1993; Mackensen y colaboradores, 1993;
Halliday y colaboradores, 1995; Kawakami y colaboradores, 1995; Kawakami y
colaboradores, 1996; Wang, 1997; Celluzzi y Falo, 1998}. En este caso, se
obtuvieron clones de CTL especificos o bien a partir de linfocitos que se habian

infiltrado en tumores (TIL, de Tumor Infiltrating Lymphocytes) o células mononuciea-
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ras de sangre periférica (PBMC, de Peripheric Blood Mononuclear Cells) después de
cultivacién “conjunta con células de tumores en su mayor parte autdlogas y
estimulacién /in vitro por citoquinas. Tanto en modelos con animales como también
en sistemas de cultivo celular humanos, cuitivados /n vitro, se pudo reforzar ta
respuesta de las células T frente a células de tumores por transfeccion de las células
de tumores con citoquinas (van Elsas y colaboradores, 1997; Gansbacher y
colaboradores, 1990; Tepper y colaboradores, 1989; Fearon y colaboradores, 1990;

Dranoff y colaboradores, 1993).

Por causa de la correlacidn existente entre la remisidn y la participacién de '

células T CD8*, la identificacién de antigenos asociados con tumores (TAA's),' que
son reconocidos por CTL's positivos para CD8 constituyen una meta principal
declarada en el camino para el desarrollo de una vacuna contra tumores (Pardoll,
1998; Robbins y Kawakami, 1996). Todavia no se ha puesto en claro si también
otros tipos de células del sistema inmunitario tales como p.ej. células T cooperantes
CD4*, desempeiian un papel esencial; algunos estudios con péptidos MAGE-3/HLA-
A1 en pacientes de melanoma apuntan en este sentido (Marchand y colaboradores,
1995; Boon y colaboradores, 1998). En los afios pretéritos se han identificado una
serie de TAA's, que son reconocidos por CTL's (Boon vy colaboradores, 1994; van
den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Las células T reconocen a los antigenos como fragmentos de péptidos, que
son presentados a superficies ceilulares de moléculas de MHC (de "Major Histocom-
patibility Complex”, en un ser humano "HLA" de "Human Leukocyte Antigen" =
antigeno de leucocitos humanos}. Existen dos clases de moléculas de MHC: las
moléculas de MHC-| aparecen en la mayor parte de las células con nicleo vy
prasentan péptidos (usualmente B-10-meros) que se forman por degradacion

proteolitica de proteinas enddgenas (el denominado tratamiento de antigenos,

"antigen processing"). Los complejos de péptidos y MHC-I son reconocidos por CTL's -

positivos para CD8. Las moléculas de MHC-Il aparecen en las denominadas "células
presentadoras de antigenos (APC de Antigen Presenting Cells) profesionales” y
presentan péptidos de proteinas exégenas, que se recogen y tratan en el curso de la
endocitosis de las APC. Los compiejos de péptidos vy MHC-I son reconocidos por
células T cooperantes CD4*. Mediante una interaccion entre un receptor de céiulas
T y el complejo de péptido y MHC se pueden desencadenar diferentes mecanismos

efectores, que en el caso de los CTL's conducen a la apoptosis de la célula diana.

———t e g ———
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Esto sucede cuando se reconoce como ajeno o bien el MHC (p.ej. en el caso del
rechazo de-un érgano trasplantado), o el péptido {p.ej. en el caso de patégenos
intracelulares). Sin embargo, no todos los péptidos presentados cumplen los
requisitos estructurales y funcionales para una interaccion eficaz con células T (tal
como ha sido descrito por Rammensee y colaboradores, 1995 y més adelante en esta
memoria descriptiva).

Para el empieo de los TAA's en una vacuna contra tumores son posibles
fundamentalmente varias formas de aplicaci6n: El antigeno puede ser aplicado o bien
coma proteina recombinante con apropiados adyuvantes o sistemas de soporte, o
como un ADNc (ADN cromosomal) que codifica el antigeno en vectores plasmidicos
{vacunas de ADN; Tighe y colaboradores, 1998) o vectores viricos {Restifo, 1997).
Otra posibilidad consiste en el empleo de bacterias recombinantes (p.ej. Listeria,
Salmonella), que expresan recombinantemente el antigeno humano y mediante sus
componentes adicionales tienen un efecto adyuvativo (Paterson, 1996; Pardoll,
1898). En todos estos casos se necesitan un tratamiento y una presentagién del
antigeno por las denominadas "células presentadoras de antigenos {APC) profesiona-
les". Una posibilidad adicional es el empleo de péptidos sintéticos {Melief y
colaboradores, 1986) que cuadran con los correspondientes epitopos de células T del
antigeno y que o bien son cargadas desde fuera sobre las APC (Buschle y colaborado-
res, 1997; Schmidt y colaboradores, 1997) o son recogidas por las APC vy
transferidas'intracelularrnente 2 las moléculas de MHC |. La forma de aplicacién mas
eficiente terapéuticamente para un antigeno definido es determinada por lo general
en estudios clinicos.

Entre los antigenos reconocidos por los CTL's especificos para tumores o sus
epitopos se cuentan moléculas, que pueden procader de todas las clases de proteinas
(p.ej. factores de transcripcién, receptores, enzimas; para su recopilacion véanse las
citas de Rammensee y colaboradores, 1995; Robbins y Kawakami, 1996). Estas

proteinas no tienen necesariamente que estar sifuadas junto a la superficie celular,

tal como es necesario esto en el caso del reconocimiento por anticuerpos. Con el fin.

de actuar como antigeno especifico para tumores para el reconocimiento por los
CTL's o0 a fin de ser empleadas para la terapia, las proteinas deben cumplir
determinadas condiciones: en primer lugar, el antigeno debe de ser expresado
principalmente por células de tumores y no presentarse en los denominados tejidos

normales "criticos” o presentarse solamente en menor concentracion que en los
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tumores. Los tejidos normales criticos son tejidos esenciales; una reaccién
inmunitaria- dirigida contra ellos podria tener en ciertas circunstancias unas
consecuencias muy graves, en parte letales. En segundo lugar, el antigeno debe de
estar presents no solamente en el tumor primario sinc también en las metéstasis. Por
lo demés, en lo que se refiere a una amplia aplicacion clinica del antigeno es deseable
que €ste se encuenire presente en alta concentracion en varios tipos de tumores.
Otra condicién previa adicional para la idoneidad de un TAA como constituyente
activo de una vacuna es la presencia de epitopos para células T en la secuencia de
aminoacidos del antigeno; los péptidos derivados del TAA deben conducir a una
respuesta /in vitro/in vivo de las células T (péptido "inmundégeno™}. Un criterio de
seleccion adicional para un péptido inmundégeno ampliamente utilizable en el sector
clinico, es la frecuencia con la que un antigeno se pueda encontrar en una poblacién
dada de pacientes.

Los antigenos asociados con tumores (TAA's) inmL.znégenos, de los cuales ya
se mostré en su mayor parte que posean epitopos para células T, se pueden clasificar
en varias categorias, entre otras, las de proteinas viricas, proteinas mutadas,
protefnas sobreexpresadas, proteinas de fusién formadas por translocacion
cromosomal, antigenos de diferenciacidn, antigenos oncofetales (Van den Eynde vy
Brichard, 1895; van den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Los métodos para la identificacion vy ia céracterizacién de los TAA's, que
constituyen el punto de partida para al desarrolio de una vacuna contra tumores, se
basan por una parte en el empleo de CTL's ya inducidos en pacientes (respuesta
inmunitaria celular) o en el de anticuerpos (respuesta inmunitaria humoral}, 0 se
basan en la generacién de perfiles de transcripcién diferenciales entre tumores vy
tejidos normales. En el primero de los casos, el enfoque inmunoldgico, se empiean
CTL's de pacientes para un escrutinio de bibliotecas eucaristicas de expresién del
ADNCc de tumores, que presentan a los epitopos para CTL a través de moléculas de
MHC-I (Boon y colaboradores, 1994), mientras que por medio de antisueros de
pacientes muy afines se investigan bibliotecas procaridticas de expresion de ADNc
en cuanto a la presencia de TAA's directamente a través de un andlisis por inmuno-
transferencia de las calvas individuales (Sahin y colaboradores, 1995). Una
combinacién de reactividad con los CTL's y de procedimientos quimicos con
proteinas constituye el aislamiento de péptidos, aislados a partir de MHC-I, de células

de tumores, que se habian seleccionado previamente a través de su reactividad con
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las CTL's de pacientes. Los péptidos se separan por iavado a partir del complejo con
MHC-I y se identifican con ayuda de la espectrometria de masas {Falk y colaborado-
res, 1991; Woelfsl y colaboradores, 1994; Cox y colaboradores, 1994). Los
enfoques, que utilizan los CTL's para la caracterizacién de antigenos, estin
vinculados con un considerable gasto, o no siempre tienen éxito, a causa de fa
cultivacidén y la activacidén necesarias de los CTL's.

Los métodos para la identificacion de TAA's, que se basan en la comparacion
del perfil de transcripcidn de un tejido normal con el de un tejido de tumor, son
mdltiples y variados; entre ellos se encuentran la hibridacién diferencial, el
establecimiento de bancos de ADNc por substraccién (RDA , de "representational
difference analysis" = andlisis por diferencia representativa; Hubank y Schatz, 1994;
Diatchenko y colaboradores, 1996) y el empleo de la tecnologia de chips (fragmen-
tos) de ADN o del método de SAGE (Velculescu y colaboradores, 19958). Al contrario
que el método inmunoldgico antes mencionado que se ayuda de CTL's de pacientes,
en el caso del empleo de métodos de biologia molecular se debe mostrar que los
candidatos antigenos potenciales encontrados con ellos son especificos para tumores
{estdn asociados con tumores) y que realmente poseen epitopos para células T, que
pueden provocar una respuesta citotdxica de las células T. En por io menos uno de
los casos {NY-ESO/LAGE-1) un antigenc era identificado tanto mediante la utilizacién
de sueros de pacientes como también mediante RDA (Chen y colaboradores, 1997;
Lethe y colaboradores, 1998B), ademads se describieron epitopos para CTL's de aste
antigeno y unas simultaneas respuestas humoral espontdnea y de células T en un
paciente (Jager y colaboradores, 1998).

Fue misién del presents invento poner a disposicién un nuevo antigeno
asociado con tumores {TAA),

El problema planteado por esta misidn se resolvié produciendo en primer lugar
mediante RDA ("representational difference analysis") entre una linea celular derivada
de un paciente con carcinoma de pdncreas y un conjunto (poo) de 11 tejidos
normales diferentes de una biblioteca por sustraccién de ADNc. Para la generacién
de los fragmentos de ADNc de "tester” (ensayadores) vy “driver” (impulsores)
necesarios para la hibridacién substractiva, se empied, a diferencia del protocoio
original (Diatchenko y colaboradores, 1996), una mezcla de 6 diferentes enzimas de
restriccién. La utilizacion de una mezcla de diferentes enzimas de restriccion, que

necesitan 6 pares de bases como secuencia de reconocimiento, tiene en comparacion



i
Al bt

v
!c._.i
Y
.
i

aape
"

10

15

20

25

30

.6

con el protocolo original (Diatchenko y colaboradores, 1996) las siguientes ventajas:
a) por eleccién en cada caso de dos enzimas de restriccidn, cuyas secuencias de
reconocimiento estén representadas por una combinacién de © elementos de las
bases A/T {p.ej. Ssp I: AATATT) o C/G (p.ej. Nae I: GCCGGC) o A/C/G/T {p.ej. EcoR
V: GATATC), se cortan de igual manera tanto reglones ricas en GC como tambuen
regiones ricas en AT de un gen, con lo cual se hace posible una representacudn
homogénea de toda la regién del gen en forma de fragmentos de restriccién; b}
ademads, es posible con eilo obtener en la media estadistica mayores fragmentos de
ADNE: del gen candidato (aproximadame?te de BOO pb (pares de bassesl), lo.cual-a’su
vez constituye una gran ventaja durante el subsiguiente anélisis'(pc;r secuenciacion
y anotacién) y la clonacion del ADNc¢ de tamaiio completo ("full-size"). En el
protocola original (de Diatchenko y colaboradores, 1996) se empled una enzima de
re@striccion (Rsa |) que solamente recanoce a 4 bases, lo que conduce a una longitud
media de 256 pb de los fragmentos y no puedse tratar especificamente regiones ricas
en CG o en AT. Con el fin de ajustarse a la cinética de hibridacién modificada por los
mas largos fragmentos de ADNc de inserto, se modificé el protocolo de PCR
{reaccidn en cadena de polimerasa) tal como se describe en el Ejempio 2.

Para la seleccidn de los antigenos sobreexpresados en el tumor, se aislaron
en primer lugar los clones de ADNc obtenidos y de ellos se establecié en el formato
de placas de 96 pocillos en cada caso un cuitivo de reserva en glicerol, una
preparacion de pldsmido y una coleccidn de los fragmentos de PCR que constituyen
el inserto. En primer lugar, se secuenciaron 50 fragmentos de ADNc¢ seleccionados
aleatoriamente de los 3.450 clones de la biblioteca substractiva de ADNc del
carcinoma de péncreas, para la seleccién de los antigenos sobreexpresados en el
tumor y se compararon con secuencias disponibles en bancos de datos. Entre los
genes anotados en tal caso se encontraban 12 desconocidos, para los que existian
en el banco de datos entradas de registro con EST's {de "expressed sequence tags"
= marcas de secuencias expresadas). Un clon, el R11, tenia un perfil de EST
apropiado en lo que se refiere a un empleo posible como TAA por medio de su
presencia preferente en tejidos fetales. Otras investigaciones adicionales mediante
una RT-PCR (reaccidn en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa) semicuanti-
tativa y un analisis por transferencia Northern confirmaron ia expresidn preferente en
diferentes tejidos de tumores {carcinoma de mama, de células renales y de pdncreas)

asi como tejidos privilegiados inmunitariamente (de testiculos, placenta y céapsulas
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suprarrenales) y ninguna expresion o sélo una escasa expresién en tejidos normales.
Ademas, a partir de los datos obtenidos mediante experimentos por transferencia
Northern se puede sacar la conclusién de que el transcrito de R11 tiene una longitud
de aproximadamente 7.5 kb y posiblemente existen en las capsulas suprarrenales
variantes por empalme 0 genes homologos.

El ADNc de R11 humanc fue clonado a partir de un testiculo, la secuencia
obtenida se representa en SEQ ID NO: 1. La secuencia de R11 no muestra ni en el
plano de los nucleétidos ni tampoco en el de las proteinas ninguna identidad u
homologia con un gen conocide. El ADNc de R11 obtenido dentro del marco del
presente invento contiene dos cuadros de lectura abiertos (ORF de Open Reading
Frame) separados unos de otros respectivamente para una proteina con una longitud
de 401 aminodcidos (SEQ ID NO: 2} y para una proteina con una longitud de 357
aminoacidos {SEQ ID NO: 3). El ADNc de R11 cionado en el transcurso del presente
invento presenta una longitud de 6.582 pb, realizdndose que la presencia de una cola
de poliA en el extremo 3' de la secuencia responde de la complecién del ADNc en
esta region.

En base a los datos obtenidos dentro del marco del presente invento no se
puede excluir que en 5' del ADNc secuenciado se presente otro ATG, que constituya
el ATG de iniciacidn para el primer cuadro de lectura abierto (R11-ORF-1); en este
caso, el ADNc existente en ef extremo 5' contiene la regidn que codifica el segmento
terminal de C de R11-ORF-1. Informaciones acerca del extremo 5' y de un segmento
de secuencia codificadora que estd situado eventualmente mas arriba de la
secuencia, se pueden obtener por métodos clasicos de biologia molecular, p.ej.
mediante una S'-RACE ( "rapid amplification of cONA ends" = amplificacion rapida
de extremos de ADNc). En este método, se transcribe en sentido inverso un ARN,
preferiblemente un ARNm (ARN mensajero) procedente de células o tejidos, en que
se transcribe el R11 (p.ej. tejido de carcinoma de mama, células renales o pancreas)
y a continuacién se liga con un adaptador que tiene una secuencia conocida. Una
PCR con un cebador adaptador (que se fija especificamente al adaptador en el
extremo 5' del ADNc) y con un cebador especifico para R11 (p.ej. SEQ ID NO: 26}
permite la amplificacidn de correspondientes fragmentos de R11. Estas productos de
PCR, como se describen en el Ejemplo 6, pueden ser clonados de acuerdo con
métodos clésicos y ser caracterizados, especialmente por secuenciacién del ADN.

Un método alternativo para la caracterizacion del extremo ' es el escrutinio
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de bibliotecas de ADNc por hibridacion con sondas de ADN especificas para R11 o
el andlisis con antisueros de bibliotecas de expresion de ADNc.

Si el escrutinio de bibliotecas de ADNc no conduce a la finalidad deseada. por
causa de limitaciones debidas a la metodologia, p.ej. una transcripcién inversa
ineficiente, debida a estructuras secundarias pronunciadas del ARN, se pueden
investigar bibliotecas genémicas, por el recurso de que p.ej., como en el ascrutinio
de bibliotecas de ADNc¢, por hibridacién con sondas de ADN especificas para R11,
se pueden aislar clones que contienen la informacién sobre secuencia situada hacia
arriba desde el extremo 5' del ADNc obtenido, p.ej. la regién de promotor de R11.

En el transcurso de la clonacién completa del ADNc de R11 se puede
comprobar si el cuadro de lectura abierto de R11-ORF-1,"obtenido en la regién det
presente segmento de ADNc, tiene una prolongacién en la regidn de 5' y/o si se
presentan cuadros de lectura alternativos.

El ADNc aislado dentro del marco del presente invento tiene la secuencia de
nucledtidos que se indica en SEQ ID NO: 1; ha de suponerse (compérese arriba) que
éste codifica el segmento terminal de C de un antigeno asociado con tumores (TAA)
con ta denominacién R11-ORF-1 y codifica una proteina adicional, que es representa-
da por el segundo cuadro de lectura (R11-ORF-2).

Las dos proteinas, expresadas por el ADNc aisilado, de ambos cuadros de
lectura, tienen las secuencias de aminodcidos que se representan en las SEQ ID NQ:
2 y 3 respectivamente.

