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escrito me permito manifestarle:
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éROTEINAS HETEROQUIMERICAS DE PARAMIXOVIRUS
RECOMBINANTES PARA TRASTORNOS RESPIRATORIOS Y METODOS

DE PREPARACION

!
/ La presente invencién se refiere a giicoproteinas

heteroquiméricas de paramixovirus recombinantes y a su

expresidén en células eucariotas, particularmente en células

de Ovario de Haémster Chino (CHO). La invencién se refiere

ademas a procedimientos para construlr y expresar tales

proteinas heteroquiméricas, a intermedios para uso en los

mismos, a procedimientos.para optimizar el uso de codones
de las secuencias de &cido nucleico que codifican tales
proteinas heteroquiméricas y al uso de las proteinas
recombinantes como vacunas para la prevencién de
enfermedades provocadas por patdgenos del grupo de los
paramixovirus.

Los virus de la parotiditis (MuV), el sarampidn (MV),
la parainfluénza de tipo I (PIV1l), de tipo II (PIV2) y de
tipo III (PIV3) y el virus sincitial respiratorio (RSV)
pertenecen-a la familia de los paramixovirus. El1 MuV se
clasifica en la subclase de los rubulavirus, el MV se
clasifica en la subclase de los Morbillivirus, los virus de
la parainfluenza (PIV1l, PIV2 y PIV3) se clasifican en la
subclase de los paramixovirus, mientras que el RSV se
asocia a la subclase de los neumovirus.

El1 RSV es la causa mids importante de enfermedad viral

25 en el tracto respiratorio inferior en bebés y nifios. La

\
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prqteina de fusién (F) y de unidén (G), Qque son

|
gl%coproteinas superficiales del virus, parecen ser de un

|
va}or potencial para el desarrollo de una vacuna contra el

RS}

|
5 ! La proteina de fusién F de RSV contiene 574 restos

aﬁinoécidos; los aminoédcidos 1 a 21 corresponden al péptido
s%ﬁal y los péptidos 525 a 549 al dominiQ de anclaje a 1la
m%mbrana. La molécula presenta cinco sitios potenciales
?

para la glicosilacién. La proteina F se sintetiza como un
|
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proteolitica para producir la subunidad F, (48 kDa) y F, (23

%Da) unidas mediante enlaces disulfuro. La proteina F,
%uando se inyecta en animales, conduce a la produccién de
Enticuerpos neutralizadores y puede inducir linfocitos
!citotéxicos (CTL) .

La proteina G o de unidén de RSV contiene 298 restos

su

|
|
!
faminoécidos y estd muy glicosilada; ya que la mitad de
|

masa molecular (90 kDa) se debe a las cadenas laterales de

oligosaciridos, principalmente en forma de azlcares O-

se

unidos. Se ha demostrado que la proﬁeina G, cuando
inyecta en animales, proporciona proteccién contra la
exposicién a virus de subgrupos homélogos pero no
heterdélogos. Esta proteina es extremadamente variable y

sélo hay un tramo de 13 aminodcidos que se conserva en

todos los RSV.
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El PIV3 es secundario al RSV(comolagente importante en
las infecciones virales graves en el tracto respiratorio de
los bebés. La proteina de fusidén F de PIV3 contiene 539
restos aminodcidos; los aminodcidos 1 a 18 corresponden al
péptido seflal y los restos 494 a 516 %l dominio de anclaje
a la membrana. La molécula presenta 4 sitios potenciales
para la glicosilacién. La proteina F se sintetiza como un
precursor de 70 kDa (F,) que sufre una maduracién
proteolitica para producir las subﬁnidades F, (de 56 kDa)
y F, (de 14 kDa) unidas a través de enlaces disulfuro. La
proteina F, cuando se inyecta en animales, conduce a la
produccién de anticuerpos neutralizadores. La proteina F
estd implicada en la fusién celular durante la infeccién
viral y lleva una actividad hemolisina. Usada sdélo para
inmunizacién, la proteina F genera una respuesta inmune que
es insuficiente como para conferir proteccidn contra una
exposicién al virus. La proteccidén completa sdlo se
adquiere mediante la inmunizacién concomitante con la
proteina de unidén HN, otra glicoproteina de PIV3.
La proteina HN lleva actividades de hemaglutinina y
neuraminidasa. Se compone de 572 aminodcidos; su dominio de
anclaje a la membrana aparece en el extremo N-terminal de
la molécula, entre los restos aminodcidos 32 y 53. Se han
identificado cuatro sitios potenciales para la

glicosilacidén. La inyeccién de la proteina HN en animales
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4
genera una respuesta inmune y anticuefpos neutralizadores.
Sin embargo, estos anticuerpos no protegen completamente
contra una exposicidn al virus. La proteccidn completa se
obtiene sdlo ﬁediante la inmunizaciéﬁ concomitante con la
proteina F de PIV3.

El virus PIV1 se aisléd inicialmegte a partir de nifios
pequefios que sufrian trastornos del tracto respiratorio
inferior. La infeccién con PIV1 provoca la mayor parte de
los casos de crup encontrados para tbdas las infecciones
causadas por paramixovirus. La transmiéién viral de PIV1 es
por el contacto entre personas o por un aerosol, aunque el
virus no persiste en el medio durante un largo periodo de
tiempo.

A igual que PIV2 y PIV3, el virus PIV1 tiene dos
glicoproteinas superficiales, la proteina de fusién (F) y
la proteina de unién (HN). Estaé dos proteinas son las
dianas prioritarias para el desarrolio de una vacuna de
subunidades, cuyas propiedades serian asegurar la
proteccidén de los nifios desde los primeros meses de vida y
prevenir la vreinfeccién, o al menos prevenir las
complicaciones graves restringiendo el desarrollo viral en
el tracto respiratorio superior, dondg las consecuencias
serian benignas (un resfriado comin) .

PIV2 también afecta a nifios muy pequefios y causa el

mismo tipo de trastornos respiratorios, esencialmente crup,
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pero de menor gravedad. El virus PIV2 tiene dos
glicoproteinas superficiales (F y HN), que son dianas
potenciales para el desarrollo de una vacuna de subunidad.

El virus del sarampidn es ﬁn agente extremadamente
contagioso que se establece por si mismo en las células
epiteliales del tracto respiratorio, la orofaringe o la
conjuntiva. La infeccidn provoca fiebre, tos, resfriado de
cabeza, conjuntivitis y un exantema caracteristico
generalizado.

No hay una vacuna inactivéda apropiada contra el
sarampidén, pero se dispone de una  vacuna viva atenuada
eficaz y generalmente se usa en combinacién con las vacunas
vivas atenuadas contra la rubéola y la parotiditis. Esta
vacuna viva protege contra la enfermedad durante al menos
20 afios. El virus del sarampidén tiene dos glicoproteinas
superficiales, que son dianas potenciales para el
desarrollo de una vacuna de subunidad. La protéina de
fusidén (F) es una molécula glicosilada con una longitud de
550 aminodcidos y, como para los otros paramixovirus, tiene
que sufrir wuna escisién proteolitica para producir
subunidades F, y F, que se unen a través de enlaces
disulfuro. Esta molécula, que 1lleva una actividad
hemolisina, genera una respuesta protéctora inmune cuando
se inyecta en los animales. La proteinad de unidén (H) es una

proteina glicosilada con una longitud de 617 amino&cidos,
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que lleva una actividad de hemaglutinina. Esta proteina,
cuando se inyecta en animales, conduce a la produccidn de
anticuerpos neutralizadores que ©pueden inhibir 1la
hemaglutinacidén. Esta respuesta inmune protege al animal
contra una exposicidn viral.

El virus de la parotiditis es un patégeno que causa la
enfermedad infantil contagiosa que consiste en la
inflamacidén de las gléndulas pardétidas. Durante el periodo
de incubacién posterior a la infeccidn, el virus se replica
en el epitelio respiratorio y después se disemina dentro de
los conductos secretores de las glandulas pardtidas.
Posteriormente pueden infectarse otras glédndulas y se han
presentado numerosos casos de meningitis. Entre las
complicaciones relacionadas con la infecciédn, la
encefalitis es una complicacién graﬁe, con una tasa de
mortalidad de aproximadamente un 1%; también se han
presentado casos de sordera.

Se dispone de una vacuna contra la parotiditis: se
compone de un virus vivo atenuado, producido mediante el
cultivo de células embricnarias ae pﬁllo infectadas. La
vacuna conduce a la seroconversidén en individuos vacunados
y protege contra la infeccidén en mds dée un 95% de personas
seronegativas. Asi pues, . la vacuna reduce
significativamente la frecuencia de complicaciones.

Sin embargo, en varios casos la infeccién viral no se
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detecta porque los efectos se mantienen subclinicos. Los
nifios pequefios y las personas de edad avanzada son mas
propensos a aesarrollar complicaciones por la infeccién de
parotiditis. En vista de los riesgos inherentes
relacionados con el uso de las vacunas vivas atenuadas,
tales como la potenciacién de la enfermedad tras una
surinfeccidén natural en individuos Vécunados, es deseable
mejorar la seguridad de la vacuna,‘particularmente para los
grupos de riesgo.

La proteina de fusién F del virus de la parotiditis
contiene 538 restos aminodcidos; los aminoédcidos 1 a 26
corresponden al péptido seflal y los restos 483 a 512 al
dominio de anclaje a la membrana. La molécula presenta 7
sitios potenciales para la glicosilacién. La proteina F se
sintetiza como un precursor de 65-74 kDa (F,) que sufre una
maduracidén proteolitica para producir las subunidades F,
(58-61 kDa) y F, (10-16 kbDa) unidas mediante enlaces
disulfuro. La proteina F estd implicada en la fusidén
celular durante la infeccidén viral, lleva una actividad
hemolisina y juega un papel péra la ﬁenetracién viral en
las células. Sin embargo, no lleva la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) que se observa en otras
glicoproteinas del virus de la parotiditis, HN.

La proteina HN (con un peso molecular de 74 a 80 kDa)

lleva actividades de hemaglutinina y neuraminidasa que
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estan implicadas en la unién del virus a las células y en
la destruccidén de 1las membranas de las células
hospedadoras. La proteina BN (proteina de wunibén o
hemaglutinina-neuraminidasa) genera anticuerpos
neutralizadores y parece ser importante para el desarrollo
de la ADCC. La proteina HN estd compuesta de 582
aminodcidos; lleva un dominio de anclaje N-terminal (restos
33 a 52) y 9 sitios potenciales para la glicosilacién.

Para los virus considerados anteriormente, parece ser
que se requiere la inmunizacién conjunta con las dos
glicoproteinas de membrana F y HN, o G en el caso de RSV,
para conseguir una proteccidén completa en el modelo animal.
Las proteinas quiméricas que contienen tanto la proteina F
como la proteina G de RSV, o las proteinas F y HN de PIV3,
han demostrado una proteccién completa contra la exposicién
a RSV o PIV3 en ratas de algodén (Brideau y col., J Gen
Virol, 1989, 70 2637-2644 y Brideau y col, J Gen Virol,
1993, 74, 471-477).

El documento W09314207 (Connaught) describe proteinas
heteroquiméricas que comprenden proteinas de RSV y PIV3 que
incluyen hibridos F(RSV)xHN(PIV3) y F(PIV3)xG(RSV), vy
sugiere que tales proteinas pueden expresarse en una
diversidad de células hospedadoras incluyendo células
bacterianas, de mamifero, de insecto, de levadura vy

fingicas. Los ejemplos especificos describen la expresién
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en células Sf9 y High 5 de insectos y en células Vero. de
mamiferos. No hay ninguna descripcidn especifica del uso de
las células CHO. El uso de las células Sf9 y High 5 también
se describe por Du y col., BIO/TECHNOLOGY 12, 1994, 813-
818.

Homa y col (Upjohn), J. Gen Virol, 1993, 74, 1995-
1999, describe otra proteina heteroquimérica,
F(RSV)xHN(PIV3), expresada en células de insectos usando un
baculovirus recombinante.

En algunos trabajos se han | descrito proteinas
homogquiméricas de paramixovirus:-

El documento W08905823 (Upjohn) describe hibridos FSV
FxG y GxF que pueden expresarse en células bacterianas, de
levadura, de mamiferos y de insectos. El Ejemplo 7 describe
la expresidn de una proteina RSV FxG en células CHO, aunque
no hay detalles de lo satisfactoria que es la expresidn.

El documento WO8910405 (Upjohn) describe hibridos PIV3
FxHN y HNxF que pueden expresarsé en células bacterianas,
de levadura, de mamiferos y devinséctos. El Ejemplo 6
describe la expresidén de una proteina PIV3 FxHN en células
CHO, sin embargo no se proporcionan detalles que
cuantifiquen el grado de expresidén y de secrecidn.

Lehman y col (Upjchn), J Gen Virol, 1993, 74, 459-469,
describe la expresidn de PIV3 FxHN en células de insecto

usando vectores de baculovirus recombinante, asi como en
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células CHO.

El documento  W09306218  (SmithKline  Beecham
Biolcgicals) describe hibridos PIV3 FxHN que pueden
expresarse en células eucariotas, incluyendo células
vaccinia, CHO o Vero. El Ejemplo B) 2 describe la expresidn
de un hibrido Fs*a'xHNa  en célulés CHO e indica que el
producto se distribuyd casi uniformemente entre las células
y el medio. Sin embargo, no se proporcionan detalles que
cuantifiquen el grado de expresidén y de secrecidn.

El documento W09425600 (SmithKline Beecham
Biolcgicals) describe hibridos MuV FxHN y HNxF que pueden
expresarse en vaccinia, una célula de mamifero (tal como
CHO) o© wuna célula bacteriana. Los Ejemplos B) 3 y 4
describen la expresidén de s*FHNa'xFa y Fs*a'xHNa” en células
CHO, sin embargo, no se proporcionan detalles que describan
el grado de expresidn y de secrecidnm.

Aunque esta técnica citada puede sugerir que 1las
glicoproteinas de paramixovirus homoquiméricas pueden
expresarse en una diversidad de lineas celulares incluyendo
células CHO, ahora se ha descubierto que, de hecho, la
expresién y secrecidén en células CHO no siempre es
satisfactoria y que no puede predeéirse el éxito. Asi pues,
ahora se ha demostrado que aunque el hibrido RSV F x G
puede expresarse y secretarse satiéfactoriamente en células

CHO, podrian no expresarse hibridos homoquiméricos andlogos
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11
de PIV3 y MuV en células CHO de tal manera que pudieran
purificarse del sobrenadante en cantidades significativas.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que los
hibridos heteroguiméricos pueden expfesarse y secretarse
satisfactoriamente tanto en células CHO como en células de
insecto.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente
invencidén proporciona un procedimiento para preparar una
proteina heterogquimérica o un derivado inmunogénico de la
misma, que comprende un fragmento inmunogénico de 1la
proteina de fusidén (F) de RSV, PIVl,‘PIV2, PIV3, MV o MuV
y un fragmento inmunogénico de la proteina de unidén (G, HN
o H) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MuV o MV, procedimiento que
comprende la expresidén de un ADN recombinante que codifica
la proteina inmunoquimérica o un derivado inmunogénico de
la misma en células CHO, y la recuperacidén de la proteina.

Por proteina heteroquimérica se entiende una que no
contiene una proteina de fusidén o vde unién del mismo
patdgeno.

Esta invencidén también proporciona nuevas proteinas
heteroquiméricas no descritas previamente en el documento
WO 9314207, que pueden prepararse usando el procedimiento
de la presente invencién.

Asi pues, en un segundo aspecto, la presente invencién

proporciona una proteina heteroquimérica o un derivado
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inmunogénico de la misma, queﬂ comprende un fragmento
inmunogénico de la proteina de fusién (F) de RSV, PIV1,
PIV2, PIV3, MV o MuV y un fragment¢o inmunogénico de la
proteina de unidén (G, HN o H) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MuV
0 MV, con la condicién de que cuando ﬁno de los fragmentos
inmunogénicos procede de RSV F, RSV HN o PIV3F, PIV3 HN, el
otro fragmento inmunogénico procede de MuV F, Muv HEN, MV F,
MV H, PIVl1 F, PIV1 HN, PIV2 F o PIV2 HN.