El presente invento concierne, en un primer aspecto, a una molécula de ADN
aislada, que tiene la secuencia de nucleétidos representada en SEQ ID NO: 1 o un
polinucleétido, que se hibrida con esta moiécula de ADN en condiciones rigurosas

Por "condiciones rigurosas” se éntiende p.ej.: incubar durante una noche a
65°C - 68°C con 6x SSC {1x SSC = NaCl 150 mM, citrato de tri-sodio 15 mM, 5x
solucion de Denhardt, SDS al 0,2%. ADN de esperma de salmén 50 ug/mi, a
continuacion de ello lavar dos veces durante 30 min con 2x SSC, SDS al 0.1% a
65°C, una vez durante 30 min con 0,2x SSC, SDS al 0,1-% a 65°C, y de modo
eventual enjuagar finalmente con 0,1x SSC, SDS al 0,1% a 65°C.

En un aspecto adicional, el presente invento concierne a una molécula de ADN
aislada, que contiene como secuencia parcial un polinucieétido que tiene la secuencia
representada en SEG'ID NO: 1 o que contiene un polinucieétido, que se hibrida en

condiciones rigurosas con un polinucledtido que tiene esta secuencia.
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Las moléculas de ADN conformas al invento, o fragmentos de eltas, codifican
(poli)péptidas con las denominaciones R11-ORF-1 y R11-ORF-2, teniendo R11-0RF-2
la secuencia de aminoécidos representada en SEQ (D NO: 3 y teniendo R11-ORF-2
la secuencia de aminoéacidos representada en SEQ ID NO: 2 o conteniendo a ésta; o
bien para fragmentos de proteinas o para péptidos que se derivan de R11-ORF-1 o
de R11-ORF-2. Con ello se abarcan conjuntamente las moléculas de ADN, que
presentan desviaciones con respecto de la secuehcia representada en SEQ 1D NO:
1 causadas por la degeneracién del cédigo genético.

En un aspecto adicional, el presente invento se refiere a los antigenos
asociados con tumores que llevan las denominaciones R11-ORF-1 y R11-ORF-2,
verificdndose que para el caso de R11-ORF-1 que en direccién 5' se presenta una
prolongacién del existente cuadro de lectura abierto, gue constituye una secuencia
parcial para la secuencia de aminoéacidos indicada para R11-0ORF-1 en SEQ ID NO:
2. En el caso de las proteinas con las secuencias indicadas en SEQID NO: 2y 3
respectivamente se trata de productos, que son traducidos por un transcrito con un
tamaifio de aproximadamente 7,5 kb, o que son traducidos por los transcritos con un
tamefo de aproximadamente 3,8 kb y 2,3 kb, que se derivan de variantes por
empalme del transcrito con 7,5 kb, como se pueden encontrar en el tejido de la
cépsulas suprarrenales o se derivan de transcritos.de los genes-homélogos con elios.

Las secuencias de aminoécidos representadas en SEQ ID NO: 2 6 3 pueden
presentar desviaciones, p.ej. las que son debidas a un intercambio de aminoécidos,
siempre y cuando que los derivados de R11 (en lo sucesivo "R11", cuando no se
indica otra cosa distinta, se refiere a R11-ORF-1 y/o R11-ORF-2) que tiene las
propiedades inmundgenas deseadas para la utilizacién en una vacuna contra tumores.

La secuencia natural de aminoécidos de R11-ORF-1 o respectivamente R11-
ORF-2 puede eventualmente ser modificada, intercambiando aminodcidos individuales
en un epitopo para CTL's de R11, a fin de producir, en comparacién con el epitopo
natural para CTL's de R11, un aumento de la afinidad de los péptidos de R11 pata
moléculas de MHC-I y con ello una inmunogenicidad aumentada vy a fin de cuentas
una reactividad acrecentada frente a tumores. Se pueden llevar a cabo modificacio-
nes en la regidn de los epitopos para R11 en la proteina total de R11 (ésta es tratada
por las APC's para dar los correspondientes péptidos) o en mayores fragmentos de
proteinas de R11 o en péptidos de R11 {compérese mas adelante).

En otro aspecto adicional, el presente invento concierne a fragmentos de

b
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polipéptidos y péptidos inmundgenos que se derivan de R11-ORF-1 6 R11-ORF-2.
Estos ultimds son denominados en lo sucesivo como "péptidos de R11". Un primer
grupo lo constituyen los péptidos de R11, que provocan una respuesta inmunitaria
humoral {induccion de anticuerpos}. Tales péptidos son segmentos seleccionados de
R11-ORF-1 6 R11-ORF-2 (por lo menos con 12 a 15 aminodcidos), que se pueden
determinar mediante los denominados algoritmos de prediccién ("prediction
algorithms") tales como p.ej. la "mancha de transferencia por probabilidad
superficial” (Emini y colaboradores, 1985), la "mancha de transferencia por
hidrofobia” (Kyte y Doolittle, 1982) y ei "indice antigénico” (Jameson y Wolf, 1988).

Se incluyen conjuntamente también todos los péptidos que se derivan de la
regién en el extremo terminal de N de R11, obtenida eventualmente en el transcurso
de la clonacién ulterior.

Es conocido que los antigenos asociados con tumores pueden presentar
mutaciones especificas para tumores, que contribuyen a una diferenciacién
inmunoidgica entre tumores y tejidos normales {(Mandruzzato y colaboradores, 1997;
Hogan y colaboradores, 1998; Gaudi y colaboradores, 1999; Wéifel y colaboradores,
1995). Con el fin de comprobar la presencia de mutaciones de R1 1—6RF-1 .6 R11-
ORF-2 especificas para tumores, convenientemente con ayuda de sondas proceden-
tes del ADNc conforme al invento, aisiado a partir de testl'_culos, se clona el ADNc de
R11 procedente de uno o varios tumores diferentes y las secuencias obtenidas se
comparan con el ADN¢ de R11 de un tejido normal. Es de esperar que los .pe’ptidos
de R11 de tumor, procedentes de un segmento de secuencia mutado con relacién al
R11 de tejido normal, presenten una inmunogenicidad acrecentada en comparacion
con péptidos de R11 de tejido normal procedentes del correspondiente segmento. El
presente invento concierne por consiguiénte, en un aspecto adicional, a péptidos de
R11 que se derivan de regiones de un R11-ORF-1 o R11-ORF-2 expresado en
tumores, que tienen mutaciones especificas para tumores.

En la aplicacidn terapéutica, los péptidos dé R11 se administran directamente
o en una forma modificada {(p.ej. acoplados con KLH = "keyhole iimpet hemacyani-
ne" (hemocianina de lapa de bocallave) y se determina la formacién de anticuerpos
mediante anélisis inmunolégicos corrientes, p.ej. mediante un ELISA,

Otros péptidos de R11, preferidos dentro de!l marco del presente invento, son
los que son presentados por moléculas de MHC v producen una respuesta inmunitaria

celular. Existen dos clases de moléculas de MHC, a saber moléculas de MHC-I, que
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son reconocidas por CTL's positivos para CD8, y moléculas de MHC-II, que son
reconocidas"por células T cooperantes, positivas para CD4.

Para que un péptido provoque una respuesta inmunitaria celular, éste se debe
de fijar a una molécula de MHC, debiendo tener el paciente a tratar la molécula de
MHC en su repertorio. La determinacién del subtipo de MHC del paciente constituye
por consiguiente, en lo que se refiere a la provocacién de una respussta inmunitaria
celular, una de las premisas esenciales para la utilizacién eficaz de un péptido en este
paciente. )

La secuencia de un péptido de R11 que se ha de emplear terapéuticamentae,
es preestablecida por la respectiva malécula de MHC en lo referente.a los aminoAaci-
dos de anclaje y a la longitud. Posiciones de anclaje y longitudes definidas garantizan
que un péptido se adapte dentro del surco de fijacion a péptidos de |a respectiva
molécula de MHC del paciente. Esto tiene como consecuencia que el sistema
inmunitario sea estimulado y se genere una reaccion inmunitaria celular, que se
oriente hacia las células de tumores del paciente, en el caso da la utilizacién de un
péptido derivado de un antigeno de tumor.

Los péptidos de R11 inmundgenos pueden ser identificados de acuerdo con
métodos conocidos, uno de los fundamentos para ello es la relacién existente entre
la fijacién a MHC vy la induccidon de CTL's.

Puesto quse, por io tanto, la secuencia de péptidos inmundgenos es predetermi-
nable de antemanoc por causa de su motivo de fijacién a péptidos, los péptidos de
R11, que constituyen epitopos para CTL's, son identificados y sintetizados
baséndose en la secuencia de proteinas de R11. Para ello son apropiados diferentes
métodos, que se habian utilizado para la identificacion de epitopos para CTL's de
conocidos antigenos de proteinas p.ej. el método descrito por Stauss y colaborado-
res, 1982, para la identificacién de péptidos de células T en un virus de papiloma
humano.

Los requisitos especificos para un alelo de cada producto de alelo de MHC-I,
establecidos a un péptido que se fija a la molécuia de MHC vy es presentada por ésta,
fueron recopilades como el motivo (p.ej. Falk y colaboradores, 1991). Hasta ahora
se conoce un gran numero tanto de motivas de péptidos y MHC como también de
ligandos y MHC. Un método, apropiado dentro del marco del presente invento para
la busqueda de epitopos de una proteina conocida, que se adapta dentro de una

determinada molécula de MHC-I, fue descrito un articulo recopilativo de Rammensee
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y colaboradores, 1995. Este comprende las siguientes etapas: en primer lugar se
investiga la“secuencia de proteinas en segmentos que corresponden al motivo de
anclaje, siendo posibles determinadas variaciones en lo que se refiere a la longitud
de los péptidos y a la ocupacidn del anclaje. Cuando p.ej. un motivo prescribe un
9-—mero con ile 0 Leu en el extremo, se pueden tomar en consideracién también 10-
meros con un correspondiente extremno terminal de C, y asimismo péptidos con otros
residuos alifaticos, tales como Val o Met en el extramo terminal de C. De ssta
manera se obtiene una serie de candidatos de péptidos. Estos son investigados en
cuanto la presencia del mayor nimero posible de residuos de anclaje, que ellos tienen
en comun con ligandos ya conocidos, y/o para determinar si €stos tienen residuos
"preferidos” para diferentes molécuias de MHC (correspondientemente a la tabla de
Rammensee y colaboradores, 1995). Con el fin de excluir a los péptidos que se fijen
débiimente, se llevan a cabo convenientemente andlisis de fijacién. Cuando son
conocidos los requisitos en cuantc a la fijacién de péptidos para determinadas
moiéculas de MHC, los candidatos de péptidos se pueden investigar también en
cuanto a residuos que no sean de anclaje, que repercuten negativa o positivamente
sobre la fijacién, o que hacen posible a ésta por primera vez (Ruppert y colaborado-
res, 1993). En este modo de proceder hay que tomar en consideracidn sin embargo
que el motivo de fijacién de péptidos no es decisivo a solas para la basqueda de
ligandos naturales; también otros aspectos, p.ej. la especificidad para enzimas
durante el tratamiento de antigenos, contribuyen a la identidad de! ligando -
adicionalmente a la especificidad de la fijacién a MHC -. Un método, que toma en
consideracion estos aspectos, y que es apropiado dentro del marco del presente
invento para la identificacién de péptidos de R11 inmundgenos, fue aplicado entre
otros autores por Kawakami y colaboradbres, 1995, con el fin de identificar epftopos
para gp100 sobre la base de motivos de HLA-A*0201 conocidos.

Los péptidos se pueden seleccionar también en lo referente a su capacidad
para fijarse a moléculas de MHC-II. El motivo de fijacién a MHC-Il, que se extiende
a lo largo de nueve aminodacidos, presenta un mayor grado de degeneracion en las
posiciones de anclaje que el motivo de fijacién a MHC-I. Hace poco tiempo, partiendo
del andiisis estructural por rayos X de moléculas de MHC-II, se desarroliaron métodos
que permiten ei andlisis exacto de los motivos de fijacidon a MHC-II, y partiendo de
elios, de variaciones en la secuencia de péptidos (Rammensee y colaboradores, 1995

y la bibliografia original citada en ese iugar). Los péptidos, que se fijan a moléculas
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de MHC-Il, son presentados a las células T de CD4 tipicamente por células
dendriticas, macréfagos o células B. Las células T de CD4, a su vez, activan
entonces en consecuencia directamente los CTL's p.ej. mediante segregacién de
citoquinas y aumento de la eficiencia de la presentacién de antigenos por APC's
{céluias dendriticas, macréfagos y células B).

Desde hace poco tiempo estédn disponibles bancos de datos y algoritmos de
prediccién, que permiten con gran confiabilidad la prediccion de epitopos para
péptidos, que se fijan a una determinada molécula de MHC.

Dentro del marco del presente invento, mediando utilizacién del algoritma
descrito por Parker y colaboradoras, 1994, y por Rammensee y colaboradores, 1995,
para los mas importantes tipos de HLA's, especiaimente para los HLA-A1, -*0201,
-A3, -B7, -B14 y -B*4403, se identificaron péptidos candidatos del fragmento
terminal de C de R11, de los cuales es de esperar que se fijen a las correspondientes
moléculas de HLA's y por o tanto constituyan epitopos para CTL's inmundgenos; los
péptidos determinados se enumeran en la Tabla 1. De una manera similar,
eventualmente mediando utilizacién de otros algoritmos, que toman en cuenta las
diferentes caracteristicas de los péptidos {hidrofobia, carga, tamafio)} o ios requisitos
en cuanto a los péptidos, p.ej. la estructura tridimensional de la moiécula de HLA, se
pueden determinar otros potenciales epitopos para péptidos; esto es vélido también
para epitopos para péptidos de otros tipos de HLA's.

Después de haber seleccionade candidatos de péptidos de R11 con ayuda de
los métodos indicados, se ensaya su fijacion a MHC mediante andlisis de fijacion de
péptidos. Como siguiente operacidn se determina la inmunogenicidad de los péptidos
con buenas propiedades de fijacién (la estabilidad de la interaccién entre MHC y
péptidos se correlaciona en la mayor pafte de los casos con {a inmunogenicid'ad; van
der Burg y colaboradores, 1996). Con el fin de determinar la inmunogenicidad del
péptido o equivalente a péptido seleccionado se pueden utilizar métodos, tal como
han sido descritos por Sette y colaboradores, 1994, en combinacién con andlisis
cuantitativos de la fijacion a MHC. Alternativamente, se puede ensayar la inmuno-
genicidad del péptido seleccionado a través de una induccién in vitro de CTL's, por
medio de métodos conocidos (tal como se describe mas adelante para la induccién
ex vivo de CTL's. El principio del método llevado a cabo en varias etapas para la
eleccién de péptidos, que son capa;:es de provocar una respuesta inmunitaria celular,

se describe en el documento de solicitud de patente internacional WO 97/30721, a
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cuya divulgacién se hace referencia expresamente por esta solicitud. Una estrategia
general para la obtencién de péptidos inmunégenos eficientes, que es apropiada
dentro del marco del presente invento, fue descrita ademés por Schweighoffer,
1997.

En lugar de utilizar ios péptidos originales, que se adaptan dentro del surco de
fijacién de las moléculas de MHC-1 o MHC-Il, es decir péptidos que se derivan
inalteradamente de R11, se pueden realizar variaciones con ayuda de los requisitos
minimos en lo referente a las posiciones de anclaje y longitud, indicados sobre la base
la secuencia originat de péptidos, siempre y cuando que mediante estas variantes no
solamente no se perjudique sino que preferiblemente se aumente la inmunogenicidad
efectiva del péptido, que se compone de su afinidad de fijacidén a ia molécula de MHC
vy de su capacidad para estimular receptores de células T. En este caso, se utilizan
por lo tanto péptidos, o equivalentes a péptidos, artificiales, que se han proyectado
correspondientemente a los requisitos de la capacidad de fijacién a una molécula de
MHC.

Los péptidos modificados de tal manera son designados como "péptidos
heterocliticos”. Estos se pueden obtener de acuerdo con los siguiéntes métodos:

En primer lugar, se establecen los epitopos de ligandos y MHC-| 6 MHC-ll o
bien su variacion, realizada p.ej. de acuerdo con el principio descrito por Rammensee
y colaboradores, 1995. La longitud del péptido corresponde, en el caso de su
adaptacion a moléculas de MHC-I, preferiblemente a una secuencia minima de 8 a
10 aminoacidos con los necesarios aminoacidos de anclaje.

Eventualmente, el péptido puede ser prolongado también en el extremo
terminal de C y/o en el extremo terminal de N, siempre y cuando que esta
prolongacion no perjudique a la capacidad de fijacién a la molécula de MHC, o que
el péptido prolongado pueda ser tratado a escala celular para dar la secuencia
minima.

Los péptidos modificados se comprueban después de ello en cuantc a su
reconocimiento por los TIL s ("tumor-infiftrating lymphocytes"), en cuanto a
induccién de CTL's asi como en cuanto a fijacién acrecentada a MHC e inmunogenici-
dad, tal como ha sido descrito por Parkhurst y colaboradores, 1996, y por Becker y
colaboradores, 1997.

Otro método apropiado dentro del marco del presente invento para el hallazgo

de péptidos con inmunogenicidad més fuerte que 1a de los péptidos de R11 naturales,
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consiste en el escrutinio de bibliotecas de péptidos con CTL's, que reconocen a los
péptidos de’R11 que se presentan por naturaleza en tumores, como fue descrito por
Blake y colaboradores, 1996; en este contexto, se propone la utilizacién de
bibliotecas combinatorias de péptidos a fin de proyectar moldculas, que imitan a los
epitopos para tumores reconocidos por CTL's restringidos a MHC-|.

Los polipéptidos de R11 del prasente invento, o bien los fragmentos o
péptidos inmundégenos que se derivan de éstos, se pueden preparar por via
recombinante 0 mediante sintesis de péptidos, tal como se describe en el documento
WO 96/10413, a cuya divuigacién se hace referencia por la presente. Para la
preparacién por via recombinante, la correspondiente molécula de ADN se introduce
de acuerdo con métodos clasicos en un vector de expresidn, se transfecta dentro de
una célula hospedante apropiada, la hospedante se cultiva en apropiadas condiciones
de expresion y la proteina se purifica. Para la sintesis quimica de péptidos de R11 se
pueden utilizar los métodos habituales, p.ej. los sintetizadores de péptidos
automdticos, obtenibles en el comercio.

Alternativamente a los péptidos de R11 naturales o a los péptidos heterocliti-
cos, se pueden utilizar sustancias que simulen a tales péptidos, p.ej. "miméticos de
péptidos™ o "péptidos retro-inversos". Para el ensayo de estas moléculas en lo que
se refiere a la utilizabilidad terapéutica en una vacuna contra tumores, se aplican las
mismos métodos que antes se han sefalado para los péptidos de R11 naturales o
equivalentes a péptidos de R11.