Por fragmento inmunogénico de la proteina de fusién
(F) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MV o MuV, se entiende una
parte de la proteina que contiene:al menos un determinante
antigénico capaz de producir una respuesta inmune
especifica para la proteina F de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MV
0 MuV, respectivamente. Dentro de esta definicién se
incluye la proteina F de longitud completa, sin embargo,
preferiblemente, el fragmento inmunogénico carece del
dominio de anclaje a la membrana en su extremo C-terminal.

Por fragmento inmunogénico de la proteina de unién (G,
HN, o H) de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o MV, se entiende
una parte de la proteina quev contiene al menos un
determinante antigénico capaz de producir una respuesta
inmune especifica para la proteina G de RSV, para la
proteina HN de PIV1, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV,
respectivamente. Dentro de esta definicién se incluye la

proteina G o HN de longitud completa, sin embargo,



13
preferiblemente el fragmento inmunogénico carece del
dominio de sefial/anclaje en su extremo N-terminal.

Preferiblemente, la proteina heteroquimérica esta
unida mediante un aminodcido de la parte C-terminal del
fragmento inmunogénico de la proteina F de RSV, PIV1, PIVZ,
PIV3, MV o MuV a un aminodcido de la parte N-terminal del
fragmento inmunogénico de la proteina G de RSV, la proteina
HN de PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

Convenientemente,la;moteinahetgroquiméricacomienza
en su extremo N-terminal con una secuencia seflal de la
proteina F de RSV, PIVl1, PIVZ,‘ PIV3, MV o MuV.
Convenientemente, ésta formard parte‘del correspondiente
fragmento inmunogénico de la proteina F de RSV, PIV1, PIV2,
PIV3, MV o MuV cuando este fragmentd se una mediante su
extremo C-terminal al extremo N-terminal del fragmento
inmunogénico de la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H:'de MV,

También pueden emplearse secuencias seflal
alternativas. Por ejemplo, la proteina heteroquimérica
comienza convenientemente en su extremo N-terminal con una
secuencia seflal del activador de plasminégeno de tejidos
(TPA) .

Para aumentar el nivel de expresidn, la proteina
heteroquimérica puede comprender ademéé una secuencia lider

de ubiquitina que convenientemente se coloca después de
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cualquier secuencia sefial como se ha descrito
anteriormente. Preferiblemente, la secuencia lider de
ubiquitina se une al extremo C-terminal de la secuencia
sefial de TPA.

Preferiblemente, 1la secuencia lider de ubiquitina
procede de levaduras, por ejemplo, como se describe en
Ecker y col., J Biological. Chemistry, 1988, 264 (13),
7715-7719.

Convenientemente, se coloca ﬁn sitio de escisién entre
el extremo C-terminal de la secuencia de ubiquitina y el
extremo N-terminal del fragmento inmunogénico de 1la
proteina F de RSV, PIVli, PIV2, PIV3, MV o MuV.

Para facilitar la purificacidén. cromatogréafica, la
proteina heteroquimérica comprende convenientemente una
cola de polihistidina, por ejemplo, como se describe en
Hochuli y col., BIO/TECHNOLOGY, 1988, 1321-1325. La cola de
polihistidina preferiblemente comprende de 2 a 6 restos de
histidina adyacentes que estdn unidos convenientemente al
extremo C-terminal de la proteina heteroquimérica.
Preferiblemente, se pone un sitio de eécisién entre la cola
de polihistidina y el extremo C—terﬁinal del fragmento
inmunogénico de la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

El sitio de escisién para la secuencia de ubiquitina

y/o la cola de polihistidina puede ser quimico o enzimdtico
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y preferiblemente es un sitio de escisién de enteroquinasa,
por ejemplo, como se describe en Lavallie y col., BIO-
TECHNOLOGY, 1993, 187-193.

Después de la expresidén y purificacidén, el tratamiento
con una enteroquinasa escindird cualquier secuencia de
ubiquitina y/o polihistidina 1liberando la proteina
heteroguimérica deseada.

Las proteinas heteroquiméricas particulares de esta
invencién incluyen: la proteina F de RSV que carece de su
dominio de membrana unida por su extremo C-terminal a la
proteina HN de MuV que carece de su dominio de
seflal/anclaje, denominada aqui:

Fs*a’RSV x HNs'a™MuV, asi como

Fs*a’PIV3 x HNs a'MuV;

Fs*a™MuV x Gs'a'RSV; y

Fs*a’™MuV x HNs"a'PIV3, y

derivados inmunogénicos de las mismaé.

La presente invencidén también proporciona proteinas

heteroquiméricas particulares que incluyen:
Fs'a™MuV x Hs aMV; o
Fs*a’RSV x HNsa'PIVl; o
Fs*a’RSV x HNs a'PIV2, y
derivados inmunogénicos de las miémas:
La presente invencidén también proporciona proteinas

heteroguiméricas gue comprenden proteinas de RSV y PIV3 no
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descritas espécificamente en el documento WO 9314207, gque ug/
. - 145
pueden expresarse ventajosamente en c¢élulas CHO. “\5 :

Estas son:
Fs*a~ (1-526) RSV x HNs'a" (70-572) PIV3;
5 Fs*a  (1-492) PIV3 x Gs'a” (69-298) RSV;

Fs*a” (1-526) RSV x HNs'a~ (70-572) PIV3 bis;

Fs*a™ (1-526) RSV x HNs'a~ (70-572) PIV3 ent his, Yy

STPA (1-21) UB (1-74) ent Fs'a (24-526) x HN s’a” (70-

572) PIV3, y derivados inmunogénicos de las mismas.

Los significados de s, a, (+) y (=) son como sigue:

10
"s" dominio simple
"a" dominio amplio
"(+)" dominio presente
"(-)" dominio ausente
Las proteinas heteroguiméricas de 1la presente
5 invencién son inmunogénicas. El término derivado
inmunogénico, segin se usa aqui, inclﬁye cualquier molécula
que es un polipéptido heteroquimérico que es
inmunoldégicamente reactivo con anticuerpos producidos
contra la proteina heteroguimérica de la presente invencidn
- O partes de la misma o con anticueréos gque reconocen la
| proteina F de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV o MuV, la proteina
G de RSV, la proteina HN de PIN1, PIV2, PIV3, MuV, la
proteina H de MV, el virus RSV, el virus PIV1, el virus
PIV2, el virus PIV3, el virus MV o el virus MuV, o que
- cuando se administra a los seres humanos, precduce

anticuerpos que reconocen la proteina F de RSV, PIV1, PIV2,
PIV3, MV o MuV, la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1, PIV2, PIV3, MuV, la proteina H de MV, el virus RSV,

el virus PIV1, el virus PIV2, el virus PIV3, el virus MV o

R
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el wvirus MuV. En particular, pueden usarse derivados
inmunogénicos que son ligeramente més largos o mas cortos
que las !proteinas heteroquiméricas de la presente
invencién.‘Por ejemplo, tales derivados pueden prepararse
por sustitucidén, adicidn o redisﬁosidién de aminoacidos o
por modificaciones quimicas de los mismos incluyendo el
acoplamiento, o para permitir el acoplamiento de las
proteinas heteroquiméricas a otras proteinas de soporte
tales como el toxoide tet&nico o el anéigeno superficial de
la Hepatitis B. Todas tales sgstituciones y modificaciones
generalmente son bien conocidas para lés especialista en la
técnica de la quimica de los péptidog.

Los fragmentos inmunogénicos‘ de las proteinas
heteroquiméricas que pueden ser Gtiles en la preparacién de
vacunas, pueden prepararse mediante la expresién de los
fragmentos génicos apropiados o por sintesis de péptidos,
por ejemplo, usando la sintesis de Merrifield (The
Peptides, Vol 2., Academic Press, New York, p3).

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un ADN
recombinante que codifica la proteina petefoquimérica de la
invencién. E1 ADN recombinante de la invencién puede formar
parte de un vector, por ejemplo, un plasmido, especialmente
un plasmido de-expresidn a partir del cual puede expresarse
la proteina heteroquimérica. Tales vectores también forman

parte de la invencién, asi como las células hospedadoras en
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las que se han introducido los véctores.

Para construir el ADN que codifica una proteina
heteroquimérica de acuerdo con la invencidn, el ADNc que
contiene las secuencias codificantes de las proteinas de
fusién y unién de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV o MuV vy,
opcionalmente, de los sitios de escisién de ubiquitina,
polihistidina y enteroquinasa,'pueden manipularse usando
técnicas convencionales [véase, por ejemplo, Maniatis T. y
col., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor N.Y. (1952)] como se describe
adicionalmente a continuacién.

En otro aspecto de la invencidén, se describe un
procedimiento para aumentar la expresidén de proteinas en
células de mamifero mediante la optimizacidén del uso de
codones de los A&cidos nucleicos transfectados en las
mismas. La optimizacién del uso de codones implica el
reemplazo de al menos un coddn no preferido o menos
preferido en un gen natural que codifica una proteina
heteroguimérica por un coddén preferido que codifica el
mismo aminodcido. Los genes con alﬁa expresién en mamiferos
tienen una C o G en su posicién degenerativa (tercera base
del coddn), mientras que los codones prevalentes en RSV o
PIV3 tienen A o T. Al menos un coddn y, més
preferiblemente, todos los codones de la proteina de RSV o

PIV3 pueden cambiarse para ajustarse nejor al uso humano,
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es decir, al (a los) que sea(n) més prevalente(s) como se

muestra a continuacidn.

Ala: GCC Cys: TGC His: CAC i Met: ATG Thr: ACC
Arg:CGC  |Gln: CAG  |lle: ATC | Phe: TIC | Trp: TGG
AGG
CGG
Asn: AAC Glu: GAG Leu: CTG. Pro: CCC Tyr: TAC
Asp: GAC Gly: GGC Lys: AAG Ser: AGC Val: GTG
TCC

Cada aminodcido codificado por uno de estos codones se
considera humanizado. La relacidn entre el nUGmero de
codones humanizados frente al nimero total de aminoécidos,

proporciona el porcentaje de humanizacidén que se muestra a

continuacién.

1) Frev (1-526) original . 140/526 = 27%

2) Frev (1-423) humanizadso *+ (424-526)original 403/526 = 77%

3) Frev (1-526) humanizado 489/526 = 93%

4) Frev (1-s526) original + HNprys (70-572) original 258/1029 = 25%
5) Frev (z-526) humax;izado + HNprvs (70-572) original 528/1029 = 51%
6) Frsy (1-526) humanizade * HNprva (70-572) humanizado 96%

La invencidén también proporciona ADN que codifica una
proteina heteroquimérica o un derivado inmunogénico de la

misma, donde el uso de codones de uno o m&s Aacidos

» nucleicos se ha optimizado sustancialmente y un

‘ procedimiento para expresar dicho ADN en una célula CHO o
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de insecto.

Existen varios informes que han descrito una mejora
sustancial de la expresién de proteinas en células de
mamifero después de la reobtencidn por ingenieria genética
de la secuencia de. &cidos nucleicos de 1la proteina
heterdloga para ajustarla al uso de codones encontrado en
genes humanos con alta expresidén (Haas J., Park E-C. y Seed
B., Codon usage limitation in the expression of HiV-1-
envelope glycoprotein, Current Biology, 1996, 6, n° 3, 315-
325; Kim C.H., Oh Y. y Lee T.H., Codon optimization for
high-level expression of human erythropoietin (EPO) in
mammalian cells, Gene 199, 1997, 293-301; Zolotukhin S.,
Potter M. Hauswirth W.W. Gay J. and Muzyczka N. A Humanized
green fluorescent protein cDNA adapted for high level
expression in mammalian cells. J. of Virology, July 1996,
70, n° 7, 4646-4654).

Los vectores que comprenden tales  ADN, los
hospedadores transformados con los mismos y las propias
proteinas hibridas o truncadas expresadas como se describe
més adelante, forman parte de la invencién.

Para la expresidén de las proteinas de la invencién,
pueden construirse plésmidos que»son.adecuados para la
trasferencia en virus de vaccinia o para la transfeccién en
células CHO, células de insecto o células Vero. A

continuacién se describen 1los vectores de expresién
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adecuados. Preferiblemente, las proteinas de la presente
invencidn se expresan en células CHO o de insectos.

Para la expresidén en vaccinia, puede usarse un
plasmido de transferencia de vaccinia, tal como pULB 5213,
que es un derivado de pSCll (Chakrabati y col. Molecular
and Cellular Biology 5, 3403-3409, 1985). En un aspecto, la
proteina puede expresarse bajo el control del promotor P,
de vaccinia.

Para la expresidén en células CHO-K1, puede usarse
convenientemente un vector de la glutamina sintetasa (GS)
tal como pEEl14, de forma que la proteina se exprese bajo el
control del promotor temprano inmediato principal del
citomegalovirus humano (hCMV-MIE). Alternativamente, puede
usarse convenientemente un vector que permita la expresidn
del médulo codificante como un transcrito policistrénico
con el gen de seleccidn neo. En un aspecto preferido, el
médulo codificante estd bajo el control del promotor de la
Repeticidén Terminal Larga del Sarcoma de Rous (Rous Sarcoma
Long Terminal Repeat (LTR)).

Preferiblemente, el plésmido para la expresidén en

células CHO-K1 lleva un cassette de expresidén GS adecuado

para la amplificacién génica usando metionina sulfoximina
(MSX) . Alternativamente, el pldsmido para la expresién en
células CHO-K1 lleva un cassette de expresién DHFR adecuado

para la amplificacidén génica usando metotrexato (MTX).



10

15

20

25

22

Preferiblemente, la expresién de la proteina
heteroquimérica de la presente invencidén se realiza en
presencia de butirato sédico y/o dimetil sulféxido (DMSO),
lo cual puede aumentar la expresidén génica.

Para la expresidén en células de insecto, puede usarse
un vector lanzadera tal como pAcUWS1 o pAcGP67. En un
aspecto, la proteina puede expresarse bajo el control del
promotor pl0 de Dbaculovirus o el promotor de la
polihedrina. |

El sistema de expresidén \también puede ser un
microorganismo vivo recombinante, tal como un virus o una
bacteria. El gen de interés puede insertarse en el genoma
de un virus o una bacteria viva recombinantes. La
inoculacién y la infeccidn in vivo con este vector vivo
conduciréd a la expresidén in vivo del antigeno y a la
induccidén de respuestas inmunes. Los virus y bacterias
usados para este fin son, por ejeﬁplo: poxvirus (por
ejemplo, vaccinia, epitelioma contégioso, canarypox) ,
alfavirus (virus Sindbis, virus del bosque Semliki, virus
de la encefalitis equina de Venezuela), adenovirus, virus
asociados con adenovirus, picornavirus (poliovirus,
rinovirus), virus de herpes (virus de varicela zoster,
etc), Listeria, Salmonella, Shigella, BCG. Estos virus y
bacterias pueden ser virulentos o estar atenuados de

diversas formas para obtener vacunas vivas. Tales vacunas
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vivas también forman parte de la‘invencién.

En otro aspecto de la invencién se proporciona una
composicién de vacuna que comprende una proteina
heteroquimérica o un derivado inmunogénico de la misma de
acuerdo con la invencién, en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, una proteina de acuerdo con la
invencidén para uso eﬁ la vacunacién de un mamifero y el uso
de wuna proteina de acuerdo con la invencién en la
preparacién de una vacuna.

Opcional y ventajosamente, la vacuna de la presente
invencién se combina con otros inmunégenos para producir
una vacuna polivalente. En una realizacidén preferida, la
proteina heteroquimérica se combina con otros
subcomponentes de RSV, PIVl1l, PIV2, PIV3, MuV o MV, por
ejemplo, las proteinas individuales F, G, HN o H o con
proteinas homoquiméricas tales como RSV FxG, PIV3 FxHN o
MuV FxHN.