Los dos TAA's con las denominaciones R11-0ORF-1 y R11-ORF-2 de acuerdo
con el presente invento, y los fragmentos de proteinas, péptidos o equivalentes a
péptidos o miméticos de péptidos, que se derivan de ellos, se pueden emplear en la
terapia del cancer, p.ej. a fin de inducir ;ma respuesta inmunitaria contra células de
tumores, que expresan los correspondientes determinantes de antigenos. Preferible-
mente, se utilizan para la terapia de tumores positivos para R11-ORF-1 y/o para
A11-ORF-2, especialmente en los casos de carcinomas de mama, células renales y
pancreas.

La respuesta inmunitaria en forma de una induccion de CTL's puede ser
producida /in vivo o ex vivo.

Para la induccién in vivo de CTL's, a un paciente, que sufre de una enferme-
dad tumoral asociada con TAA's, se le administra una composicién farmacéutica, que

contiene como components activo los TAA's R11-ORF-1 y/o R11-ORF-2 o
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fragmentos o péptido(s} derivados de ellos, teniendo la cantidad de TAA's {péptido}
quse ser sufitiente a fin de consequir una respuesta eficaz de CTL's al tumor qua lleva
los antigenos.

El invento concierne por consiguients en un aspecto adicional a una
composicion farmacéutica para la administracion por via parenteral, tépica, oral o
local. Preferiblemente, sirve la composicién para la administracién por via parenteral,
p.ej. para la aplicacidon subcutdnea, intradérmica o intramuscuiar, que como
componentes activos contiene los TAA's R11-ORF-1 y/o R11-ORF-2 o fragmentos
0 péptido(s) derivados de ellos. Los TAA's/péptidos de R171 estdn disueltos o
suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente acuoso.
La composicidn puede contener, ademds de ello, sustancias coadyuvantes usuales,
tales como tamponaes, etc. Los TAA's/péptidos de R11 se pueden utilizar a solas o
en combinacidn con adyuvantes, p.ej. el adyuvante incompleto de Freund, saponinas,
sales de aluminio 0, en una forma preferida de realizacién, policationes tales como
poliarginina ¢ polilisina. Los péptidos pueden ser fijados también a componentes que
ayuden a la induccidn de CTL's o a la activacion de CTL's, p.ej. a péptidos de células
T cooperantes, lipidos o liposomas, 0 se administran en comun con estas sustancias
y/0o en comun con sustancias estimuladoras de inmunidad, p.ej. citoquinas {IL-2,
IFN-y). Los métodos y las formulaciones, que se adecuan para la preparacién v la
administracién de la composicion farmacéutica conforme al invento, se describen en
los documentos WO 95/04542 y WO 97/30721, a cuya divuigacién se hace
referencia por la presente.

Los fragmentos de polipéptidos de R11, o los péptidos de R11, se pueden
utilizar tambien para provocar una respuesta ex vivo de CTL's. Una respuesta ex vivo
de CTL's a un tumar que expresa las dos proteinas posibles de R11, es inducida
incubando las células precursoras de CTL's conjuntamente con APC's y péptidos de
R11 o una proteina de R11. Luego se dejan expandir ios CTL's activados, después
de lo cual se administran de nuevo al paciente. Alternativamente, se pueden cargar
APC’s con péptidos de R11, Ie cual puede conducir a una activacidn eficiente de
reacciones inmunitarias celulares contra tumores positivos para R11 (Mayordomo y
colaboradores, 1995; Zitvogel y colaboradores, 1996). Un método apropiado para
cargar péptidos sobre células, p.ej. células dendriticas, se divulga en el documento
WO 97/19169.

En una forma de realizacién del invento, se utiliza una combinacion de varios
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diferentes péptidos de R11 o equivalentes a péptidos de R11. En otra forma adicional
de realizacidn, se combinan péptidos de R11 con otros péptidos derivados de TAA's.
La eleccién de péptidos para tales combinaciones se realiza en atencién a la
determinacion de diferentes tipos de MHC, para abarcar una poblacién lo mds amplia
5 que sea posible de pacientes, y/o se ajusta a un espectro lo mas amplio que sea
posible de indicéciones, combinando péptidos de varios diferentes antigenos de
tumores. El nimero de los péptidos en una composicion farmacéutica puede fluctuar
a lo largo de un amplio margen, t{picamente una vacuna utilizable a escala clinica
contiene de 1 a 15, preferiblemente 3 a 10 péptidos diferentes.
10 Los péptidos conformes al invento se puedsn emplear también como reactivos
para diagndstico.
--':-'_ ' Por ejemplo, los péptidos se pueden utilizar para ensayar la sensibilidad de un
paciente a la respuesta inmunitaria humoral o celular provocada por el péptido
',l inmundégeno. Con ello existe ia posibilidad de mejorar un protocolo de tratamiento.
. 15 Por ejemplo, dependiendo de la forma de presentacién del TAA (péptido, proteina
total o vacuna de ADN) se puede investigar el aumento de células T precursoras en
los PBL's, que presentan una reactividad contra el epitopo para péptido definido
(Robbins y Kawakami, 1996, asi como las referencias zlll citadas). Ademds, los
péptidos o la proteina total, o los anticuerpos dirigidos contra el TAA, se pueden
20  utilizar para caracterizar la evolucidn patolégica de un tumor positivo para R11-ORF-1
6 R11-ORF-2 (p.ej. mediante andlisis inmuno-histoquimicos de un tumor primario y
de las metastasis). Tal estrategia ya se ha manifestado multiples veces como
satisfactoria, p.ej. la deteccidn del receptor de estrégenos como fundamento de
decision para una terapia endocrinoldgica en el caso del cdncer de mama; el ¢c-erbB-2
25 como marcador relevante en el prondstico y en la evolucidn terapéutica en el caso
del cdncer de mama (Ravaioli y colaboradores, 1998; Reviilion vy colaboradores,
1998); el PSMA (de "prostate specific membrane antigen™ = antigeno de membrana
i especifico para la préstata) como marcador para células epiteliales del carcinoma de
ne préstata en el suero, o por empleo de un anticuerpo monocional marcada con '''In
30 contra un PSMA en el caso de la inmuno-escintigrafia en un carcinoma de préstata
(Murphy y colaboradores, 1998 y las referencias alliincluidas); CEA ("carcinoembryo-
nic antigen" = antigenc carcino-embriénico) como marcador seroldégico para el
prondstico y la evolucién en el caso de pacientes con carcinoma colarrectal (Jessup
vy Loda, 1998).
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Por las moléculas de ADN conformes al invento, antes definidas, estan
abarcadas conjuntamente también las que conducen por mutacién a un intercambio
; de aminodcidos en la secuencia de proteina que se representa en SEQ ID NO: 26 3

respectivamente, siempre y cuando que éstas codifiquen un derivado de R11 o
D 5 fragmentos o péptidos con las propiedades inmundgenas deseadas para la aplicacion
como vacuna contra tumores.
Las moléculas de ADN de R11 del presente invento, o los corraspondientes
ARN's, que también son objeto del presente invento. se emplean para la inmunotera-
pia de enfermeda;iies de céncer, igual que los (poli)péptidos codificados por ellas.
10 En una forma de realizacidén del invento, se utilizan moléculas de ADN, que
codifican polipéptidos de R11 naturales. Alternativamente al ADNc de R11 natural
,. o a fragmentos de éste, se pueden utilizar derivados modificados. Estos abarcan
'| secuencias con modificaciones, que codifican una proteina (o un fragmento de ella)
(‘E'! o péptidos con inmunogenicidad mds intensa, siendo vélidas para las modificaciones
A 15 en el plano del ADN las mismas consideraciones que para los péptidos antes
. descritos. Otro tipo de la modificacién es la yuxtaposicién de numerosas secuencias,
: que codifican péptidos relevantes inmunolégicamente, a modo de una sarta de perlas
J, {"string-of-beads"; Toes y colaboradores, 1997). Las secuencias pueden también ser
' modificadas agregando elementos auxiliares, p.ej. funciones que garantizan una
20 entregay untratamiento més eficientes del inmundgeno (Wu y colaboradores, 1995).
Por ejemplo, agregando una secuencia de localizacion en el reticulo endoplasmatico
("ER targetting sequence"} se puede elevar el tratamisnto y por consiguiente la
presentacion y a fin de cuentas la inmunogenicidad del antigeno.
s" El presente invento concierne en un aspecto adicional a una molécula de ADN
! 25 recombinante, que contiene el ADN de R11 segun fa SEQ ID NO: 1 o una secuencia
parcial, especialmente la secuencia que codifica el polipéptido R11-ORF-1 6 R11-
. ORF-2. '
Las moléculas de ADN de R17 del presente invento, preferibiemente en forma
! recombinante se pueden administrar como plasmidos, directamente o como
; 30 constituyente de un virus recombinante, o de una bacteria. En principio, cualquier
meétodo de terapia génica para la inmunoterapia de un céncer sobre la base de ADN
("vacunas de ADN") se puede aplicar at ADN de R11, y concretamente tanto /n vivo
o como también ex vivo.

Ejempios de la administracién /7 vivo son la inyeccidn directa, o bien por via

-'|| .
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intramuscular o mediante una pistola de genes {"gene gun"), de un ADN "desnudo”
del que se ha mostrado que conduce a la formacién de CTL's contra antigenos de
tumores. Ejemplos de organismos recombinantes son el virus de Vaccinia, adenovirus
o Listeria monocytogenes (una recopilacién fue dada por Coulie, 1997). Por lo demés,
se pueden utilizar soportes o vehiculos sintéticos para dcidos nucleicos, tales como
lipidos catidnicos, microesferas, microbolitas o liposomas para la administracién /n
vivo de moléculas de acidos nucleicos, que codifican un péptido de R11. Similarmen-
te a como para los péptidos, se pueden administrar conjuntamente diferentes
sustancias auxiliares, que refuerzan la respuesta inmunitaria, p.ej. citoquinas, o bien
en formas de protefnas o de pldsmidos que codifican a éstas. La aplicacién se puede
combinar eventualmente con métodos fisicos, p.ej. el de electroporacién.

Un ejemplo de [a administracién ex vivo es la transfeccién de células
dendriticas, como fue descrito por Tuting, 1997, o de otras APC's, que pasan a
aplicarse como vacuna celuiar contra el céncer.

El presente invento concierne por consiguiente, en otro aspecto adicional, a
la utilizacién de células que expresan R11, o bien de por si mismas o, en una forma
eventualmente modificada, después de una transfeccién con la secuencia
correspondientemente codificadora, para la preparacién de una vacuna contra el
céancer.

Elinvento concierne, en otro aspecto adicional, a anticuerpos contra R11-ORF-
1 6 R11-ORF-2 {en lo sucesivo denominados "anticuerpos anti-R11") o fragmentos
de ellios. Anticuerpos anti-R11 policlonales se pueden obtener de un modo habitual
por inmunizacién de animales, especialmente conejos, mediante inyeccién del
antigeno, o de fragmentos de éste, y subsiguiente purificacién de la inmunoglobulina.

Los anticuerpos anti-R11 monocionales se pueden obtener de acuerdo con
protocolos clasicos segln el principio descrito por Kdéhler y Milstein, 1975,
inmunizando animales, especialmente ratones, a continuacion inmortalizando células
productoras de anticuerpos de los animales inmunizados, p.ej. por fusién con céiulas
de mieloma, y escrutando el material sobrenadante de los hibridomas obtenidos
mediante analisis inmuncldgicos cldsicos en cuanto a anticuerpos monoclonales anti-
R11. Para el empleo terapéutico o diagnéstico en un ser humano, estos anticuerpos
animales pueden ser eventualmente quimerizados de un modo habitual (Neuberger
y colaboradores, 1984, Boulianne y colaboradores, 1984) o humanizados (Riechmann

y colaboradores, 1988, Graziano y colaboradores, 1995).
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Los anticuerpos monoclonales humanos anti-R11 (o sus fragmentos) se
pueden obténer también de las denominadas bibliotecas de presentacidn de fagos =
"Phage Display Libraries” {Winter y colaboradores, 1994, Griffiths y colaboradores,
1984, Kruif y colaboradores, 1995, Mc Guiness y colaboradores, 1996) y mediante
animales transgénicos (Briggemann y colaboradores, 1996, Jakobovits y colabora-
dores, 1995).

Los anticuerpos anti-R11 conformes al inventc se pueden emplear para
finalidades de diagnéstico en anélisis inmuno-histoquimicos.

En un aspecto adicional, el invento concierne a la utilizacion de anticuerpos
especificos para R11-ORF-1 y R11-ORF-2 con el fin de llevar a cualesquiera
sustancias deseadas de manera selectiva a o dentro de un tumor, que expresa RT11-
ORF-1 y/o R11-ORF-2. Ejemplos de tales sustancias son agentes citotdxicos o
nuclidos radiactivos, cuyo efecto consiste en dafiar al tumor en el lugar de su
localizacién. Por causa de la expresién de R11-ORF-1 6 R11-ORF-2, especifica para
tumores, no son de esperar en este casc efectos colaterales de ningun tipo, o
solamente escasos efectos colaterales. En otro aspecto adicional, con ayuda de
anticuerpos de R11-ORF-1 y/o R11-ORF-2 se pueden aprovechar {as sustancias para
la visualizacién de tumores, que expresan R11. Esto es (til para el diagnéstico y la
valoracion de {a evolucién de la terapia. Aplicaciones terapéuticas y diagndsticas
estan descritas en el documento WO 95/33771.

Los TAA's con las denominaciones R11-ORF-2 y R11-ORF-2 segun el presente
invento y los fragmentos de proteinas, péptidos o equivalentes a péptidos o
miméticos de péptidos que se derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia del
cancer, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmunitaria contra células de
tumores, que expresan los correspondieﬁtes determinantes de antigenos. Preferible-
mente, son utilizados para la terapia de tumores positivos para A11-ORF-1 y/o R11-
ORF-2 especialmente en el caso de los carcinomas de mama, células renales y
pancreas.

En una aplicacion adicional, el R11 se puede emplear como moiécula diana
{"target") de una quimioterapia dirigida.

Se entiende por quimioterapia la administracién terapéutica de sustancias,
que por intervencidn en el metabolismo de células malignas, su transduccién de
sefales y sus procesos de division celular, actian o bien citostdticamente o

citotéxica-citoliticamente.
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En principio, estos agentes quimioterapéuticos desarrollan su efecto en todas
las células que se dividen; las células de tumores manifiestan sin embargo una
sensibilidad frente a estas sustancias que es mas aita que la de las células sanas,
puasto que principalmente son atacadas las células que se proliferan intensamente.

Una premisa para la utilizacién del R11 asociado con tumores como diana para
la quimioterapia es - al contrario que los enfoques de terapias inmunoldgicas antes
sefialados - el conocimiento de la funcién que tienen las proteinas de R11 R11-ORF-1
y R11-0ORF-2, o el gen que las codifica.

Como primera etapa en el andlisis de funciones denominado "sn sentido
desceﬁdente = down-stream"” de R11, se lleva a cabo convenientemente un anélisis
bioinformdtico que es determinante de la direccién para la validacién experimental de
H11 como diana para la guimioterapia.

Para este andlisis, los conceptos bioinformaticos que se basan en la
similaridad y en la estructura modular, constituyen un fundamento esencial. Medios
auxiliares bioinforméaticos consagrados para la comprobacién de similaridades son el
BLAST {(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Altschu! y colaboradores, 1997) o el
FASTA (Pearscn y Lipman, 1988), los bancos de datos especializados tales como el
Pfam {(http://www.sanger.ac.uk/Pfam, Bateman y colaboradores, 2000) y SMART
{http://smart.embl-heidelberg.de, Schultz y colaboradores, 2000}, que toman en
consideracién estructuras de dominios. Para el refinamiento del anélisis se puede
hacer uso de aplicaciones tales como Clustal {http://www2. ebi.ac.uk/clustalw,
Higgins y colaboradores, 1996), HMMer (http://hmmer wustl.edu), PSI-BLAST
(Altschul y colaboradores, 1997) y el banco de datos PROSITE (http://www.expasy.
ch /prosite, Hofmann y colaboradores, 1999). Los métodos estadisticas de andlisis,
que no se basan en homologias, pefmiten ia prediccién de otras propiedades
relevantes para la estructura y la funcién tales como la estructura secundaria vy la
aparicidn de segmentos transmembranales y motivos de hélice-espira-hélice (Helix-
Turn-Heflix). Estan disponibles métodos para ia prediccién de la estructura secundaria
de proteinas; es especialmente digno de mencion el Jpred {http://barton.ebi.ac.uk/ser-
versfipred.html, Cuff y colaboradores, 1988). La prediccién de la estructura
secundaria puede respaldar a hipdtesis funcionales, por ejemplo cuando se conoce
la estructura de los homdlogos supuestos.

A continuacién de ello, el R11 es sometido a un anélisis bioquimico o

bioldgico.
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Despuds de haberse realizado el analisis de secuencias antes descrito, los
R11-0ORF-1vy R11-ORF-2 se someten a un andlisis bioquimiceo y biolégico. La eleccién
de los métodos empleados para los anélisis uiteriores se orienta al resultado del
andlisis bioinformético realizado.

Un ejemplo del andlisis de las funcion_es es el analisis de las proteinas
teéricamente derivadas del cromosoma Il del genoma de la levadura. (En uno de tales
anélisis se consiguié, mediante emplec de la bioinformética, predacir mas de 70%
de las funciones de los genes, gue ya pudieron ser confirmadas en parte experimen-
talmente (Bork, P. y colaboradores, 1992; Sharp, P.M. y colaboradores, 1993 vy
Koonin E.V. y coiaboradores, 1994)).

En todos los estudios que se han de realizar es importante realizar una
eleccidn previa de ios dominios de la proteina con funcién desconocida que se ha de
analizar, que presentan una marcada complejidad estructural, puesto que una escasa
informacién estructural (p.ej. de zonas globulares) no contribuye a ningin contenido
esencial de informacién. Una extensa recopilacion acerca de ejemplos de la
prediccién con éxito de las funciones partiendo de sacuencias de proteinas, ha sido
publicada en la obra Nature Genetics de Bork y Koonin {Bork y Koonin, 1988).

En el caso del andlisis de funciones del R11-ORF-1, realizado dentro del marco
del presente invento, se comprobé que segun el andlisis bioinformaético se trata de
una proteina que pertenece a la familia de los factores de transcripcidn que contienen
dominios de "dedos de zinc",

Mediante apropiados experimentos, tales como p.ej. el "desplazamiento por
movilidad = mobility shift", South-Western, reticulacién por UV, etc., se puede
comprobar la deteccidn de una interaccidn directa y/o indirecta con dcidos nucleicos,
especialmente en ragiones de promofores. Métodos apropiados para ello son
conocidos por la bibliografia (p.ej. Ausubel y colaboradores, 1994).

Para ios primeros 280 aminoécidos de la proteina que se deriva de la regitn
de R11-ORF-2 se pudo mostrar una manifiesta homologia con una poliproteina pol
retrovirica. Por consiguiente, en el caso del R11-0RF-2 se podria tratar de un posible
retro-transposon.

Si estd firmemente establecida la funcion del R11-ORF-1 o bien del R11-ORF-
2, se analiza la importancia del gen de R11 y de su funcién o de la funcién de ias
proteinas codificada por éste para el suceso tumoral. Esto se puede mostrar p.ej.

mediante analisis de proliferacién in vitro o en modelos con animales mediando

el N
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empleo de células de tumores, que sobreexpresan (constitutiva o induciblemente) el
gen que se ha de investigar, y que como control {testigo) o bien expresan en forma
suprimida (inactiva) o regulan en sentido descendente a través de una secuencia
antisentido (véase p.ej. Grosveld y Kollias, 1992).

El R11 se puede utilizar en los anédlisis de escrutinio, a fin de identificar
sustancias, que modulen, especialmente inhiban, [a actividad de R11-ORF-1 6 R11-
ORF-2. En una forma de realizacidn, uno de tales anélisis puede consistir p.ej. en
incorporar el R11-ORF-1 6 R11-0RF-2 o un fragmento active de éste, en células que
reaccionan frente a la actividad de R11 con proliferacién o llevar a expresién en la
célula el correspondiente segmento de ADNc de R11, y determinar la proliferacién
de las células en presencia y en ausencia de una sustancia de ensayo.

Un ejemplo de células de ensayo son las células con bajo grado de division,
p.ej. céluias primarias, que no tienen nada de R11 enddgeno. Con el fin de comprobar
la idoneidad de las células para un andlisis de escrutinio, éstas se transforman con
el ADNc de R11, se cultivan y se ensayan con analisis clasicos, por ejemplo por
incorporacion de timidina, en cuanto a su capacidad de proliferacién. Como
consecuencia de un aumento importante de su propiedad de proliferacidn despuds
de la expresién de R11, éstas se pueden emplear como células de ensayo, p.ej. en
andlisis de la proliferacidon para escrutinio con alto rendimiento (High Throughput
Screening Proliferations Assays). Ejemplos de analisis de la proliferacion en el formato
de alto rendimiento (High Throughput), p.ej. sobre la base del andlisis MTS, se
describen en el documento WQ 98/00713,

Los inhibidores de R11 con un efecto inhibidor de la proliferacién se pueden
utilizar para el tratamiento de tumores con intensa expresién de R11, especialmente
en los casos de carcinomas de mama, células renales o pancreas.

Vista de conjunto de las figuras:
Figura 1: Transcripcién de R11 en tejidos de tumores y normales;
RT-PCR semicuantitativa
Figura 2: Transcripcion de R11 en tejidos de tumores y tejidos normales:
PCR cualitativa
Figura 3: Andélisis por transferencia Northern de R11 en tejidos normales
Figura 4: Transcripcion de R11: RT-PCR cualitativa a partir del ARN de lineas de
células de tumores humanas

Figura 5: Regidn modificada del vector pC3.1(+).
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: Ejemplo 1

Cultivo de células de la linea celular MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 derivada de un carcinoma

de pancreas humano y aislamiento del ARN poliA*
La linea celular MZ2.PC2 m7#1% B7.1#3 se deriva de un carcinoma de pancreas
5 humano (MZ.PC2); éste se obtuvo ds la siguiente manera: en primer lugar, las células
de tumores se hicieron pasar una vez por un ratén y se eligid un clon para estudios
ulteriores (MZ.PC 2m7#1). Este clon se transfectd en condiciones clésicas (Ausubel
y colaboradores, 1994) con un vector eucariético {pEF-BOS; el promotor procede de_l
gen EF-1alfa humano; marcador de seleccién: puromicina; Mizushima y Nagata,
10 1990}, que contiene el ADNc del gen B7.1 humano (Selvakumar y colaboradores,
1992). Se eligié un clon MZ.PC2Z m7#1 B7.1#3 y se cultivé en crecimiento dentro
L de frascos para cultivo celular T150. Como medio nutriente sirvié el RPMi 1640

{Gibco mas 4 g/t de glucosa) con 10% de suero de ternero fetal desactivado por calor

] ’ ™ N .
Bl

y L-glutamina 2 mM. Cada 3 a 4 dias, las células se disociaron por tripsinacidn en 1:5

— e

15 para la propagacién. Después de haber alcanzado una confluencia de aproximada-
mente 80% se emplearon para la cosecha de las células por cada frasco de cultivo
celular T150 4 mi de una solucién de tripsina (datos por litro: 8 g de NaCl, 0,2 g de
KCl, 1,13 g de Na,HPO,-anhidro, 0,2 g de KH,PO,, 100 m! de una solucién al 2,5%
de tripsina, 1 g de una sal sédica de EDTA; pH 7,2-7,4). En total se emplearon 2x107

20 células para el aislamiento del ARN de acuerdo con el protocolo del fabricante
{(RNeasy Minikit, QlAgen). Partiendo de aproximadamente 100 ug de ARN total para

i el aislamiento del ARN poliA* mediante el estuche de ensayo Oligotex Kit (QlAgen)

. se procedid correspondientemente al protocolo del fabricante. A continuacién de ello,

| partiendo de aproximadamente 0,5 mg de ARN poliA +, se llevd a cabo la sintesis de

! 25 ADNc de acuerdo con los datos del fabricante {protocolo de Clontech Marathon).

Ejemplo 2

. Analisis de diferencia representativa {" Representational Difference Analysis™; RDA)

LI I I
. '

de [a linea de células de carcinoma de pédncreas MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 frente a un

30 conjunto de 11 tejidos normales.
Partiendo de aproximadamente 0,5 ug de poliA{+) de la linea de células de
tumor de pancreas MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 y de un conjunto a base de 2,5 yg de ARN
poliA{+} de 11 tejidos normales (Clontech) de médula ésea, corazdn, rifién, higado,

pulmén, pancreas, musculo dei esqueleto, bazo, timo, intestino deigado y estdmago,
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se llevé a cabo el estudio por RDA (Diatchenko y colaboradores; Hubank y Schatz)
mediando atitizacion del estuche PCR-select® Kit (Clontech, Palo Alto) de modo
correspondiente al protocolo del fabricante; en tal caso se utilizé el ARN de la linea
de células de tumor de pancreas como "tester" y et del conjunto de tejidos normales
como "driver”, correspondientemente al protocolo del fabricante. Al contrario que el
protocolo original, después de |a sintesis de ADNc bicatenario mediante oligo-dT, se
corté el ADNc con 6 enzimas de restriccidn: EcoRV, Nael, Nrul, Scal (Promega), Sspi,
Stul (TaKaRa) en el tampdn A de Promega durante 2 horas a 37°C, y después de
haber aumentado la concentracién de NaCl a 150 mM se cortd durante otras 2 horas
a 37°C. El empleo de esta mezcla de 6 diferentes enzimas de restriccién permitié la
generacién de fragmentos de ADNc con una longitud de apraximadamente B0O pb,
que pasaron a emplearse para €l andlisis de diferencia representativa.

Partes iguales de "ADNc de tester” se ligaron o bien con los adaptadores A
4 B y a continuacidn se utilizaron por separado con un exceso de "ADNc de driver”
a 68°C. Después de ello, las dos tandas se reunieron y se sometieron a una segunda
hibridacién con "ADNc de driver” desnaturalizado de nueva aportacién. Los ADNc's
especificos para "tester” enriquecidos se amplificaron exponencialmente a 72°C a
continuacién por medio de una PCR con cebadores dél estuche, especificos para los
adaptadores A 6 B, con un tiempo de elongacién de 2 minutas, en 27 ciclos (10" a
94°C, 30" a 66°C, 2' a 72°C). Para un enriquecimiento adicional, una parte alicuota
de esta reaccién se sometid a una segunda PCR con cebadores especificos
desplazados hacia dentro ("nested") del estuche con un tiempo de elongacién de 2
minutos a 72°C, en 10 ciclos (10" a 94°C, 30" a 66°C, 2' a 72°C). El producto
resultante de esta reaccién se ligé en 3 diferentes vectores de pCR3.1{+)
modificados propiamente (InVitrogen): el vector {1.0RF), sl vector (2.0RF) y el vector
(3.0RF} (Figura 5: CMV = citomegalovirus; BGH = hormona de crecimiento bovina;
ORF =cuadro de lectura abierto) y a continuacién se transformé en el seno de £. colf
competentes (OneShot® Invitrogen). Estos vectores hacen posible a expresién en
células eucariéticas en 3 diferentes cuadros de lectura.

Para la construccion de los 3 vectores, el vector pCR3.1{+) (InVitrogen) se
corté con Nhel e Hindlli {(Promega) y se ligé en cada caso con un oligémero de
dsDNA (ADN bicatenario), que se habia preparado mediante el reagrupamiento en
cada caso de dos oligémeros de ssDNA (= ADN monocatenario) (SEQ ID NO: 4y 5;
vector ORF1) o (SEQID NO: 6 y 7; vector ORF2) 0 (SEQ ID NO: 8 y 9; vector ORF3),

26



L

)

k]
e
7o

——e—— -
ERETTIOTENE R

10

15

20

25

30

.26 -

de acuerda con protocolos cldsicos {p.ej. Ausubel y colaboradores, 1994; Sambrook
y colaboradvres, 1989). Los 3 tipos de vectores poseen un coddn de iniciacion y un
sitio de clonacién para la expresién en un cuadro de lectura en cada caso distinto de
los otros dos vectores.

La transformacién de £. cofi competente (OneShot®, Invitrogen) con el ADNc
de la biblioteca substractiva de ADNc, llevada a cabo en tres tandas (con los
vectores 1.0RF, 2.0RF y 3.0RF) con el ADNc de la biblioteca substractiva de ADNc
proporcioné aproximadamente 9.600 clones. Estos fueron comprobados mediante
analisis por PCR en cuanto a la presencia y a la fongitud del inserto de ADNc. En este
caso se procedié de la siguiente manera: los 9.600 clones se cuitivaron en bloques
de 96 pocillos en un medio LB-Amp durante 48 h a 37°C. A continuacidn, partes
alicuotas de 5 il de las suspensiones de £. coli en 500 1 del tampén TE se
calentaron a 100°C durante 10 minutos y 1,5 ul de éstas se utiizaron como carga
preliminar para una PCR, en la que el inserto del vector habia sido amplificado con
cebadores flanqueadores (SEQ [D NO: 10y 11}, en 35 ciclos {1' a 94°C, 1' a 55°C,
2' a 72°C). Los productos de la PCR se comprobaron mediante electroforesis en gel
de agarosa y coloracidn con bromuro de etidio. Los cultivos bacterianos remanentes
se almacenaron a -80°C como cultivos de reserva en glicerol.

Con ello se obtuvo una biblioteca por substraccién de ADNc a base de 3.450
clones individuales, que se presentaban como cultivos de reserva en glicerol de £. coli
y cuya longitud de inserto se conocia mediante la electroforesis en gel de agarosa.
De este modo, _ta! como se esperaba, se pudo comprobar una longitud media de

aproximadamente 8OO pb de los fragmentos de ADNc insertados.

Ejemplo 3
Secuenciacidn del ADNc y anotacion de clones de la biblioteca substractiva de ADNc
de la linea de células de tumor de pincreas MZ.PC2 m7#1 B7.1#3

El ADN de pldsmido de 50 clones seleccionados arbitrariamente a partir de la
biblioteca substractiva de ADNc se aislé correspondientemente a los datos del
fabricante (QlAgen) v se secuencid en un aparato ABI-Prism de acuerdo con el
método de Sanger. Las secuencias asi determinadas se anotaron mediante una
blisqueda BLAST (National Center for Biotechnology Information) y se sometieron a
comparaciones de {os EST en el banco de datos. Esto permitié la identificacion de 38

genes conocidos v 12 genes desconocidos. Para estos Ultimos existian solamente

e/



L,

T
-

R R

LT,
v

— = ‘—.?"-"'.'
et

-
L

ey

= ——

10

15

20

25

30

T - 27 -

entradas de EST's. Para los 12 genes desconocidos se llevé a cabo una estimacion
del perfil d& expresién: de este modo se comprobd para todos los EST's en-el banco
de datos con una identidad >95% (BLAST) con respecto a la secuencia determinada
expearimentalmente se comprobd el tejido de partida para la correspondiente
biblioteca de ADNc. Se llevé a cabo una clasificacién en i) tejido normal critico, ii)
tejido fetal, "prescindible" y privilegiado inmunolégicamente, e iii} tumores y lineas
de céluias de tumores. Sobre la base de este "perfil virtual de ARNm" se selecciona-

ron 4 clones (R2, R8, R11 v R12) para un analisis experimental ulterior.

Ejemplo 4
Andlisis por transcripcion de los clones candidatos en tejidos de tumores y normales
Entre 2 v 5 ug del ARN total procedente de tejidos de tumores y normaies se
transcribieron inversamente mediante SuperScriptl! (GibcoBRL) o AMV-RT (Promega)
correspondiendo a las recomendaciones del fabricante. Para cada muestra de ADN
individual se llevd a cabo una segunda tanda sin transcriptasa inversa como testigo
de control para la contaminacién por ADN cromosomal. La calidad y |a cantidad de
los ADNc's se comprobé con cebadores especificos para B-actina (SEQ ID NO: 14 y
15) y cebadores especificos para GAPDH (SEQ ID NO: 16 y 17) después de 30 y 35
ciclos (1" a 95°C, 1' a 55°C, 1’ a 72°C). Los 4 genes candidatos se analizaron
analogamente con cebadores en cada caso especificos. Los productos de PCR se
comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa y coloracién con bromuro de
etidio. En tal caso un candidato, que se designé como "R11", mostré después de 35
ticlos con cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 12 v 13} un perfil de
transcripcion de tumor/testiculo relativamente especifico; la RT-PCR semicuantitativa
de ARN procedente de carcinoma de méma, adenocarcinoma de pulmdn, carcinoma
de epitelio escamoso de pulmdn, carcinoma de rifién, carcinoma de colon, corazdén,
putmdn, higada, rifidn, colon, hazo y testiculos se representa enla Figura 1. Otra PCR
cualitativa adicional de ADNc procedente de tejido de pacientes de 3 tumores de
pancreas humanos con los mismos cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 12
y 13) mostr6 la expresion en tumores de pancreas humanos (Figura 2). Ademds, se
llevé a cabo una PCR cualitativa adicional de los ADN¢ procedentes de diferentes
lineas de células tumorales de tumores de pulmones humanos (LC 6, 16), de
vesiculas biliares humanas (GB 1) y de pancreas humanos (PC 1, 2) asi como dos

melanomas (Mel 2, 7) con los mismos cebadores especificos para R11 {(SEQ ID NO:

e&
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12 y 13), que permitié reconocer una clara expresion en todas Jas lineas de células
de tumores*(Figura 4). En el caso de este andlisis se procedié de acuerdo con el
protocolo de Perkin Elmer (GeneAmp RNA PCR Kit, #N808-0017). (Reaccidn de RT
(transcriptasa inversa): (1x)} 15" a 42°C - 5' a 99°C - 5' a 4°C; reaccién de PCR:
{35x) 2' a 95°C -1'a95°C -1'a60°Cy (1x) 7' a 72°C - 4°C (Figura 4). Tal como
antes se describe, los productos de PCR se comprobaron mediante electroforesis en
gel de agarosa y colaracién con bromuro de etidio. Como marcador del tamario pasé

a emplearse un marcador del tamario de 1 kb de Gibco BRL.

Ejemplo 5
Perfil de transcripcion de R11 en tejidos normales

Para el andlisis por transferencia Northern se hibridaron “manchas de
transferencia Northern de tejidos mditiples humanos" (Clontech, Palo Alto e
Invitrogen) con el producto de PCR de R11 con una longitud de aproximadamente
1.000 pb, marcado con [x-*?P]dCTP (NEN, Boston), a 68°C durante 2 h. La
visualizacion se efectué mediante autorradiografia clasica (Hyperfilm, Amersham).
La Figura 3 muestra el resultado de estos andlisis: de 19 tejidos normales (de
pancreas, médula adrenal, gldndula tiroidea, corteza adrenal, testiculo, timo, intestino
deigado, estdmago, cerebro, corazén, muasculo del esqueleto, coion, bazo, rifién,
higado, placenta, pulmén, leucocitos). Para R11 se muestra en placenta, médula
adrenal, corteza adrenal y testiculos un transcrito prominente con una longitud de 7,5
kb. Una banda muy débil de 7,5 kb se puede detectar también en el cerebro. Puesto
que todos estos tejidos normales presentan un estado privilegiado inmunitariamente
(Streilein, 1995), en una inmunoterapia que se basa en este antigeno puede excluirse
un ataque por CTL's.

Otros transcritos de 3,8 kb y 2,3 kb, que posiblemente constituyen variantes
de empalme del transcrito de 7,5 kb o que se derivan de un gen homélogo, se

identificaron en la médula adrenal y en 1a corteza adrenal {Figura 3).

Ejemplo 6
Clonacion del ADNc de R11

Para la clonacion del ADNc de R11 humano se procedié de la siguiente
manera: un andlisis BLAST dio como resultado que para la "secuencia original” de

R11 (de 796 pb) obtenida por secuenciacidn en el Ejemplo 3 se pudieron identificar
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un fragmento solapado AFO38197 y un gran ndmero de EST's solapados, tales como
p.ej. N42343, W69539, HB2474, H51766 y N28313. Partiendo de la secuencia
AF038197 se encontrd con el EstExtractor en el TigemNet (http://gcg.tigem.it/cgi-
bin/uniestass.pl) un contig (grupo de secuencias de nucledtidos clonadas que son
contiguas) que se solapaba con el clon R11. El sclapamiento del contig y de la
"sacuancia original" de R11 de 796 pb se pudo comprobar con un cehador especifico
para la "secuencia original” de R11 y un cebador situado junto al contig (SEQ ID NO:
18y 19) procédente de una biblioteca de ADNc de testiculos humanos SuperScript®
{GibcoBRL) y subsiguiente secuenciacién. A partir de la biblioteca de ADNc¢ de
testiculos humanos SuperScript® se pudieron amplificar mediante una PCR con un
cebador especifico para R11 (SEQ ID NO: 20) v un cebador especifico para el vector
(SEQ ID NQ: 21} otros fragmentos pertenecientes a R11 mediando utilizacién del
estuche para PCR de ADNc Advantage cONA PCR Kit (de Clontech) y el protocolo
clasico alli descrito. El conocimiento de estas nuevas secuencias hizo posible de
nuevo realizar tandas de PCR con cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 22
y 23} y con el cebador especifico para el vector (SEQ ID NQO: 21).