En un aspecto particular, la invencidén ademés
propcrciona una composicidén de vacuna que comprende una
proteina de acuerdo con la invencién junto con un vehiculo
o adyuvante adecuado.

En New Trends and Developments in Vaccines, editado
por Voller y col., University Park Press, Baltimore,
Maryland, U.S.A., 1978, se describe en general la

preparacién de una vacuna. La encapsulacién dentro de

;%C\
o

Nk
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liposomas se describe, por ejemﬁlo, por Fullerton, en la
Patente de Estados Unidos 4.235.877.

En la vacuna de la presente invencidén puede usarse
directamente una solucién acuosa de la(s) proteina(s).
Alternativamente, la proteina, con o sin liofilizaciédn
previa, puede mezclarse, absorberse o adsorberse con
cualquiera de los diversos adyuvantes conocidos. Tales
adyuvantes incluyen, pero sin limitacidn, hidréxido de
aluminio, muramil dipéptido y sapéninas tales como Quil A.
Son adyuvantes particularmente preferidos el MPL
(moncfosferil lipido A) y el 3D-MPL (monofosforil lipido A
3-desacilado) [Patente de Estados Unidos 4.912.094],
opcionalmente formulado con hidréxido de aluminio
(documento EP 0 689 454) o emulsiones de aceite en agua
(documento WO 95/17210) . Otro adyuvante preferido se conoce
como QS21, que puede obtenerse por el procedimiento
descrito en la patente de Estados Unidos 5.057.540. El uso
de 3D-MPL se describe por Ribi y col., en Microbiology
(1986) Levie y col (eds) Amer. Soc. Microbiol. Wash. D.C.,
9-13. El uso de Quil A se describe por Dalsgaard y col.,
(1977), Acta Vet Scand, 18, 349. El uéo de 3D-MPL y QS21
combinados se describe en el documento WO 94/00153
(SmithKline Beechman Biologicals s.a). QS21 puede

formularse ventajosamente con liposomas que contienen

i colesterol, donde 3D-MPL estd presente en solucibén o
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incorporado en la membrana, como se describe en el
documento WO 96/33739.

Como alternativa ejemplar adicional, una proteina
heteroquimérica de la invencién o un fragmento inmunogénico
de la misma puede encapsularse dentro de microparticulas
tales como liposomas o asociarse con emulsiones de aceite
en agua. La encapsulacién dentro de liposomas se describe
por Fullerton en la patente de Estados Unidos 4.235.877. En
otra alternativa ejemplar, una proteina heteroquimérica de
acuerdo con la invencidn o un fragmento inmunogénico de la
misma puede conjugarse con una macromolécula
inmunoestimuladora tal como .Bordétella inactivada o un

toxoide tetanico. La conjugacidén de proteinas con

‘macromoléculas se describe, por ejemplo, por Likhite en la

patente No. 4.372.945 y por Armor y col., en la patente de

Estados Unidos No. 4.474.757.

La cantidad de la proteina de la presente invencién

\

presente en cada dosis de vacuna Se sélecciona como una
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin los
efectos secundarios adversos significativos de las vacunas
tipicas. Tal cantidad variard dependiendo del inmunégeno

especifico que se emplee y de si la vacuna lleva adyuvante

o no. Generalmente, es de esperar que cada dosis comprenda

Fe 1 a 1000 ug de proteina[ preferiblemente de 1 a 200 ug.

|
25 pna cantidad o6ptima para una vacuna particular puede

|

|
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averiguarse por estudios convencionales que implican la
| observacidén de concentraciones de anticuerpos y de otras
respuestas en los sujetos.
5| (explicadas mas adelante) ilustran la invencidn.

En las Figuras:

|

|

|

3 Los siguientes ejemplos y las figuras adjuntas
)La Figura 34A muestra el impacto de la humanizacién sobre
|

| el nivel de expresién de FrHNp, donde:

|

l

!FhHNElO = el producto expresado por el clon E10

10 | transfectado con pEEl14FhHN;

FhHNE7 = el producto expresado por el clon E7 transfectado

con pEEl14FhHN;

FHNbis = el producto expresado por el clon transfectado con

|
ipEEl4FHN;
15 |+ but = se ha afiadido nabutirato 2 mM al medio celular, 3

dias antes de la recolecciédn;

PEEl4 = control negativo;

Fdroso = Fa- purificado (derivado de drosophila); la
proteina patrdén estd en el ensayo ELISA, donde 1 ul de
20 patrdn corresponde a 1 ng de producto.

La Figura 34B muestra el impacto de humanizacidén sobre el
nivel de expresidn de FggHN,,, donde el nivel de expresidn
se determind por ELISA. Fdroso = Fa- purificado (derivado
de drosophila), que es la proteina patrén en este ensayo

25 FLISA, 1 ul de patrdén corresponde a 1 ng de producto.
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EJEMPLOS‘

Ejemplo 1

Para vacunar con un solo inmﬁnégeno, se construyeron
moléculas de ADN heteroquiméricas combinando dominios
extracelulares de la proteina F y de la proteina de unidn
para cada virus. Ya se han descrito construcciones de ADN
para PIV3 y MuV en los documentos W09306218 y W09425600,
respectivamente. La molécula de ADN que combina 1los
dominios extracelulares de las proteinas F y G de RSV se
construyé como se describe mas adelante.

En primer lugar, las piezas de ADN se insertaron en el
vector de expresidén de mamifero basénaose en el replicdn
del virus del bosque de Semliki (pSFV1). Este sistema de

expresidén no conduce a una linea de células de mamifero de

15 |expresién estable, pero sin embargo proporciona una

20

25

indicacidén de si la proteina quimérica se expresa o no y de
si el producto se secreta eficazmente en el medio de

cultivo, lo cual es ventajoso para el procedimiento de

purificacién.

Se prefiere una expresidn estable en el medio de
lcultivo de lineas de células de mamifero para obtener una
buena calidad y <cantidad de glicoproteinas de
paramixovirus. Todos 1los mbédulos quiméricos se han

insertado en el vector lanzadera, el pEEl14, que se integra

en el genoma de células de mamifero tales como CHO-K1. Se
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obtuvo un nivel de expresidn bastaﬁte bueno con la proteina
recombinante homoquimérica RSV FxG, sin embargo, se obtuvo
una expresidén despreciable para la proteina homoquimérica
recombinante FxHN de PIV3 o MuV. La expresién de las
proteinas heteroquiméricas se obtuvo a partir de células
CHO.

Asi pues, mediante la construccidén de moléculas de ADN

heteroguiméricas mediante la combinacién de los dominios

. extracelulares de la proteina F ‘de un virus unidos al

dominio extracelular de la proteina HN o G de otro virus y
la insercién de los mismos en el vector pEEl14 para la
expresién en CHO, ha sido posible elevar el nivel de
expresidn de estas proteinas. Estas proﬁeinas pueden usarse

para conseguir proteccidén contra al menos dos virus del

| grupo de los paramixovirus con un solo inmunégeno.

Algunas de las moléculas quiméricas se han insertado
en vectores lanzadera, pAcUWS51l y pACGP67, que se integran
en el genoma de células bacterianas y de lepiddpteros. Se
obtuvo una expresidén sorprendentemente buena de proteinas
heteroquiméricas en células de insectos.

Construccidén del vector
Construcciones preliminares
a) Plasmido pNIV2819
A partir del plasmido pNIV2801, un clon de ADNc que

icodifica, entre otras, la proteina F de RSV (de tipo RSS-2;

194

o
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recibida del Dr. Pringle, UK), se reconstruyd un médulo de
ADNc que codificaba para la proteina F que carecia de la
secuencia de anciaje a la membrané.

El pléasmido pNIV2801 se digirié con Pstl para
recuperar una pieza de ADN de 1416 pb que codificaba los
restos aminoacidos 18 a 489 de la proteina F. Se usaron
oligonucledtidos sintéticos, que especificaban
respectivamente las secuencias para los aminodcidos 1 a 17
y 490 a 526, para producir los correspondientes fragmentos
de ADNc por 1la reaccién en cadena de la polimerasa
realizada con el ADN de pNIV2801 como molde. Los cebadores
se diseflaron para generar también sitios de restriccién
flanqueantes Unicos Utiles para las posteriores etapas de
clonacidén. El mdédulo de codificacidén se montd, por unidn,
a partir de las tres piezas de ADN descritas anteriormente
y se introdujo en el vector de clonacién convencional
pUC19, para crear el plasmido pNIV2819. El1 plésmido
codifica la proteina F‘de RSV, que lleva su secuencia sefial
pero carece de su secuencia de anclaje (figura 1).

b) Plasmido pNIV 2820

El mdédulo de ADNc que codifica la proteina F de
llongitud completa de RSV se construyd como se indica a
continuacién. Usando dos oligonucledtidos sintéticos, se
realizd la reaccidén en cadena de la polimerasa con el ADN

de pNIV2801 como molde para generar un fragmento de ADN de
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273 pb que incluia la secuencia codificante para el aa 490

al aa 574 de la proteina F, el coddn stop y los sitios de

clonacién. Este fragmento se digiridé con Nsil y ECORI y

1
!
Erestriccién Unicos para las posteriores etapas de
|
\sustituyé a la pieza de ADN Nsil-EcoRI presente en el

médulo codificante del pNIV2819 (figura 2). El plésmido
resultante, pNIV2820, por lo tanto codifica la proteina F

e RSV que lleva tanto la secuencia seflal como la secuencia

|
!
|a
Ede anclaje a la membrana.
I
c) Plasmido pNIV2841

En esta construccidén, el ADN que codifica para los aa

165 a 176 de la proteina G de RSV se fusiona con el ADN que

codifica la proteina Fs*a” de RSV. Esta parte de la proteina

jG se conserva entre dos subgrupos de RSV.
! El material de partida, pNIV2819, se digiridé por Ncol
P Smal produciendo un fragmento de 1601 pb. Este fragmento
se subcloné en los sitios Ncol y MsclI de pNIV1i03 (un
Ferivado de pULB1221, véase la Solicitud de Patente europea
ﬁo. 186643) conduciendo a pNIV2844. Esta subclonacidn

permitid poner el sitio de iniciacidén de la traduccidn de

la proteina F en un contexto més favorable de acuerdo con

46, 1984)

Il modelo propuesto por Kozak (Kozak M, Nature 308, 241-
} Se recuperd un fragmento de 1605 pb a partir de
B

NIV2844 por digestidén con Kpnl y Sall y se introdujo por

|
|
|
|
|
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Se  hibridaron dos oligonucledtidos sintéticos
complementarios que especificaban la secuencia para los
aminodcidos 175 a 176 de la proteina G seguidos por un

coddén stop y flanqueados por sitios Nsil, BamHi, ECORI y

. HindII. El fragmento resultante de 55 pb se cloné en el

pNIV2840 digerido con Nsil y HindIII, reemplazando de esta
£

\

1 o _ .

j unidn en pUC1lY9 digerido con Kpnl y Sall, creando pNIV2840.
|

1

|

|

|

1

|

!

| forma una secuencia de ADN de 142 pb que codificaba los
|

!

aminodcidos 491 a 526 de la proteina F. Por lo tanto, el

]plésmido recombinante resultante, pNIV2841l, contiene la

secuencia codificante para los aminodcidos 1 a 490 de la

proteina F, seguido por los aminodcidos 165 a 176 de la

lproteina G (figura 3).

Construccién del vector

I) Para transferencia en el vector pSFV1

a

) La proteina de fusidén de RSV que carece del dominio de

nclaje en la membrana fusionada con la hemaglutinina-

?euramn.nldasa de MuV que carece del dominio de sefial-
|

anclaje, Fgs (1-526) HN,, (60-582).

l El plasmido pNIV2875, un derivado de pNIV2820 que
1leva el ADN que codifica para la proteina F de RSV en el
|

que el sitio de restriccidén Spel se ha eliminado por
!

ﬁutagénesis de localizacidn dirigida en el vector pUC1l9, se

%a digerido con HindIII y BspHI, y se ha aislado un

| .
fragmento de 1618 pb. El plasmido pNIV3229, un derivado de
l

i g i

Vs

194
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documento W09425600 y que lleva el ADN que codifica para la
proteina HN de MuV en el vector pUCl9, se ha digerido con
Bbsl y BamHI; y se ha aislado un fragménto de 1580 pb. Los
1dos fragmentos se unieron entre si por dos oligonucleétidos

\la secuencia codificante de la molécula quimérica y se
Hinsertaron en el sitio BamHI-HindIII del vector pUC19

conduciendo a pNIV4102. (Fig 4B) Después de 1la

secuenciacién de las regiones de unidén, el cassette

‘quimérico se recuperd de pNIV4102 por digestidén con BamHI
y se insertd en el sitio BamHI del vector pSFV1
(Liljestrdém, P. y Garoff, H. (1991) ‘Bio/Technology 9,
P356). El plasmido resultante, pNIV41Q4, contiene en el
%ector PSFV1 la secuencia que codifica para los aminodcidos
? a 526 de la proteina F de RSV seguido por los aminoacidos
60 a 582 de la proteina HN de MuV (Fig 4C) .
A) La proteina de fusidn de RSV que carece del dominio de
%nclaje a la membrana fusionada con 1la hemaglutinina-
ﬁeuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sefial-
énclaje, Fesv (1-526) HN.,,; (70-572).

El plésmido pIBI-HN, un clon dé ADNc que contiene la
sgcuencia codificante completa de la proteina HN de PIV3
aLi como su secuencia no codificante 3’ (recibido de Dr. K.

D%mock, University of Ottawa, Canadd) se ha digerido con

n .
i PNIV3215 cuya construccién ya se ha descrito en el
|
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Asel y BamHI y se ha aislado un fragmento de 1468 pb. El

plasmido pNIV2875 (véase supra), que lleva el ADN que

codifica la proteina F de RSV, en el que el dnico sitio
Spel se ha eliminado por mutagénesis de localizacidn
dirigida, . insertado en el vector pUC19, se ha digerido por
BamHI y BépHI, Yy se ha aislado un fragmento de 1588 pb. Los

dos fragmentos se unieron entre si por dos oligonucleétidos

sintéticos complementarios BspHI-Asel (Fig 5A) y se

insertaron en el sitio BamHI del vector pUC19 conduciendo

a PpNIV4105 o a pNIV4109 (Fig 5B), dependiendo de 1la

orientacién del médulo quimérico en el vector. Después de

lla secuenciacién de la regién de unién, el cassette

quimérico se recuperd mediante una digestién con BamHI de

\PNIV4109 y se inserté en el sitio BamHI del vector pSFV1.
1

'El plasmido resultante, pNIV4110, contiene, insertado en el

jvector pSFV1, la secuencia codificante de los aminoacidos

SR =

a 526 de la proteina F de RSV seguidos por los

minodcidos 70 a 572 de la proteina HN de PIV3 (Fig 5C).

¢) La proteina de fusidén de PIV3 que carece del dominio de

%nclaje a la membrana fusionada con la proteina de unién de

|
TSV que carece del dominio de sefial/anclaje, F..,, (1-492)

Gpsy (69-298)

| El plésmido pNIV3310, descrito en el documento

QO9306218 que 1lleva el ADN que codifica para los

%minoécidos 1 a 484 de la proteina F de PIV3 seguidos por
i

\

|
|
|
|
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.f.é‘}
los aminoadcidos 87 a 572 de la proteina HN de PIV3 en el UQ

vector pIBI, se digirid con EcoRI y BglII y se aislé un

fragmento de 1435 pb. El pldsmido pNIV2850, que lleva la
proteina G de RSV en el vector pUC1l9, se ha digerido por
| Maelll y HindIII, y se ha aislado un fragmento de 694 pb.
Después, los dos fragmentos se unieron entre si mediante el
uso de dos adaptadores sintéticos complementarios BglII-
MaelIl (Fig 6A) y se insertaron en los sitios EcoRI-HindIII
del vector PUC19 conduciendo a pNIV4103 (Fig 6B). Después,
el médulo quimérico se recuperd del vector pUCL9 por una
digestidén BamHI-HindIII. Después del tratamiento de los
extremos salientes con la polimerasa’ de Klenow, el cassette
|quimérico se ha insertado en el éitio Smal del vector
ipSFVl. Por lo tanto, el plasmido pNIV4106 resultante

l

lcontiene la secuencia codificante para los aminoédcidos 1 a

492 de la proteina F de PIV3 seguidos por los aminodcidos

?9 a 298 de la proteina G de RSV insertada en el vector

pSFV1 (Fig 6C).