Para la prolongacién adicional dei ADNc de R11 se escruté en las condiciones
clasicas de PCR indicadas por ei fabricante, un panel de biblioteca de ADNc de
escrutinio rapido de testiculos humanos (OriGene Technologies, Inc) con cebadores
especificos para R11 (SEQ 1D NO: 24 y 25}, De los pocillos positivos se amplifico una
parte alicuota como moide (template) para una PCR con un cebador especifico para
R11 vy con un cebador especifico para el vector (SEQ ID NO: 28 y 27) mediando
utilizacién del estuche para PCR de ADNc Advantage (Clontech) y con el protocolo
clasico alli descrito.

Para el andlisis de las secuencias, partes alicuotas de las tandas de PCR se
ligaron directamente en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y a continuacidn se transforma-
ron en el seno de E. coli competentes {OneShot®, invitrogen) y se secuenciaron, tal
como se ha descrito en et Ejempio 3. )

Partiendo de estas secuencias identificadas de nuevas, se pudieron clonar a
partir de una biblioteca de ADNc de testiculos humanos SuperScript® (GibcoBRL), con
los siguientes cebadores de oligonucleétidos adicionales especificos para R11 (SEQ
ID NO: 28 a 43), regiones de secuencias en 5' situadas secuencia arriba. Los
cebadores se combinaron en tal caso con un cebador especifico para un plasmido

(SEQ ID NO: 21) ya descrito anteriormente 0 se combinaron entre elios para la
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clonacion por PCR mediando utilizacién del estuche para PCR de ADNc Advantage
{Clontech).”
La regién cionada del ADNc de R11 es de 6.582 pb, realizdndose gue la

presencia de una coia de PoliA en el extremo 3' de la secuencia responde de la

5 complecién del ADNc en esta regién. Se identificaron dos cuadros de lectura

continuos separados unoc de otro. El primer cuadro de lectura situado por el lado de

5' (R11-ORF-1; SEQ ID NO: 2), esta rapresentado por el coddn de iniciacion en la
posicion 218 y el'codén de deteccién (TAG) en la posicién 1.421 en SEQ ID NO: 1,

Puesto que acerca de este gen no existe ninguna sntrada de genes conocidos en el
£ 1C¢  banco de datos, no se puede realizar ninguna informacién acerca de la funcién. Un
analisis del perfil de proteinas (http://expasy.ch/prosite/) proporcioné una mencién
acerca de 3 posibles sitios de glicosilacion en N {posiciones n°® §2-65, 76-79y 117-
120 en SEQ ID NO: 2), un sitio de fosforilacion de PKS (proteina-quinasa) dependien-
i te de AMPc y GMPc {posiciones n®* 11-14 en SEQ ID NO: 2), otros 7 sitios posibles
15 de fosforilacién de PKC (posicionesn® 9-11, 14-16, 78-80, 119-121, 183-185, 202-
204 y 210-212 en SEQ ID NO: 2) asi como 6 posibles sitios de fosforilacién de
caseina-quinasa |l {posiciones n°* 119-122, 127-130, 183-186, 256-259, 295-298
P y 358-361 en SEQ ID NO: 2). Deberia ser de interés especial para la prediccién de
una posible funcién de R11-ORF-1 el motivo de dedo de zinc {zf-CCHC; E=0,11,
20 Pfam-A HMM) desde |a posicidn n® 371 hasta la posicién n® 384 en SEQ ID NO: 2
(CLYCGTGGHYADNC). De miembros de la familia de proteinas que presentan estos

motivos se sabe que no tienen inserciones ni deleciones en el motivo propiamente
[L dicho; lo cual es pertinente también a la proteina de R11-ORF-1. Aun cuando no se
puede encontrar ninguna secuencia tipica de fijacién a SH3, es perfectamente
",-' 25 concebibie que la regidn rica en P {posiciones n® 36-56 en SEQ ID NO: 2) podria
f interactuar con un dominio de SH3. Mediante empleo del algoritmo COILS se puede
predecir con una probabilidad superior al 99% para los residuos de aminoécidos en
la regidn desde las posiciones n® 80 hasta aproximadamente 125 una estructura de
hélice enrollada {coifed-coif). Por causa de estos dos dominios, el motivo de dedo de
30 zinc y el dominio de hélice enrollada, se puede sacar la conclusién de que en el caso
del R11-ORF-1 se trata posiblemente de un factor de transcripcién, cuya oligomeriza-

cion es controlada a través de estos dos dominios,
En el segundo cuadro de lectura abisrto, R11-ORF-2, que esta definido por un

coddn de iniciacion en la posicion n® 1.488 y un codén de detencién (TAA) en la
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posicién n® 2.569, junto con los dos segmentos ricos en prolina manifiestos
(posiciones n® 12B8-141 y 330-351 en SEQ ID NO: 2) se identificaron motivos
potenciales para dos sitios de glicosilacion en N (104-107 y 251-254), un sitio de
fosforilacién de proteina-quinasa C (108-110), cinco sitios de fosforilacion de
caseina-guinasa 1 {99-102, 165-168, 198-201, 200-203 y 274-277)} y una regién
que tiene similaridad con el centro activo de aspartato-proteinasas eucariéticas y
viricas (16-27). Es especialmente digna de mencién la inequivoca homologla de los
primeros 280 aminoacidos de R11-ORF-2 con la poliproteina pol retrovirica. En el
extremo terminal de C, por el contrario, no se pudieron descubrir homologias de
ningun tipo. Los aminoéacidos desde la pasicién n° 9 hasta la 277 se alinean en blastp
inequivocamente con la poliproteina pol Fugu (posiciones n* 104-365; 2e??). Ei
modelo de aspartato-proteasa n® 16-27 antes mencionado abarca el nucledfilo activo
Asp (n® 19) del centro activo de la proteasa de la regién pol; las posiciones n°® 215
hasta n® 277 corresponden a una parte del dominio de transcriptasa inversa. En el
caso de la proteina derivada de R11-ORF-2 se trata por lo tanto de un posible retro-

transposon.

Ejemplo 7
Péptidos de fijacidn a MHC potenciales en las regiones que codifican los dos cuadros
de lectura de R11, R11-ORF-1 y R11-0ORF-2.

Epitopos potenciales para péptidos dentro de los dos cuadros de lectura de
R11 segin SEQ ID NO: 2 y 3 respectivamente se establecieron mediante ios
algoritmos descritos por Parker y colaboradores, 1994, basidndose en motivos
conocidos {(Rammensee y colaboradores, 1995). Para los méas importantes tipos de
HLA, especialmente para los HLA-A1, -A*0201, -A3, -B7, -B14 y -B*4403, se
identificaron péptidos candidatos 9-meros, de los cuales es de esperar que se fijen
a las correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan epitopos para
CTL's inmundégenos; los péptidos determinados se-enumeran en la Tabla 1 (R11-ORF-
1) y en la Tabla 2 ((R11-ORF-2}. Mediante un modo analogo de proceder se pudieron
determinar otros epftopos potenciales de péptidos para otros tipos de HLA o péptidos

8 vy 10 meros. -

22
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Candidatos a péptidos inmundgenos de R11-ORF-1 {401 aminoécidos)
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Posicién Secuencia HLA
inicial en
SEQ ID NO: 2
35 SPPTPTVTL HLA-B7
85 LSEEINNLR HLA-A1
112 KLTEENTTL HLA-A*0201
113 LTEENTTLR HLA-A1
135 IELRGAAAA HLA-B*4403
172 FMAQCQIFM HLA-A*0201
189 SMMTGRAAR HLA-A3
205 AARWASAKL HLA-B7
211 AKLERSHYL HLA-B14
252 QGMGSVIDY HLA-B*4403
274 NEPALIDQY HLA-B*4403
315 RRLARAAAA -| HLA-B14
325 KPRSPPRAL HLA-B7
354 AMRLTQEEK HLA-A3
346 PTEPVGGAR HLA-A1

22
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Candidatosa péptidos inmunégenos ds R11-0ORF-2 (357 aminoécidos)

Posicidn Secuencia HLA
inicial en
SEQ ID NO:
3
1 ‘| MLQIHLPGR HLA-A3
4 IHLPGRHTL HLA-A*0201, HLA-B14
5 HLPGRHTLF HLA-A3
31 YVAQNGIPL HLA-B7
39 LRIKDWPIL HLA-B14
46 ILVEAIDGR HLA-A3
53 GRPIASGPV HLA-B14
64 ETHDLIVDL HLA-B14
71 DLGDHREVL HLA-A*0201, HLA-B7, HLA-B14
73 GDHREVLSF HLA-B*4403
85 QSPFFPVVL HLA-B7
92 VLGPRWLSA HLA-A*0201
97 WLSAHDPNI HL;\-A *0201
110 RSIVFDSEY HLA-B*4403
112 IVFDSEYCR HLA-A3
134 PPPAPQPPL HLA-B7




\
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po
| 141 . |[PLYYPVDGY HLA-A3

150 RVYQPVRYY HLA-A3
i 5
g 152 YQPVRYYYV HLA-A*0201
, 155 RYYYVANV HLA-B14

10 59 YVONVYTPV HLA-A*0201

|

169 EHVYPDHRL HLA-B14
2 177 LVDPHIEMI HLA-A*0201, HLA-A1
15
it 183 EMIPGAHSI HLA-A*0201
i:
, 189 HSIPSGHVY HLA-A1, HLA-B*4403
1.
'- 20 191 IPSGHVYSL HLA-B7, HLA-A®0201
)
: 198 SLSEPEMAA HLA-A*0201

199 LSEPEMAAL HLA-A1
,! 25
' 202 PEMAALRDF HLA-B*4403
: 203 EMAALRDFV HLA-A*0207
p

30 206 ALRDFVARN HLA-A*0201

! 211 VARNVKDGL HLA-B7
% 223 TIAPNGAQV HLA-A*0201
; 35
!. 224 IAPNGAQVL HLA-B7

231 VLQVKRGWK HLA-A3




T Th
A

T
.

L3l
Al

10

15

20

-35 -
232 LQVKRGWKL HLA-A*0201, HLA-B14
257 YPRLSIPNL HLA®*7
266 EDQAHLATY HLA-B*4403
270 HLATYTEFV HLA-A*0201
306 | GRDGQGRSL HLA-B14
307 RDGQGRSLY HLA-B*4403
308 DGQGRSLYV HLA-B14
313 SLYVPVMIT HLA-A*0201, HLA-A3
320 ITWNPHWYR HLA-A3
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REIVINDICACIONES
1. Molécula aislada de ADN que presenta la secuencia de nucleétidos
representada en SEQ ID NO: 1 o un polinucledtido, que se hibrida con esta molécula
5 de ADN en condiciones rigurosas, o un fragmento de éste.
| 2. Molécula aislada de ADN segun la reivindicacién 1, que contiene una
secuencia de ADN que codifica un antigeno asociado con un tumor, que tiene las
propiedades iﬁmunégenas dei polipéptido que presenta la secuencia de aminoacidos
i segun SEQ ID NO: 2 o de un antfgeno asociado con un tumor, del que el poiipéptido
' 10 representado en SEQ ID NO: 2 constituye una sacuencia parcial, o fragmentos de
éste.
:I-"-- 3. Molécula aislada de ADN segln la reivindicacién 1, que contiene una
secuencia de ADN que codifica un ant(geno asociado con un tumor, gue tiene las
ko propiedades inmundgenas del polipéptido con la secuencia de aminoacidos conforme
i. 15 aSEQID NO: 3, o fragmentos de éste.
) 4. Antfgeno asociado con tumores con la denominacién R11-ORF-1,
" caracterizado porque presenta la secuencia de aminoécidos definida en SEQ ID NO:
2 ¢ contigne a ésta como secuencia parcial.
5. Fragmento de proteina o péptido inmundgeno, caracterizado porgque se
20 deriva del antigeno asociado con un tumor, que se define en la reivindicacion 4.
6. (Poli}péptido inmundgeno segin la reivindicaciér-a 5, que provoca una
respuesta inmunitaria humoral,
7. [Poli)péptido inmundgeno segin la reivindicacién 5, el cual, o cuyos
productos de degradacion, son presentados por molécuias de MHC y provocan una
25 respuesta inmunitaria celular. . ‘
B. Péptido inmundgeno seguin la reivindicacién 7, seleccionado entre el grupo
de péptidos conformes a SEQ ID ND: BB hasta 102.
9. (Foli)péptido inmundgeno segun una de las reivindicaciones 5 a 8, para la
inmunoterapia de enfermedades de cdncer in vivo o ex vivo, induciendo el (poli)-
¢ 30 péptido una respuesta inmunitaria cantra células de tumores del paciente, que
I' expresan R11.
10. Composicidn farmacéutica para la E;dministracién por via parenteral,
tépica, oral 0 local, caracterizada porque contiene como componente activo uno o

varios (poli}péptidos inmundgenos segun una de [as reivindicaciones 5 a 9.
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11. Composicién farmacéutica segun la reivindicaciéon 10, caracterizada
porque contiene diferentes péptidos inmundgenos derivados de R11-ORF-1.

12. Composicién farmacéutica segtn la reivindicacion 10 u 11, caracterizada
porgque contiene uno o varios péptidos derivados de R11-0RF-1 en mezcla con otros
péptidos derivados de antigenos asociados con tumores.

13. Compasicién farmacéutica segtn la reivindicacidn 11 6 12, caracterizada
porque los péptidos se fijan a por lo menos dos diferentes tipos de HLA.

14, An-tl'geno asociado con un tumor con la denominacién R11-ORF-2,
caracterizada parque presenta la secuancia de aminoécidos definida en SEQ ID NO:
3.

15. Fragmento de proteina o péptido inmundégeno, caracterizado porque se
deriva del antigeno asociado con un tumor gue se define en ia reivindicacion 14.

16. (Poli)péptido inmundgeno segln la reivindicacién 15, que provoca una
respuesta inmunitaria humoral.

17. (Poli)péptido inmundgeno segun la reivindicacion 15, el cual, o cuyos
productos de degradacién, son presentados por moléculas de MHC y provocan una
respuesta inmunitaria celular.

18. Péptido inmundgenc segun la reivindicacion 17, seleccionado entre el
grupo de péptidos conformes a SEQ ID NO: 44 hasta 87.

19. (Polilpéptido fnmunégeno segun una de las reivindicaciones 15 a 18, para
la inmunoterapia de enfermedades de céncer /n vivo 0 ex viva, induciendd el
{polilpéptido una respuesta inmunitaria contra células de tumares del paciente, que
expresan R11.

20. Composicion farmacéutica para la administracién por via parenteral,
tépica, oral o local, caracterizada porque contiene como componente activo uno o
varios (poli)péptidos inmundgenos segun una de las reivindicaciones 15 a 19.

21. Compaosicion farmacéutica segun la reivindicacidon 20, caracterizada
porque contiene diferentes péptidos inmunégeno's, derivados de R171-ORF-1.

22. Composicién farmacéutica segin la reivindicacion 21, caracterizada
porque contiene uno o varios péptidos derivados de R11-ORF-2 en mezcla con
péptidos derivados de otros antigenos asociados con tumores.

23. Composicidn farmacéutica segun la reivindicacidn 21 6 22, caracterizada
porque los péptidos se fijan a por lo menos dos diferentes tipos de HLA.

24. Molécula de ADN recombinante, que contiene una molécula de ADN

Za
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segun una de las reivindicaciones 1 a8 3.
25. Molécula de ADN segun una de las reivindicaciones 1 a3 6 24, para la

inmunoterapia de enfermedadas de cancer. induciendo el {poli}péptido R11-ORF-1 o
R11-ORF-2 expresados por la molécula de ADN, o un fragmento de éste una

5 respuesta inmunitaria frente a células de tumores del paciente, que expresan R11-
ORF-1 y/o R11-ORF-2.
Utilizacién de células que expresan el antigeano definido en !as
reivindjcaciones 5 y/fo 15 para la preparacién de una vacuna contra el cdncer.
27. Anticuerpos contra un {polilpéptido definido en una de las reivindicaciones
10 4 a9.
28. Anticuerpos contra un (poli}péptido definido en una de las reivindicaciones
14 a19.
29. Anticuerpo segun |as reivindicaciones 27 § 28, caracterizado porque es
monoclonal.
15

30. Anticuerpos sequn una de las reivindicaciones 27 a 29 o para la terapia

y el diagndstico de enfermedades de céncer, que estdn asociadas con {a expresion
de R11.
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RESUMEN

Antigenos asociados con tumores, péptidos inmundgenos derivados de eilos
y moléculas de ADN que codifican a éstos, asi como su utilizacién en la
5 inmunoterapia de enfarmedades de céncer.