%) La proteina de fusidén de PIV3 que carece del dominio de

anclaje a la membrana wunida a la hemaglutinina-

neuraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-

anlaje, Forvs (1-493) HN,,, (60-582).

\ El plasmido pNIV3310 (véase supra, FHN,,, en pIBI) se
d%girié por EcoRI y BglIl y se aisld un fragmento de 1435

El plasmido pNIV3229 (véase supra, HN,, en pUCl9) se

pi\o.
|
|
|
|
\
\
|
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! digirié por BbsI y HindIIIl y se aisld un fragmento de 1610

pb. Los dos fragmentos se unieron entre si mediante la

adicién de dos adaptadores sintéticos complementarios que

. en el vector pUCl9, conduciendo a pNIV411l7 (Fig 7B).

| Después de la secuenciacién de la regién de unidén, el

| cassette quimérico se recuperd del vector pUC19 por

digestién con BamHI y se inserté en el sitio BamHI del

vector pSFV1.

1

% especificaban un extremo BglII y un extremo Bbsl (Fig 7A)
!

%

|

1

i

! El plésmido resultante pNIV4118 codifica,
1

clonado en el vector pSFV1, la  secuencia de ADN que

especifica los aminodcidos 1 a 493 de la proteina de fusién

de PIV3 unidos a los aminodcidos 60 a 582 de la proteina HN

de MuV (Fig 7C)

}e) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de
i

%nclaje a la membrana unida a la proteina de unidén de RSV

%ue carece de su dominio de sefial-anclaje, F

(69-298).
% El plésmido pNIV3221, descrito

&09425600 que 1lleva la

Muv (1-482) Gnsv

en el documento
secuencia codificante de 1los
aminodcidos 1 a 462 de la proteina de fusién de MuV dentro
del vector pUC19, se ha digerido con EcoRI y BsrFI y se ha

Hurificado un fragmento de 771 pb. El plédsmido pNIV3221

%ambién se ha digerido con BsrFI y Pstl y se ha aislado un

f?agmento de 628 pb. El plésmido pNIV2850 (véase supra, Ggey

! v ‘
er el pUC19) se ha digerido con MaeIll y HindIII y se ha

|
i
|
|
|
|
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%aislado un fragmento de 694 pb. Los tres fragmentos se
iunieron entre si; la unién F,,/Ggy se cred mediante la
\adicién a la reaccién de unién de dos oligonucleétidos
%sintéticos complementarios que especificaban sitios PstI y
%MaeIII (Fig 8A) y se insertaron en los sitios EcoRI-HindIII
‘del vector pBluescript, conduciendo a pNIV4113 (Fig 8B). El
%cassette quimérico se recuperd de pNIV411l3 por digestién
lcon Asp7l$I y, después del tratamiento de los extremos
lsalientes ¢on la polimerasa de Klenow, se insertd en el

l

lsitio Smal del wvector pSFV1. E1 plésmido resultante,

£N1V4114 contiene en el vector pSFV1 la secuencia gque
Lspecifica los aminodcidos 1 a 482 de 1la proteina F de MuVv
pnida a los aminodcidos 69 a 298 de lavproteina G de RSV
kFig 8C) =
%) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de
A‘,nclaje a la membrana wunida a la hemaglutinina-
ﬂeuraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de sefial-
anclaje, F,, (1-482) HN,,, (54-572).

El plasmido pNIV4113 (véase supra, F,, X Ggy en
pBluescript) se digirié con Bsal y BamHI Yy se aisldé un

fragmento de 1469 pb. El pldsmido pNIV3308, descrito en el

d#cumento WO09306218 y que lleva la secuencia de ADN que

e%pecifica los aminodcidos 1 a 31, seguidos por los

aminoécidos 54 a 572 de la proteina HN de PIV3 en el vector

p%BI, se digiridé con ECoRI y BamHI y se aislé un fragmento

|
|
7,
l
|
|
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de 1569 pb. Los dos fragmentos se unieron entre si por dos

sitios Bsal y EcoRI

i

i

|

| adaptadores sintéticos complementarios que especificaban
! (Fig 9A) en el sitio BamHI de
!

l

\pBluescript, conduciendo a pNIV411l5 (Fig 9B). El1 mdédulo
l
7

‘quimérico se recuperd de pNIV411l5 por una digestién con

BamHI y se insertd en el sitio BamHI del vector pSFV1. El

‘plésmido resultante, pNIV411l6, codifica, en el vector
\

|[pSFV1, la secuencia que especifica los aminodcidos 1-482 de

la proteina F de MuV fusionados a los aminodcidos 54 a 572

de la proteina HN de PIV3 (Fig 9C).

E) La proteina de fusidén de RSV que carece de su dominio de
!
anclaje a la membrana unida a la proteina de unién de RSV

Jue carece de su dominio de seflal-anclaje, Fy, (1-526) G,
i

¥69-298).
|
i

El plésmido pNIV2857 (Fig 16A), un derivado de
!

PNIV2841 y que contiene la secuencia de ADN que codifica
l |
pFra los aminodcidos 1 a 526 de la proteina de fusidn de

R%V unidos a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina de

ugién de RSV, se ha digerido por Asp718I e HindIII y se ha

a%slado un fragmento de 2180 pb. Después de tratar las

e%tremidades salientes

con polimerasa de Klenow, este

f%agmento se ha insertado en el sitio Smal del vector

pSFV1l. El plasmido resultante, pNIV2870, contiene en el
| _

vector pSFV1 la secuencia de ADN que codifica para 1los

l

am?noécidos 1 a 526 de la proteina de fusién de RSV unidos
i
!

|
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a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina de unién de RSV
(Fig 16B) .
II) Para la transfeccidén en células CHO
t a) La proteina de fusidn de RSV que carece del dominio de
anclaje a la membrana fusionada con la hemaglutinina-
neuraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-
anclaje, F., (1-526) HN,, (60-582).

El plasmido pNIV4102 (Fig 10A, véase supra, Fye X HN,y
'en el vector pUClY9) se ha digerido con BamHI y, después del

tratamiento de los extremos salientes con la polimerasa de

|Klenow, el mdédulo quimérico se ha insertado en el sitio

Smal del vector de la glutamina sintetasa (GS), pEEl4

l(Cockett y. col, 1990, Bio/Technology 8, 662-667). El

%lésmido resultante pEEl4 Fs*a” RSV x HN s"a”~ MuV contiene
i

Eecuencias que codifican para los aminodcidos 1 a 526 de la

proteina F de RSV fusionada a los aminodcidos 60 a 582 de

la proteina HN de MuV bajo el control del promotor temprano
inmediato principal del citomegalovirus humano (hCMV-MIE)
Fig 10B).
Q) La proteina de fusién de RSV que carece de su dominio de
aPclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
nFuraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de sefial-
ax‘kclaje, Frsy (1-526) HN,., (70-572).

Se digirieron los plésmidos pNIV410$ y PNIV4109 (Fig

|
[
11A y B, véase supra, Fpe X HNyy, en el vector pUC19) con

I
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EcoRI y Xhol y se aislaron un fragmento de 2032 pb asi como

un fragmento de 1064 pb. Los dos fragmentos se insertaron

conjuntamente en el sitio EcoRI de PEEl14. El plésmido

resultante pEE14 Fs*a” RSV x HNs'a~ PIV3 contiene secuencias
que codifican para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina
F de RSV fusionados a los aminodcidos 70 a 572 de 1la

proteina HN de PIV3 bajo el control del promotor de hCMV

c) La proteina de fusién de PIV3 que carece de la regidén de
anclaje a la membrana unida a la proteina de unidén de RSV

que carece del dominio de sefial-anclaje, Forvs (1-492) G
(69-298) .