8
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PROTOIXC DE SECUENCTAS
<110> Boelringer Irpgeleheim International GrioH

<120> Antigeno asociado a tumores Ril

<130> 12211aa
<140>

<ldl>

<lg0> 102

<170> PatentIn Ver. 2.1

<«210> 1

<211> 6582

«212> AN

<213> Ram sapiens

<220>
<221> 5'UIR
<222> (1) ..(217)

<220>
<221> (IS
<222> .(218) .. (1423)

<220>

<221 o sequIo
<222> (1424} .. (1497
«220>

<221 (TS

<2225 (1498) .. (2571)
<220>

<221> 3'UIR

«<222> (2572)..(6582)

<400> 1

acacgogert Caacttoggt togtgtgrgt CYaAgasact Lgactgogee ctgeggagea 60
cageogegea ggtCCACCHR gOCtgonaa aggtoayety agogagetat Cgteogdage 120
car;*tctgggc tgUOgAgraC CCAGOgAgA COOgOCtgy Cteaggtgty ggaccocare 180
CLLCCTGLet togeagagge grectogogt gotgact atg oJa aat aag ogg get 235

Met Arg Asn Lys Arg Val
1 5

-

————



o2 aga gog gac Cag gat oca g
Gly Arg Gly Gly Gln Asp Pro Gly
15 20

ttg @aa aca asa asa 80 &y gt
Iau Iys T Lys Iys Arg Arg Ser
10 -

CtC CAt CCC c&C aga agt g@a got aca got ggg agg LCt ot coe acc
Lay His Pro His Arg Ser Glu Ala Thr Ala Gly Arg Ser Pro Pro Thr
25 30 35

Coa acc gto acc Ctg gyt Oor gac tge oca OCt oot ot CCt CoC o<t
Pro Thr Val Thr Leu Gly Pro Asp Cys Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro
40 45 S0

OOC COC 2aC aac aaC AAC AAC aaC 3ac tCC aag cac a0C 9T cat aag

Pro Pro Asn Asn Asnl Asn Asn Asn Asn Ser Lys Hig Thr Gly His Iys

55 60 65 70

8gt gog gt gtc CoC aac atg acc gaa (oA aga agg gac geg cro ter
Ser Ala Cys Val Pro Asn Met Thr Glu Arg Arg Arg Asp Glu Leu Ser
7% 80 as

gaa gag atc aac aac LLa aga gag 2ag grc atg aag €ag Loy geg gag
Glu Glu Ile Asn Asn leu Arg Glu Lys Val Met Lys GIn Ser Glu Glu
90 95 100

a3aC aaC 3aC Ctg Cag &gC Cag gty cag asg ctc aca g&J gag aac ace
Asn Asn Asn Leu GIn Ser Gln Val Gln Iys Leu Thr Glu Glu Asn Thr
105 110 115

acC Ctt Oga geg caa gtg gaa oo ace oot gag gat gag get gat gac
Thr Leu Arg Glu GIn Val Glu Pro Thr Pro Glu Asp Glu Asp Asp Asp
120 125 130

atc gag CLC CgC ggt gt goa goa got got goc cca Ooc oot cca ata
Ile Glu leu Arg Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala Pro Pro Pro Pro Ile
135 140 145 150

gag gaa gag tge OCa g8a gaC CLC COCa Gag azg ttc gat goc aac oca
Glu Glu Glu Cys Pro Glu Asp Leu Pro Glu Iys Phe Asp Gly Asn Pro
155 160 165

gac atg ctg oot oct ttCc atg goc cag tge cag atc tic atg gaa aag
Asp Met Leu Ala Pro Phe Met Ala Gln Cys Gln Ile Phe Met Glu Lys
170 175 180

agc acc agg gat tte tca grt gat ogt gt ogt gte toc tte gtg aca
Ser Thr Arg Asp Phe Ser Val Asp Arg Val Arg Val Cys Phe Val Thr
185 190 1595

8gC atg atg acc goce Ogt oot 9ok gt tgg goc tca gca agg oty god
Ser Met Met Thr Gly Arg Ala Ala Arg Trp Ala Ser Ala lys Leu Glu
200 205 210

ogc LCC Ccac tac ctg atg CAc aac tac Cca got tte atg atg gea atg
Arg Ser His Tyr Leu Met His Asn Tyr Pro Ala Phe Met Met Glu Met

283

331

379

427

571

613

667

715

763

811

as9

207



RN

Otk

215 220 225 230

aag cat gtc ttt gaa gac cct cag aggy Oga gag gtt gor asa oge asg
Lys His Val Fhe Glu Asp Pro Gln Arg Arg Glu Vai Ala Iys Arg iys
235 240 245

955

L1é
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atc aga 0OoC Ctg O €Aa goe atg gog tct gtc atc gac tac toc aat 1003
Tle Arg Arg Leu Arg Gln Gly Met Gly Ser Val Ile Agp Tyr Ser Asn
250 255 260

gct $LC cag artg att goc cag gac Ctg gat tgy aac gag oot gog ctg 1051
Ala Fhe Gln Met Ile Ala Gln Asp Leu Asp Trp Asn Glu Pro Ala Leu
265 270 275

atf gac ¢ag tac car gag 9ok CLC &C gar ¢ar att ¢ay Gag gag ctc 1099
Ile Asp Gln Tyr His Glu Gly Lau Ser Asp His Ile Gln Glu Glu Leu
280 285 250

£oC cac CtC gag gtc ¢grc aag Log Cotg tot oot ctg att gog cag tage 1147
Ser His Leu Glu Val Ala Iys Ser lLeu Ser Ala Leu Ile Gly Gln Cys

295 300 305 310
ALt cac att gag aga agg CLg Orc agg ot oct gca ot oge aag ¢ca 1195
Ile His Ile Glu Arg Arg Leu Ala Arg Ala Ala Ala Ala Arg Lys Pro

315 320 325

©gc TOg Cra COC Ogg g Ctg gtg ttg oct ¢ac att gca &gc cac cac 1243
Arg Ser Pro Pro Arg Ala leu Val leu Pro His Ile Ala Ser His His
330 335 340

cag gta ¢gat cca acc gag cog gtg gee got goc Oge atg oge ctg acg 1201
Gln val Asp Pro Thr Glu Pro Val Gly Gly Ala Arg Met Arg Leu Thr
345 350 355

cag gaa gaa asa gaa @ ¢ &fd aag Ctg 4aC ctg Cee cte tac tat 1339
Gln Glu Glu Lys Glu Arg Arg Arg Lys Leu Asn Leu Cys Leu Tyr Oys
380 365 370

gJga aca goA got cac tac oot gac aat tgt oct ¢or aag goc tca aag 1387
Gly Thr Gly Gly His Tvr Ala Asp Asn Cys Pro Ala Lys Ala Ser lys
s 380 385 350

CCt toy COd gog @ aac tov aog oo oog ¢ty tag agegacctc 1433
Ser Ser Pro Ala Gly Asn Ser Pro Ala Pro Leu

385 400
ag0gAcoOag CCAgRAAtad tasggtorts acaagatget goctcatCte cacacttgea 1493

agtg atg CtC Cag att cat ctt ¢og goT aga Cac acc Ctg tfC gtc ca 1542
Met Leu Gin Ile His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu Phe Val ‘Arg
405 410 415

goC atg atc gat tct ggt got tot gge aac tte att gat Cac gaa tat 15590
Ala Met Ile Asp Ser Gly Ala Ser Gly Asn Phe Ile Asp His Glu Tyr
420 425 430

gtt oot ¢aa aat gga att OCt cta aga atc asg gac tgg ¢ca ata ctt 1638
Val Ala Gln Asn Gly Ile Pro Leu Ary Ile liys Asp Trp Pro Ile Leu
435 440 445



'y R

grtg Saa gea att gat obg O9¢ OCC ata gta tog gge oca gtt gtc cac
Val Glu Ala Ile Asp Gly Arg Pro Ile Ala Ser Gly Pro Val Val His
450 455 460 465

gaa act cac gac Ctg ata gtt gac Ctg goa gat cac oga gag gtg ctg
Glu Thr His Asp Ieu Ile Val Asp Leu Gly Asp His Arg Glu val Len
470 475 480

tca ttt gat gtg act cag £t ¢Xa tLC the oot gtc gt cta gyg gt
Ser Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe Fhe Pro Val Val Leu Gly Val
485 450 495

OJC tgg Ctg agc aca cat gat ocx aat atc aca tgg age act o tct
Arg Trp Leu Ser Ttir His Asp Pro Asn Ile Thr Txp Ser Thr Arg Ser
500 S0S 510

atc gre ttt gat tot gea tac tgo oge tac cac tge ogg atg tat tct
Ile Val Phe Asp Ser Glu Tyr Cys Arg Tyr His Cys Arg Met Tyr Ser
515 520 525

€Ca ara €ca Cca tog CLC Cra COCa €Ca ¢Ca CCa Caa Cog Ofa Ctc tat
Pro Ile Pro Pro Ser Leu Pro Pro Pro Ala Pro Gln Pro Pro Lau Tyr
530 535 540 545

tat ¢ca gta gat gga tac esga ght tac Caa ora gtg agg tat tac tat

Tyr ©ro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr
550 . 555 560

gtc cag aat gtg tac act oca gta gat gag Cac gte tac oca gat cac
Val Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val Asp Glu His Val Tyr Pro Asp His
565 570 575

Cgec Ctg grt gac oot cac ata gaa atg ata oCt gga goa cac agt att
Arg Leu Val Asp Pro His Ile Glu Met Ile Pro Gly Ala His Ser Ile
580 S8s 530

CCC agt gga cat gtg tat tea ctg tCC ¢aa oot gaa atg a2 got ottt
Pro Ser Gly His Val Tyr Ser Lau Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala Leu
595 600 605

R gat Lttt gtg goa aga aat gta aaa gat ggg cta att act oca acg
Arg Asp Phe Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu Ile Thr Pro Thr
610 615 620 625

att gca oct aat gga goc caa gttt ¢te cag gtg asg agy oy tgg aaa
Ile Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Leu GIn Val Iys Arg Gly Trp Lys
630 635 640

Cctg c2a gtt tct tat gat tge Cga oot <C2 aac aat Lt act atc cag
Leu Gln Val Ser Tyr Asp Cys Arg Ala Pro Asn Asn Phe Thr Ile Gln
645 650 655

aat cag tat oct oge cta tet att oca aat tta gaa gac caa gea cac
Asn Gln Tyr Pro Arg lLeu Sar Ile Pro Asn Leu Glu Asp Gln Ala His

e

1686

1734

1782

830

1878

1926

1974

2022

2070

2118

2166

2214

2262

2310
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Ctg gca acg tac act gea ttc gta cct caa ata oct gga tac caa aca
Leu Ala Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gln Ile Pro Gly Tyr Gln Thr

675

660

&80

665

685

670

2358

X



tac coc aca tat goo gog tac OOy ace tac oca gta gga the ooc tgg 2406
Tyr Pro Tir Tyr Ala Ala Tyr Pro Thr Tyr Pro Val Gly Fhe Ala Trp
690 695 700 705

tac cta gtg gga Oga gac gga CAa gga aga tca cta tat gra oct gty 2454
Tyr Pro Val Gly Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val Pro Val
710 715 720

atg atc act tgg aat cca cac tgg tac ogoe cag oct oog gta coa cag 2502
Met Ile Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Arg Gln Pro Pro Val Pro Gln
725 730 735

tac cog o0y oca cag Cog Cog OOt ora Cra CCa ¢Ca oog ooy oog oot 2550
Tyr Pro Pro Pro Gln Pro Pro Pmo Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro

740 745 750
cca tet tac agt ace ctg taa ataoctgrca tgtocttcag gatctetger 2601
Pro Ser Tyr Ser Thr lLeu
755 760

ctcasaattt attoctgttc agottotcaa tcagtgactg tgrgetaaat tttaggetac 2661
tgrarcttea ggocacctga ggeacatoct ctotgaaacy gotatgoaag gttagogoca 2721
Ctotggacty goacacator tasageacca aaagaccttc aacattioct gagagoaaca 2781
gagtatttge caatasatga tctctcattt ChoCcacctiy actgecaate taactaaaat 2841
aattaataag TLLACLLTOC agocaguect ggaagtctgy grtlttacctg ccaasaccte 2901
catcaccatc taaattatag gotgocasat ttogotgttta acatttacag agaagotoat 2961
acaaangeag gasatgotga tttcttratg 959999@93 cgaggagaag gaggacatga 3021
CCECLOTLGE ggtttoggta COCtoiiiit asatCactgy aggactgagy octtattaag 3081
gaagrraaaa ttatoggitge agtgtggeaa gocttoogtg atoctoroge tgoacoctta 3141
gaaacttrac ogtcttcaaa ctocatttce atggrtetgt taattcé.tza goagcaxcaa 3201
ctogactodt tCtonCaged graggaasas Corttgtgac atgaaacatc tcaggoctga 3261
aaagaaaqtg CtCrCtcaga LGgActCrtg catgtiaaga CLAartgrtctic acatcartggr 3321
gcaaatcaca tgtacocaat gactcogget ttgacacaac accttaccat catcatgoca 3381
tgatgaCttc CacaaagCal LaAsOChent aa0Cagacat Lactograoe tocagegrtg 3441
ttagargttc atgaaatgtg accacctete aatcaccttt gegggetasa gagtagcaca 3501
tcaaaaggac tOCaasatcc catacccaac tottaagaga tttgroctgy tacttcagaa 3561

ageattttca tgagtgttct Caattggrty gassagrarc agetgaodtt ttggaagaat 3621

NG
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ctatccatgt grtotgocted” atargeator gggcatttca tottragtes corcattaga 3681
crtgtagcatt acgargrghg Gacagaogsg aaatgattta geacoragat tcacactoct 3741
atgcctggaa gogggacatc tttgaagaag aggaattagy gotgtggaca ctotcttgag 3801
gatgtgoact tocttagtga gotocacatt acttgatogt aaccacttca aaagoatcag 3861
aatocacgta atgasasany tocctctaca gmatgyaget gatgtgaage tgocaatgga 3921
toRAAACCL Cacaaaccas Ctt-:a-aag_:)ac toaRACaAC gacascaca ageqrtgtet 3981
teagoccagt gacacctCtg atgtoctetg gaagrtitgt gotaacctgg gactgoctga 4041
cttoctttag octggtooct tgotactace ttgeactgtt ttatctaace tetcttttte 4101
tgtttaattc tttgetactg ccattgacce tgotacagga titgrtgreat ttioergoct 4161
qgttgetrgag actoeatttt gorocracac acaapgatgt aagaogeagy ctitaattge 4221
caaageacad ttroagragh agaaaacaac atggrgrata tctcaaattg cotgacatca 4281
agBOJAgECt AA0gItgAay CLTCACLLLT CALCAQCALC AtCLLLCACA tgUtcattat 4341
catcogetet tattcttgea tgtttaaaca cttaaaattt ttagtataat ttrtagtgrtg 4401
ttttgaagtg gtgactadyye tttcaaaaac ttocattgaa ttacasagea ctacccagtt 4461
cttattgtra aactaagtaa asatgatsag taacatagty tasaatattc ctttactgrtg 4521

aacttcttac aatgototoa atgegegaet CCtCAGaAct ggageatttg tataacaatt 4581

catccigttc atcricaatt ttaacatcat atabaattitc aattctatca attgggoctt 4641
tasapatcat atassagoat atassattty asasgagaaa ccraattgge tacttaatce 4701
aaaaraactt ttttttttor ctcaatggea tcageaaget tgrcastcac tcargtgttt 4761
tagagtaatt acttttaasa tggtgoattt gtgertctga actattttl:ga agagtcactt 4821
ctgttracct caagtatcaa ttcatcctoo atacatttga attcaagttg ttrtttgtca 4881
aatttacagt tgtcsatiga COLLCAaget goargec Cagaaatooy Coyttgrety 4941
Cagoortage atgtgeacac quEacattigs Cancactara agrasdaagtc tooadaaqrt 5001
Caccaangac aagaactalt agggaaasta tgctgrighy gottaacaac rcagaaagre S061

cctgatcrac atttggetgt trtactaaage ttgrgattaa ctttttogea gtgrgtacta S121
tgorctattg ctatatatge tatctatasa tgtagatgtt aaggataagt aattcrtaaat 5181

ttatrattct atagrtttga agtttggtta agtitocttt cactcaattg atttattttg 5241

7



ttgrtaatca aatttatgtt aattgmatcs tttaaatttt ttttggoatt ttocaacaaa 5301
aatggcttta ttcatasgaa aggasassaa tcaatggeat ttgatatcta aagaagttag 5361
aaagooadca aaataassAa Caraaaggag atagatgaat tagtaagcaa atcagragtc 5421
gagtttttca aactggrass attaattaat tgacttttag cocaaattta cattgrtaat 5481
taaatcaaca agoeagaagd tctaagaget cocattgata ggeaagocta gagagaacta 5541
getasartta tcatgetagy ata-tt.gaaac acagaaagtt tacartacatt tatgaagogt S601
castttagtt tggacagtga ggtatttgtc ttagtogasa aaagomgaat tagretgatc 5661
asatogtgea gtaatacaqt gaacttgeag gtauacsssa tasgagoaoc acatctatat 5721
ggtgeagtct ggaattotgt ttaagtttgt aggtacctct tggacttctg aattgatcca 5781
gttgtcatoe accacagaca tetcacatca gatacagaca gttocaacat tgacaacaga 5841
gaacsaccty Ctggaaagac Ctgggoagan atggagages Ctgorggaac catgetacat 5501
tttcatctaa egagagaatyg cacatctgat gagactgaaa gttctttott gttttagatt 5961
gtagaarggt artgaattagg totgtggaaa attgcattge ctttactict tpgtgr.aat:c 5021
aagrtiaaqr aatagoogat atataatcat aageattita goggtoooagy gactattaag 6081
taattttaag tgogtgoogt tatttageat gttagaataa tattatgtat tagatatoge 6141
tataagrgga catgogtact tacttgtaac certtacoet ataattgcta tocttasaga 6201
tttcasataa actoouagod aACtoracodg aga.ccaactt atttagagog aattggacat 6261
goatassaac cocagtggge daaagttcaa agotgattag attaataatt taatagagga 6321
tgaqrgacct ctgataaatt actgetagea tgeacttgtc aatgatggat ggtaaatttt 6381
catgoaactt atasaagtaga taaataaasa CcoCCtgettt tacorrtgtc agragoocte 6441
ctoctaccar tgaacoocat tgooortace cotocttcta actrtattoc tgtattctet 6501
tcactctata tttcretcra tttgetaata ttQrattoot gttacaataa aaattcaata 6561

aagatttagt ggttaagtge t 6582

—————— = . ——— — —_ -
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<210> 2 -
<211> 401

212> PROTEDNA

<213> Homo sapiens

<4Q0> 2

Met Arg Asn ILys Arg Val Iesu Iys Thr Lys Lys Arg Arg Ser Gly Arg
1 5 10 15

Gly Gly GIn Asp Pro Gly Ieu His Pro His Arg Ser Glu Ala Thr Ala
20 25 30

Gly Arg Ser Pro Pro Thr Pro Thr Val Thr 1eu Gly fro Asp Cys Pro
a5 40 45

Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Ser
50 55 50

Lys His Thr Gly His Iys Ser Ala Cys Val Pro Asn Met Thr Glu Arg
65 70 7 BO

Arg Arg Asp Glu Leu Ser Glu Glu Ile Asn Asn Leu Arg Glu Iys val
85 90 95

Met Iys GIn Ser Glu Glu Asn Asm Asn Leu Gln Ser Gln Val Gln Lys
100 1058 110

Leu Tt Glu Glu Asn Thr Thr Leu Arg Glu Gln Vai Glu Pro Thr Pro
115 120 125

Glu Asp Glu Asp Asp Asp Ile Glu Leu Arg Gly Ala Ala Rla Ala Ala
130 135 140

Ala Pro Pro Pro Pro Ile Glu Glu Glu Cys Pro Glu Asp Leu Pro Glu
145 150 155 150

Lys Phe Asp Gly Asn Pro Asp Met Leu Ala Pro Phe Met Ala Gin Cys
165 170 175

Gln Ile Phe Met Glu Iys Ser Tir Arg Asp Phe Ser Val Asp Arg Val
i80 185 190

Arg Val Cys Phe Val Thr Ser Met Met Thr Gly Arg Ala Ala Arg Trp
195 200 205

Ala Ser Ala lys Leu Glu Arg Ser His Tyr Leu Met His Asn Tyr Pro
210 215 220

Ala Fhe Met Met Glu Mer Lys His Val Phe Glu Asp Pro Gln Arg Arg
225 230 235 240

Glu Val Ala lys Arg Lys Ile Arg Arg Leu Arg GIn Gly Met Gly Ser
245 250 255
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Val Ile Asp Tyr Ser Asn Ala Phe Gln Met Ile Ala Gln Asp leu Asp
260 265 270

Trp Asn Glu Pro Ala Ieu Ile Asp Gln Tyr His Glu Gly Leu Ser Asp
275 280 285

His Ile Gln Glu Glu Leu Ser His Leu Glu Val Ala Iys Ser Leu Ser
250 295 300

Ala Leu Ile Gly Gln Cys ITle His Ile Glu Arg Arg Lau Ala Arg Ala
305 310 215 320

Ala Ala Ala Arg Lys Pro Arg Ser Pro Pro Arg Ala Leu Val Leu Pro
325 330 335

Hig Ile Ala Ser His His Gln Val Asp Pro Thr Glu Pro Val Gly Gly
340 345 350

Ala Arg Met Arg Leu Thr Gin Glu Glu Lys Glu Ary Arg Arg Iys Leu
355 360 365

Asn Lau Cys Leu Tyr Cys Gly Thr Gly Gly His Tyr Ala Asp Asn Cys
370 375 380

Pro Ala Lys Ala Ser Lys Ser Ser Pro Ala Gly Asn Ser Pro Ala Pro
385 330 395 400

Ieu

<210> 3

<211> 357

212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Leu Gln Ile His Lav Pro Gly Arg His Thr Leu Phe Val Arg Ala
1 5 10 15

Met Ile Asp Ser Gly Ala Ser Gly Asn Phe Ile Asp His Glu Tyr Val
20 25 30

Ala GIn Asn Gly Ile Pro leu Arg Ile Lys Asp Trp Pro Ile Leu Val
35 40 45

Glu Ala Ile Asp Gly Ary Pro Ile Ala Ser Gly Pro Val Val His Glu
. 50 55 60

Thr His Asp Leu Ile Val Asp Leu Gly Asp His Arg Glu Val Leu Ser
65 70 75 80
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Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe Phe Pro Val Val Ieu Gly Val Arg
85 90 95

Trp Leu Ser Thr His Asp Pro Asn Ile Thr Trp Ser Thr Arg Ser Ile
100 105 110

Val Phe Asp Ser Glu Tyr Cys Arg Tyr His Cys Arg Met Tyr Ser Pro
115 120 . 125

Ile Pro Pro Ser Leu Pro Pro Pro Ala Pro Gln Pro Pro Leu Tyr Tyr
130 135 140

Pro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr val
145 150 155 160

Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val Asp Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg
165 170 175

Leu Val Asp Pro His Ile Glu Met Ile Pro Gly Ala His Ser Ile Pro
: 180 185 190

Ser Gly His Val Tyr Ser Leu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala Leu Arg
195 200 205

Asp Fhe Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu Ile Thr Pro Tixr Ile
210 215 220

Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Leu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu
225 230 235 240

Gln val Ser Tyr Asp Cys Arg Ala Pro Asn Asn Fhe Ttr Ile Gln Asn
: . 245 250 255

Gln Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn Leu Glu Asp Gln Ala His Leu
b 260 265 270

: Ala Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gln Ile Pro Gly Tyr Gln Thtr Tyr
§ 275 280 285

P Pro Thr Tyr Ala Ala Tyr Pro Thr Tyr Pro Val Gly Phe Ala Trp ‘1yr
290 295 300

Pro Val Gly Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val Pro Val Met
A 305 10 315 320

el

Ile Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Arg Gln Pro Pro Val Pro Gln Tyr
325 330 335

Pru Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro
340 345 350

A - Ser Tyr Ser Thr Leu
355
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<210> 4

<211> 31

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 4 ' :
ctagoccace atggeatctg cagecaogtyg

<210> 5

<211> 30

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcifn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 5
agcttcacgt ggctgeagat gecatogtag

<210> 6

<211> 30

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 6
ctagcccace atggratctg cagcaogtga

<210> 7

<211> 29

<212> AN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Cebador

<400> 7
agettcacgt ggtgeagatg ccatggtag

31

30

30

29

.

b2
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Teen .

<210> 8

<211> 29

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 8
ctagcocacce atggeatctg cacacgtga

<210> 9

<2]11> 28

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<4030> 9
agcttcacgt gtgeagatge catggtog

<210> 10

<211> 23

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

T <400> 10

gggcggtagy ogtgtacagt ggag

<210> 11

<211> 26

<212> BN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 11
geaactagaa ggcacagtog aggetg

29

28

23

26
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<210> 12

<211> 27

212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 12
gtttogacag tgaggtattt gtcttag

<210> 13

<211> 27

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciin de la secuencia artificial: Cebador

<400> 13
ctttecagea ggttgttete tgttgte

<210> 14

<21l1> 30

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> Descripciin de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 14
tgacogggtc acccacactyg tgoccarcta

EF

27

27

30
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! <210> 15 -
. <211> 29
{ <212> AIN
<213> Secuencia artificial

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

<400> 15
ctagaagcat tgoggtggac gatggagay

<210> 16
i ' <211> 22
e 212> AN
:.'- <213> Secuencia artificial -
fl <220>
{ <223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebadar
<400> 16
; aaggtgaagg toggegtcaa o
ii
<210> 17
¥ <211> 24
) <212> AN
<213> Secuencia artificial
P <220>
-' <223> Descripeidn de la secuencia artificial: Cebador
. <400> 17

ggragagaty atgacccttt tgge
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<210> 18

211> 26

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 18 o
tattttgete cotttetaac ttottt

<210> 19

<211> 30

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 19
tttcactttt catcageatc atctttcaca

<210> 20

<211> 27

<212> AW

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuemcia artificial: Cebador

<400> 20
ogttagactc ctcttcatgt caggcaa

<210> 21

<211> 22

<212> AIN

<2135 Secuencia artificial

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

<400> 21
ggtgacacta tagaaggtac go

26

30

27

22
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<210> 22

<211> 28

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcifin de la secuencia artificial: Cebador

<400> 22
caggectgag atgtttcaty tcacasgy

<210> 23
_ <211> 29

ot <212> AIN
' <213> Secuencia artificial

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

<400> 23
gcatttectg ogtttgtatc agcttctet

<210> 24

<211> 30

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> Descripeidn de la secuencia artificial: Cebador

. <400> 24
T accagcacca caaccgecac tctattatee

210> 25
<211> 30
3 <212> AN
by <213> Secuencia artificial

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

<400> 25
catatagtga tettecttgt cogtctegtc
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<210> 26

<211> 26

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcifn de la secuencia artificial: Cebadwr

<400> 26
gogeccatca attgettoca caagta

<210> 27

<211> 21

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 27
geagegctoy tttagtgaac c

<210> 28

<211> 30

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 28
gogccagaaat aataaggtce ccacaagatg

26

21

a0

68
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<210> 29 )

<21l1> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 29 .
agctttctge gtetttettt ttcttoctg

<210> 30

<211> 26

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 30
aggtcgecaa gtogetgtet getetg

<210> 31

<211> 37

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcitn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 31
tgggtagttg tgeatcaggt agtgggagog ctecage

<210> 32

<211> 27

<212> AN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 32
Ctogaaggot ggtgttctee totgtga
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<210> 33

<211> 22

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223»> Descripeifm de la secuencia artificial: Cebador

<400> 33
gagctogtec cttettogtt o

<210> 34

<211> 40

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 14
cataagaqtg cgtgtgtccc caacatgacc gaacgaagaa

<210> 35

<211> 47

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

220>
«223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 35
togtooctte ttogttoggt catgttgogg acacacgeac tottatg

<210> 36

<211> 40

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripeidn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 36
ttcttogttc ggtcatgtty gggacacacy cactcttatg
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<210> 37

<211> 28

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcifn de la secuencia artificial: Cebadee

<400> 37
cagggtgacy gttogggtag gaggagac

<210> 238

<211> 29

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcifn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 28
gettcactic tgtgoggatg gaggectay

<210> 39

<211> 22

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<400> 39
atgogasata agogggtttt ga

<210> 40

<211> 29

<212> AIN

<2135 Secuencia artificial

<220>
<221> Descripcién de 1la secuencia artificial: Cebador

<400> 40
ogeagaggag tectogogtg gtgagtatg

74

28

29

22

29
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<210> 41

<211> 29

<212> AN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripeidn de la secuencia artificial: Cebador

<400> 41
ggctcaggtyg tgggaccoca tecttectg

<210> 42

<211> 29

<212> AIN

<213> Secuencia axtificial

<220>
<2235 Descripcidn de la secusmcia artificial: Cebador

<400> 42
grteoggacg acagocoget Cagoggace

<210> 43

<211> 24

<212> AIN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripeién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 43

<210> 44

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 44
Met Leu Gln Tle His Leu Pro Gly Arg
1 5

29

29

24
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<210> 45

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 45
Ile His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu
1 5

<210> 46

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 46
His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu FPhe
1 5

<210> 47

<211> 9

<212> PROTETNA
<213> Homo sapiens

<400> 47
Tyr Val Ala Gln Asn Gly Ile Pro Leu
1 5

<210> 48

<21l> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 48
'IYrProAngeuSerllerAmLeu
i 5

<210> 49

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 49
Ile Leu Val Glu Ala Ile Asp Gly Arg
1 5

25
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<210> 50

<211> 9

<212> PrOTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 50
Gly Arg Pro Ile Ala Ser Gly Pro Val
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 51
Glu Thr His Asp Leu Ile Val Asp Leu
1 5

<210> 52

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 52
Asp Leu Gly Asp His Arg Glu Val Leu
1 5

«210> 53

<211> 9

<212> PROTEDNA
<213> Howo sapiens

<400> 53
Gly Asp His Arg Glu Val Leu Ser Fhe
1 5

<210> 54

<211> S

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 54
Gln Ser Pro Phe Phe Pro Val Val Leu
1 5

7Y
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<210> 55 -
<21l1> S

<212> PROTEINA
<213> Hamo sapiens

<400> 55
Val Leu Gly Pro Arg Trp Leu Ser Ala
1 5

<210> 56

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 56
Trp Ieu Ser Ala His Asp Pro Asn Ile
1 5

<210> 57

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 57
Arg Ser Ile Val Phe Asp Ser Glu Tyr
1 5

<210> 58

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 58

Tle Val Phe Asp Sexr Glu Tyr Cys Axg
1 5

<210> 59

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 59
Pro Prov Pro Ala Pro Gln Pro Pro Leu
1 5
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<210> 60

<211> 9

<212> PROIEINA
<213> Hom sapiens

<400> 60

Pro Leu Tyr Tyr Pro Val Asp Gly Tyr
1 5

<210> 61
<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 61

Arg Val Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr
1 5

<210> 62

<211> 9 _
<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 62

Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyxr Val
1 5

<210> 63

<2115 9

<212> PROTEINA
<213> Hamo sapiens

<400> 63
Val Arg Tyr Tyr Tyr Val Gln Asn Val
1 5

<210> 64

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 64
Tyr Val Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val
1 5

=
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<210> 65
<21l1> 9
<212> FROTEINA
<2131> Hamo sapiens

<400> 65
Glu His Val Tyr Fro Asp His Arg Leu
1 5

<210> 66

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Howo sapiens

<400> 66
Ieu Val Asp Pro His Ile Glu Met Ile
1 5

<210> 67

<211> S

«212> PROTEDNA
<213> B sapiens

<400> 67
Glu Met Ile Pro Gly Ala His Ser Ile
1 5

<210> 68

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 68
His Ser Ile Prv Ser Giy His Val Tyr
1 5

<210> 69

<211> 9

<212> PROTEDNR
<213> Homo sapiens

<400> €9
Ile Pro Ser Gly His Val Tyxr Ser Leu
1 5

7
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<210> 70

<211> 9

<212> FROTEDA
<213> Homo sapiens

<400> 70
Ser Leu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala
1 S

<210> 71

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Hom sapieéns

<400> 71
Leu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala Leu
1 5

<210> 72

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Ham sapiens

<400> 72
Pro Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Phe
1 5

<210> 73
<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 73
Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Phe Val
1 S

<210> 74

<211> 9

<212> PROTEDINA
<213> Homo sapiens

<400> 74
Ala Leu Arg Asp Phe Val Ala Arg Asn
1 5
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<210> 75 :
<211> 9
<212> PROTEfNA

<213> Howo sapiens

<400> 75
Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu
1 5

<210> 76

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 76
Thr Ile Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> PROTEDNA
<213> How sapiens

<400> 77
Ile Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Leu
1 5

<210> 78

<211> 9

<212> PROTEDGA
<213> Homo sapiens

<400> 78
Val Leu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys
1 5

<210> 79

<211> 9

<212> proTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 79
Leu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu
1 5

77
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<210> 80 .
<211> 9
<«212> PROTEINA

<213> Homw sapiens

<400> 80
Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn Leu
1 5

<210> 81

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 81
Glu Asp Gln Ala His Leu Ala Thr Tyr
1 5

<210> B2

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 82
His Leu Ala Thr Tyr Thr Glu Phe Val
1 5

<210> 83

<211> 9

<212> PROTEDNA
<213> Homo sapiens

<400> 83

Gly Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu
1 5

<210> 84

<211> 9

<212> PROTEDNA
<213> Homo sapiens

<400> B4

Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr
1 5

-,
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<210> 85
<211> 9
<212> PROTETNA

<213> Hom sapiens .

<400> 85
Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val
1 5

<210> 86

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 86
Ser Leu Tyr Val Pro Val Met Ile Thr
1 S

<210> 87

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 87

Ile Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Arg
1 5

<210> 88

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> B8
Ser Pr¢o Pro Thr Pro Thr Val Thr Leu
1 5

<210> 8%

<211l> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 89 )
Leu Ser Glu Glu Ile Asn Asn Leu Arg
1 5

L4
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<210> 90

<211l> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 90
Lys Leu Thr Giu GLu Asn Thr Thr Leu
1 5

<210> 91

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 91
Leu Thr Glu Glu Asn Thr Thr Leu Arg
1 5

<210> 92

<21l> 9

<2125 PROTEINA
«213> Homo sapiens

<400> 92
Ile Glu Leu Arg Gly Ala Ala Ala Ala
1 5

<210> 93

<211> 9 '
<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 93
Phe Met Ala Gln Cys Gln Ile Phe Met
1 5

<210> 94

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 94
Ser Met Met Thr Gly Arg Ala Ala Arg
1 5

g
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<210> 55
<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Hamo sapiens

<400> 95

Ala Ala Arg Trp Ala Ser Ala Lys Leu
1 5

<210> 96

<211> 8

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 96

Ala Lys Leu Glu Arg Ser His Tyr
1 5

<210> 97

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<4Q0> 97

Gln Gly Met Gly Ser Val Ile Asp Tyr
1 5

<210> 98

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 98
Asn Glu Pro Ala Leu Ile Asp Gln Tyr
1 5
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<210> 93

<211l> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 99
Arg Arg Leu Ala Arg Ala Ala Ala Ala
1 5

<210> 100

<211l> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 100
Lys Pro Arg Ser Pro Pro Arg Ala Leu
1 5

<210> 101

<«21ll> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 101 .
Arg Met Arg Leu Thr Gln Glu Glu Lys
1 5

«210> 1Q2

<211> 9

<212> PROTEINA
«<213> Homo sapiens

<400> 102
Pro Thr Glu Pro Val Gly Gly Ala Arg
i 5°
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REPRESENTACION Y PODER

- slogans. g
Para pateﬁta, modelos de utili

- AR
Sh

For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial names, trade emblerps; ..

\ n
lad, ‘disefios,
industriales, marcas de fibrica, nombres”
comerciales, ensefias, lemas comerdiales. .
3755
0569

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

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

of/domiciliado (3) en D-55216 Ing_e'lheim am Rhein,

GERMANY

or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
EONZ LO PERDOMO, tpa. 831: EMILIO FERRERD, :{m.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PakzZ, ga. 23555; domiclliados
en la Carrera 4° N® 72-35, Bogotd, Colombla, en cbedecimiento a
lo dispuesto en el parigrafo 1° del Artfculo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los demas como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
lac"os los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemnplazani al

imento temporal o
finitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
gurndo representante suplente ltara de reemplazar al primero,
o el tercern al segundo. En tales casos, el representante
principal, o ¢l primero, 0 segundo supiente, en su caso, 0 ambos,
declararin su intencién de no ejercer Ila representacién
mediante declaracidn autenticada por Notario Publico en
Colombia, © por Notario u otro Funcionario Publico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomara su lugar, Cuando cesare Ja
ausencia o impedimento del representante principal, o de su

"primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la

representacidn, en su orden, uno u otros segun el caso,
asumléndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundu v tercer supiente en su caso. :

Ademis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, gara obtener la proteccibn de mi (nuestra)
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos{ a los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan 0 no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencloso-administrativo y judicial, as{ como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los

ientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,

delos de utilidad, y disefios Industriales; el registro de
marcas de fibrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegetales y denominaciones de origen; su renovacién, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, canvelacion voluntaria; 'y el
regictro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccion del eonsumidor, oposiciones u
observacivnes, cancelacién administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, Ila
proteccion de secretos industriales, y en general los julcios

civiles, penales, administrativos o contencioso-administratives ..

relacionados con estos derechos; acciones y procesos que
promovamos © se nes promuevan. Y para que en:todos los
asuntos arriba determinados,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,

cancelar, recibir, rerunciar, y ratificar los actos de agentes |
: e o

oficiosos.

" second alternate representative is to replace t

. infringement, granting ;df s}

puedan sustituir este mandato, .

er of ¢ 8
S
" Ingelheim™4hi“rh -m,-m].z,“:@a 95

in due compliance with the terms of paragraph lat. of article 543
of the Commerclal Code, do hereby appaint GERMAN
CAVELIER, tpa. 832; GONZALC PERDOMO, tpa. 831; EMILIO
FERRERO, tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23535; damiciled at Carrera 4* N® 72-35, Bogots, Colombla, the
first as principal and .the others as alternates, in the order of
their appointment, as our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal in case of his absence or of temporal or
definitive Impediment. The same rule will apply when the

Ke first one, or
when the third is to replace the first or second alternates in their
turn, or bath of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their tum, or
both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Nota
Public in Colombia, or before a Nota.ry or another Publlc Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place, When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn
ceases, the representation can be taken again in their sequence,
by the principal, the first or second alternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice, The exercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attomey in favor of the
above-named attorneys-at-law so that they may obtain the
protection of my {our) industrial pro eﬂ-( and against the
unfair competition, for which E:rpose l?we authorize the sald
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentfous and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, 'slo'ga.n.-l, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,

-change of name or domicile, voluntary cancellation; and the

ve rights; b) Actions of
nsumer, oppositions or
et cancellation, nullity,
BifothescimtifonmAol writ

registration of licenses of use of the a
unfair competition, protection to the
observations, administrativay ?‘F‘ﬁg

.

mandamus, the protection’@fliri Lo, JE - {regendfal the
civil, penal, andl::adnﬁng‘t‘ﬂﬂh; LRSS thgefirights;
*actions and suits instituediby® 1g)_ o a}_p?s_l, me (us). And
" that'in.all the above mgfl-;e}sgthey a %ﬁnu ¢ this Pdwer of
Attorney, compromisegooricili tﬂ?d% h of: d_ge case,
desist, cancel, receivg dsresipiz=sahdvratify..ag aidbne by

m’!ﬂ-s
representatives wi thov.}ff E et f

Given and signed this/ Dado y firmado hoy

BOCHRINGER INGELHEIM

INTERNATICNAL GMBH

PPa. L

Dr. Gerhard Huber

infen
./ Jppa.
Dr. Dieter Laudien ®if]
Signature

T4
CAVELIER ABQGADOQS
WPPODERE-1 {MINUTA N9 12.1.1.2.5)

Firma
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El Seitor Cénsul de Culombia debe expedir un certificado The Colombia Consul must Issue a conaulan cebtificate, on (1
consular subre (1) la existencia legal de la compaiifa que otojrga the legal existence of ne company whlch grants
el puder, (2) que ésta ejerce sir objeto social, y (3) que las Power-of-Attorney, (2) that it is in actual exercise oX -
personas que olorgan el poder estin autorizadas para darlo. A company purposes, and (3) that the persons who execute the
este cfectu les sallcitamos que muestren al Sefior Cénsul Jas Pawer of Atturney is autorized lo do so. To this effect, please
pruebas que acreditan esos hechos (1), (2) y (3). Sh?i‘:B ;he Consul the evidence to prove the above facts (1), (2)
and (3).
- '
Yo,
!
e
S

e B i G n.
[ ; £

: R il ! 01 AGQ/7000 X

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segtin los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,
si el poderdante es.una sociedad, el Seitor Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
exislencia, que ejerce su chjeto social y que quien confiere el poder es su representante.
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Vorseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften der Herren:

1. Dr. Dieter L a u d i e n, Dipl.-Chemiker, wohnhaft in 55127 Mainz,.
2. Dr. Gerhard H u b e r, Rechtsanwalt, wohnhaft in 65411 Bingen,

- mir bekannt -

beglaubige ich hiermit.

Gleichzeitig bescheinige ich aufgrund heutiger Einsichtnahme in das Handelsregi-
Wer des Amtsgerichts Bingen, daR die Firma Boehringer Ingelheim International
mit Sitz in Ingetheim am Rhein im Handelsregister das Amtsgerichts Bingeﬁ
AR B 1063 eingetragen ist und daR die Herren Dr. Laudien und Dr. Huber als

i U

! Notariatsverweser
anstelle des Notars  __
Prof. Dr. Weirich in Ingelhelm

'E_”"'"'"m‘lh"‘ta\a\ . _
5 o OO 53k i SR 0 Sl

e -9NE! -

Die Echtheit vorstehender Unterschrift des Nolarassessors
e Dr. Peler Wirth - Notariatsverweser anslelle des Nolars
Teet T : Prof. Dr. Weirich in Ingelheim und die Echtheit des bei-
gedriickten Dienst - sbeopodks - siegels werden hierdurch
bestitigt. Zugleich wird bescheinigt, daB der Vorgenannte
7zt Vornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.

Mainz, den dreizehnten Dezatber nawnzelnhundertflnfundneunzig

r(ostenberncnnung_: . s .
Der Prisident des lLandgerichls

Geb0hr fOr Legalsa-

tion
* (Wert: DM (fﬂ?) )
JVKostO. v. 28 7.1857

BGBI. | S. 861 %
DM........... -

=Y
)
-
AN

f%g%/-«/ AL

Taws Paul Tiltaery ) /

!

Mainz, !E Iez. u%

“nts-‘n_sﬁ(tor



Y8 ... . CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
) MUNICH .

Nr. 169

El Cébnsul General de Colombia

CERTIFICA

Que el Dr. Hanns Paul Tittenberg ----- , Quién autentica la fir-

ma del signatario en el presente documento, ejercia'en la fecha
alli indicada las funciones de Presidente del Tribunal Regional
-en Mainz.

Que la firma BOFHRINGER INGEILHEIM INTERNATIONAL GmbH,domiciliada
en 55216 Ingelheim am Rhein, Registro Mercantil Nr. HR B 1U63 Gel
Juzgado Mmicipal de Bingen

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

U

quien :fes) firman el presente documento tiene (n) facultad legal

g suficiénte para representar a la mencionada fimma y otorgarpoderes ™ -
' en su nofbre.

Que ha tenido a la vista la documentécién que prueba lo anterior.

Munich, 18de Diciembre de 1995

i
v
-

para la Nacidri US $
Fondo Rotatorio Us § 100.-
Tasa consular Us $1 xDM 1,60 =DM 163.60

AGADO

N

SeboWatin . o
o Eetust 3l gy
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i C paL M Rt SEFL JOCH T

. [ %,
- . Wy
v . LA " l‘ L
T L f ,
‘ .
BRE - oo
* . ..
. oo
. . . .

e,

SINDIDN I3 30 DIEJASIRir

?- h - Wmﬂh&-h gt = gt
’ CONG MOTAEN TR, S g "
: 3 lsm"g,"‘"ﬂ}h‘rn“uuucmauem.us{' ]
' - o B raspmerMAG0 CONSIAR OUz 87 COMA FO- 1]
vy TICA COINCIOE CON B ORIGIMAR BUE Mt ";

[ ‘%5-.,.._ NOTARIO
S M A F D R iy

-




LS AR AL 1,

145w Mueuate

N astelan Ma,

TRADUCCION OFICIAL No. 3133
de un documento escrito en Alem&n, el cual para su identificacion

se selila con el sello de 1a traductora, lo mismo que la

presente.-
(A continuacidn del poder conferido a BERMAN CAVELIER, tpa., 8332;

GONZALO FERDOMO, tpa. 8313 EMILIO FERRERO tpa, 319293 vy LUZ

CLEMENCIA DE FPAEZ, tpa 23555; domiciliados en la Carrera 4 No.

72-35, Bogoté, Colombia, por la BOEHR INGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMEH, domiciliada en D-552146 Ingelheim am Rhein,
RFA, a través de sus representantes los Srs. Dr. Dieter Laudien y

Dr. Gerhard Huber:)

Legalizacidn

Frotocolo notarial Mo, 2659{95 v gg?ﬂmﬁﬁﬁﬁ?mﬁﬁmﬂwu.
: .- ~ 5§ Tostapor MGO CONSTARQUE £S 1 cor TE

g .. L iy COPA
Certifico la autenticidad de las firmas anteced! f

mi por los sefores: o . ;&
. i
’ W RO
1. Dr. Dieter Laudien, Dipl: Chim., domiciliad6¥eneSss
2. Dr. Gerhard Huber, abogado, domiciliado en S5411 Bingen‘

a guienes conozco en persona.

-t
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20 Biniustinis

alucibn o,

Rea

de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen,
firma Hoehringen Ingelheim International
Ingelheim am Rhein,
Registro

sefores Dr.

Igualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Registro

HR B 1063, gque la

GmbH, domiciliada en

estd inscrita bajo el No. HR B 1063 en el

de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen vy que los

Laudien vy Dr. Huber, en su calidad de apoderados,

estan facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ingelheim am Rhein, 12 de diciembrée de 1%95/hiin

1 . .
* Fdo.: firma ilegible

(Hilo vy obleﬁ roja en relieve:) El notario suplente

El nctarid_suﬁlente = Ingelheim del potario de Ingelheim

Frof. Dr. Weirich

(dos sellpos redondos en tinta del Tribunmal Regional de Mainz)

For TN o e st MR Al 2L,
g‘%ouou;hm SE21D 0L GIRCULD D& SanTAFE. i1
& BE B0GOTA, 1agp coNSTAR OUE ESTA COMA ro-}

Tosﬂ"c‘. COINCIOE COM EL ORIGINAL QUE 1tE
& TENIDG & LA visTa :

210 E 1
S R e, S %y
Se certifica la autenticidad de 1la firma§§i§}'tﬁq€'ﬂﬁﬁtﬂﬂ THE D, |
.1:”%&Mﬁm¢ﬂﬁfm¥:¥ Y
Feter Wirth, como notario suplente del Prnﬁ%ﬁpi“fﬁ%Zﬁﬁﬁ% . o
2 RIAN MANLEL BOTERCHMS

ARID

de Ingelheim, y la del sello oficial que fﬁﬁiﬁﬁwﬁgﬁﬁﬁ?f

se certifica que el mencionado notaric estaba facultade para

realizar ese acto oficial.
Mainz, trece de diciembre de mil novecientos

noventa v cinco

B\
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JVEKostO del 26 dE julio 1957
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Mainz, 13 de diciembre de 1990
Fdo.: firma ilegible
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COMO NOTARIO SEXTG'ENCARGADO DE smrare

DE BOGOTA HA Nsmw' A D
7 W

C. €. i atine
COWCIDE CON LA REGISI'RADA;POH L (citA)
EN ESTA NOTARIA

g9 ENE 1995

SANTAFE D: B0GOTA ,OC.

A %pamonenoiz”
L;z BARAJAS

hO SE ASUME ,
ESPONSABILIBAD NELTEXTO .
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AL l©  CAVELIER ﬁ,;[q

.. . e ABOGADOS ' .
371 11h 2a3%880° ) CORREO ELECTROMICO MUNDIAL: CAVE
’ L - TELEF Nt 1
Tewer: 45479 CAVE CO EDIFICIO SISKI Hrono e 1 21a01a0
CABLES: CAVELEYES

(1317407375 CAVE UC CARRERA 49 No. 72-35

BOGOTA 8, COLOMBIA

Sefior Jefe de 1la

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

(4

Poderdante: BOFEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

Poder conferido-el: 12-12-85.

Yo, GERMAN.CAbﬁﬂIER, obrando en m1 "calidad de apoderado
principal del poderdante arrlba menc1onado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo '€l "poder “que me- ha sido
conferido en 1la persona del doctor EMILIC FERRERO, Abogado c<on
Tarjeta Profesional No. 31. 929, con todas las facultades que me

fueron conferidas._

Hago 1la anterlor sust1tuc1on conforme--al._articulo 66 del
Coédigo de Procedimiento C1v11 ya que los otros sustitutos

faltan en este momento.

Sefior Jefe,
¢ \E—-—. CA-/K“:»
(;; ..

GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832.
C.C. No. 2.877.924 de Bogota

N T g
couoncuﬁossm n
‘m'l
Z TosT HAGD CONST)

A COy
‘ §§mauum;§'“ €

EMILIO FERRERO

T.P.A. N2 31.929 e
C.C. No. 438.019 de Usaquén - =~ - %% a
Yoo b SV
uze—78612 '

CAVELIER ABOGADOS NIT. 8460.041.367-3
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Industria y Comercic7®
SUPERINTENDENCIA

NIT :  B00176089-2 (- ““apfﬁwﬁw___m___‘_‘_
’ Fedfa R0 : 23830300 17:25:5% Folips; 14 |
RECIBO OFICIAL DE CAJA : 44,712 [ pmite s o gy
FECHA t JULIO 17 DE 2000 Pevitcias 2820 BVISE: i Ko pppye] PREETC
R PR
HIL CONSISNACION 3t
DEPOSITANTE TIP PAGD  BANCD SUCURSAL CUENTA Ho. PABD Vr. PABD
CAVELIER ABOSADOS CONSIGNACION  BANCO POPULAR  BOGOTA 050-00110-5 2855391  22,435,000.00
M C O N CEPTO Hin
| —— CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
I 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRANITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 608, 000,00
TOTAL $ 408,000.00

50N:  SEISCIENTOS OCHO MIL PESOS

RESPONSABLE :

RECIBD BE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

. AV o%lss_—fbof\_,oza,q

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5 y 10
Conmutador: 334 12 2i
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA -

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION p( MODELO DE UTILIDAD[ |
e Nombre e identificacion del Solicitante | - [
e Nombre e identificacion del Inventor , (1
e Titulo 0 nombre de la Invencion , []
o Descripcion Z []
e Reivindicaciones A ' [1]
o Resumen yq. {]
e ComprobantedePage [ OL []
COMPLETA )( ' INCOMPLETA | ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

Nombre e identificacién del peticionario , . []

[

* Nombre e identificacién de! inventor o disefiador [1]
= Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse | []
o Representacion grafica []
e Comprobante de pago []
COMPLETA[ ] INCOMPLETA | ]

=1

Firma Respéfisable
R l - - —  ——— -...——-\
SUPERIITUSIRIA ¥ CCOERCID )
Rapicaricn @ COOSBIRS C3lIN) Folios: 101

Fechi pucite  + coo FATBNTES.D | REGISTRY/ AL1 SRESEHTRC

‘Focha (KD): 200308~ 17:25:50

Dependencia: 2020 DIVISION BE NEVRS BHEHCI_['IN_ES_ _ p

Carrera 13 No. 2700 Fiso 5y 10
Conmutador: 33412 21-2-3-4 .
_——— = - Fax: 281 31 25 e-mail: info@skc.gov.co
Santa Fe de Bogotd D.C. - Colombia
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Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-58185
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decisién
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion:

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

Si[x ] NOI ] NO APLICABLE] ] Acredité, en forma comrecta, la
existencia y representacion de |a persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Si[x ] NOI 1 NO APLICABLE [ ] Presento, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13 de la Decisién 344 y-la Resolucién 02 del 4 de Enero

.‘ g del 2000)

SH{x ] Nd[ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindicé prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenlo de Paris.

SI[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd copla, certificada su
conformidad por ia Administracion que recibié la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

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

. . SI[ ] NOT x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: Debera presentar copla
certificada su conformidad por {a Administracion que recibié la solicitud de la cual reivindica
prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de depésito de la solicitud posterior. La omisién de esta formalidad implicara la
pérdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptia que esta solicitud:

SI[ ) NO[x] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decisién
344 y por tanto,
-SI{ ] NO[Xx] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 3 de Agosto del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 N° 2700 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogoté, D.C. - Colombla
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Folio No.;m’

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO.
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacién No. 0058185
Concepto Técnlco No. 1733
Clasificacién Internacional de Patentes: CO7K 14/82, C12N 15/11, A61K 39/00, A61K 45/05.

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344, se determiné que la
presente solicitud de Patente de Invencién:

SIDNO[]  Contiene la identificacion commecta del inventor (Art. 8, Art 13-a).
SIXINO[]  Contiene la identificacién comrecta del solicitante {Art. 13-a)

SIPGNO|] &:tifg:)el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma comecta

SIMINO[]  contiene el titulo o nombre de la invencién en forma comrecta (Art. 13-b)
SIXINO[]  Contiene la descripcién clara y completa de la invencion (Art. 13-c)

sipgNo[] Contiene los dibujos comectos (Af. 14< junto con el literal d) del Art. 4
del (Dto. 117 del 94).

SIXINO[] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art. 14-c junto con el Dto. 3464
del 26 de diciembre de 1980)

SI{]No[X] Contiene una o més reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia para la
cual solicita proteccién mediante la patente (Art. 13-d).

SIXING[]  Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 de Dto 117 del 94.

SIx|No[) Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del articulo 4 y
' el articulo 27 del Dto. 117 del 94.

SIINO[] Contiene la tarjeta de archivo tematico (forma P-104) en fOma correcta (Artc 14-c junto
con el literal b) del 1rt. 4 del Dto. 117 del 94).

SIXINO[] Contiene la tarjeta de archivo de propietarios {forma P-105) en forma correcta (Art. 14-¢
junto con el literal b) del Art. 4 del Dto. 117 del 94).

SI[JNO[X] CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA:

1. Las reivindicaciones 27 a 30 no son claras, ellas no define de manera precisa el objeto de la invencién
y por ende no cumple con el literal d) del articulo 13 de la Decisién 344 de la Comision del Acuerdo de
Cartagena donde se indica que: ‘“Las solicitudes para obtener patentes de invencién deberén
presentarse ante la oficina nacional competents y deberan contener: Una o méas reivindicaciones que
precisen la matenia para la cual se solicita la proteccion mediante la patente”. Es un hecho que un
antigeno, en este caso un polipéptido determinado, puede unirse o enlazarse especificamente a méas
de un anticuerpo, por consiguiente, decir que el anficuerpo que se.desea proteger es aquel que se une
de manera especifica a la proteina... no es suficiente informacion para establecer de manera precisa
cual es el objeto para el que el solicitante desea proteccion. Siendo que un anticuerpo es una proteina,
se requiere que para lograr establecer de forma exacta cual es el objeto de la invencion que dicho



ot

anticuerpo sea definido en funcién de la secuencia de aminoacides que constituyen dicha proteina o
del ndmero de deposito mediante el cual se puede acceder a dicho anticuerpo, de lo contrario se
requiere que se eliminen las reivindicaciones que hagan mencién del anticuerpo pues sin los datos
mencionados ellas no precisan el objeto de la invencion.

EXAMINADOR TECNICO: 202016.

Bogoté, D.C., 01 de noviembre de 2000
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¢G5 DE INDUSTRIA

YCOMERCIO /O3

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 00-68186
AUTO 2660

DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de ja
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la facha de notificacion del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialadoes en el examen
de forma.

ARTICULO SEGUNDO: Notificar por estado el presente atto, advirtiendo que contra el
no procede recurso alguno en la via gubemnativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE R
Dado en Santafé de Bogota D.C.;alos _____ 0 7 NOV. 2000

EL JEFE DE LA DIVISIO EVAS CREACIONES,

/

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL

.
N ¥

NOTIFICADO POR ESTADO

~ .Santafé de Bogota D.C. .@ﬁ) NOV otificado por anotacion en estado de esta misma

fecha.

" * VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO Si NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

202022

Carrera 13 N° 27-00 Plsos 5"y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
* Fax 281 3125
Santafé de Bogotd, D.C. - Colombla