El plasmido pNIV4103 (Fig 12A, véase supra, F

PIV3 X GRSV

en el vector pUC19) se digiridé con HindIII y se aisldé un

fragmento de 2180 pb. Después del tratamiento de las

l
|
|
!
\
|
|
!
|
!
l
\
}
|
1
|
l
|
|
‘
K
1
|
|
|
|

extremldades salientes con la polimerasa de Klenow, el

#odulo quimérico se inserté en el sitio Smal del vector
%EE14. El plasmido resultante, pEE14 Fs*a  PIV3 x Gs'a RSV,

¢ontiene, bajo el control del promotor de hCMV, 1la

|
gsecuencia que codifica 1los aminodcidos 1 a 492 de la
i

Qrotelna F de PIV3 seguidos por los aminodcidos 69 a 298 de

ﬂa proteina G de RSV (Fig 12B).
|

dR La Proteina de fusidén de PIV3 que carece del dominio de
arclaje a la membrana fusionada a la hemaglutinina-

neuramlnldasa de MuV que carece del dominio de sefial-

|
|
|
|
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anclaje, Fp;,; (1-493) HN,., (60-582),

El plasmido pNIV4117 (Fig 13A, .véase supra, F,.,.HN,.,

en el vector pUC19) se digirid con HindIII, se aisld un
fragmento de 3119 pb y se insertd en el sitio HindIII del
vector pEEl4. El plasmido resultante, pEE14 Fs*a™ PIV3 x
HNs"a" Muv, contiene bajo el control del promotor de hCMV
una secuencia que codifica los aminodcidos 1 a 493 de la
proteina de fusidn de PIV3 fusionados}a los aminodcidos 60
a 582 de la proteina HN de MuV (Fig 13B).
e) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de
anclaje a la mémbrana fusionada con lé proteina de unidn de
RSV que carece de su dominio de sefial-anclaje, F,,, (1-482)
Gpey (69-298) |

El plédsmido pNIV4113 (Fig 14A, véase supra, F,,Gre €D
el vector pBluescript) se ha digerido con Asp718I, y los
extremos salientes se han tratado con la polimerasa de
Klenow. Se ha aislado un fragméntoide 2200 pb y se ha
insertado en el sitio Smal de ©pEEl4. El pléasmido
resultante, pEEl4 Fs*'a" MuV x Gs'a~ RSV, tiene, bajo el
control del promotor de hCMV, la secuencia que codifica los
aminodcidos 1 a 482 de la proteina F de MuV seguidos por
los amino&cidos 69 a 298 de la proteina G de RSV (Fig 14
B) .

f) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de

anclaje a la membrana fusionada con la hemaglutinina-
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neuraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de seﬁaliﬂ}zé{;
anclaje, F,, (1-482) HN,., (54-572).

El plasmido pNIV4115 (Fig 15A, véase supra, Fu.w X HN,p
en el vector pBluescript) se ha digerido con EcoRI y se ha
5 insertado un fragmento de 3040 pb en el sitio EcoRI de
| PEEl14. El pl&smido resultante, pEEl4 Fs*a" MuV x HNs'a’
PIV3, contiene, cadena abajo de la regién promotora de
hCMV, una secuencia que codifica para los aminodcidos 1 a
482 de la proteina F de MuV seguidos por los aminodcidos 54
10 a 572 de la proteina HN de PIV3 (Fig 15B).

g) La proteina de fusidén de RSV que carece de su dominio de
anclaje a la membrana unida a la proteina de unidén de RSV
que carece de su dominio de seﬁal-ahclaje.

El plésmido pNIV2857 (Fig 17A), un derivado de
15 pNIV2841 y que contiene la secuencia de ADN que codifica
para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina de fusidén de
RSV unida a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina de
unidén de RSV, se ha digerido con Asp718I y HindIII y se ha
aislado un fragmento de 2180 pb. bespués de tratar las
20 extremidades salientes con polimerasa de Klenow, este
fragmento se ha insertado en el sitio Smal del vector
PEE14. El plasmido resultante, pEE14 Fs*a” RSV x Gs'a” RSV,
contiene, bajo el control del promotor de hCMV, la
secuencia de ADN que codifica para los aminodcidos 1 a 526

25 de la proteina de fusidén de RSV unida a los aminodcidos 69
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a 298 de la proteina de unién de RSV (Fig 17B).
h) La proteina de fusidén de RSV original que carece del
dominio de anclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sefial-
anclaje, Fp (1-526) HN..,, (70-572) bis.

El plésmido pNIV2852, un derivado de pNIV2820 que
lleva el ADN que codifica la proteina F de RSV, donde el
sitio de iniciacién de la traduccidén estd en un contexto
mas favorable de acuerdo con el modelo propuesto por Kozak
(Kozak M, Nature 308, 241-246, 1984), se ha digerido con
BamHI y BspHI y se ha aislado un fragmento de 1588 pb.

El plasmido pIBI-HN, un clon de ADNc que contiene la
secuencia codificante completa de la proteina HEN de PIV3
(recibida de Dr. K. Dimock, University of Ottawa, Canadi)
se ha digerido con Asel y BamHI y se ha aislado un
fragmento de 1468 pb.

Los dos fragmentos se unieron entre si por dos
adaptadores sintéticos complemeﬁtarios BspHI-Asel (Fig 18A)
Y se 1insertaron en el sitio BamHI del vector pUC19
conduciendo a pNIV4120 (Fig 18B).

Después de la secuenciaciéh de la regidén de unién, el
cassette quimérico se recuperd por una digestién con BamHI
de pNIV4120 y se insertd en el sitio BclI compatible con
BamHI del vector pEEl4. El plasmido resultante pEE14 Fs*a”

RSV x HNs"a” PIV3 bis contiene las secuencias que codifican

o
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para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina F de RSV
fusionados con los aminodcidos 70 a 572 de la proteina HN
de PIV3, bajo el control del promotor de hCMV (Fig 18C).

La construccién difiere de:la construccidén anterior

pEE14 Fs*a~ RSV x HNs'a~ PIV3 (II-a) en la regidn
codificante de F. En F. HN,,, bis, la secuencia de &cidos
nucleicos encontrada en FypeHN;,, ATG GAT CTG (estos codones
son los que especifican los aa Metl, Asp2 y Leu3) y ACC AGT
(que especifican los aa Thr54 y Ser 55) se reemplaza por la
secuencia original de la proteina F de RSV, que es ATG GAG
TTG (que especifica los aa Metl, Glu2 y Leul) y ACT AGT
(que especifica Thr54 y Ser55).
i) La proteina de fusidén de RSV original que carece del
dominio de anclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sefial-
anclaje con, en la parte q-te:minal, una cola de
polihistidina precedida por el sitio de escisidén de 1la
enteroquinasa, P, (1-526) HN,,,, (70-572) en his.

El plésmido pIBI-HN, un ADNC qué contiene la secuencia
codificante de la proteina HN de PIV3 (véase supra) se ha
digerido con Pstl y SphI. Se ha aiélado un fragmento de
4588 ©pb y se ha unido a adaptadores sintéticos
complementarioé PstI-Sphl (Fig 19A) .

Después de la secuenciacidén de las uniones, asi como

de los adaptadores sintéticos, el plasmido pNIV3340
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resultante se ha digerido con Xhol y BamHI y se ha aislado
un fragmento de 1121 pb (Fig 19B).

El pléasmido pNIV4120 (véase supra) se ha digerido por
Xhol y BamHI y se ha aislado un fragmento de 2017 pb (Fig
19C) .

Los dos fragmentos se unieron entre si y se insertaron
en el sitio Bcll compatible con BamHI del vector pEEl4. El
plédsmido resultante pEE14 FRSVs*a™ x HNs'a  en his contiene,
bajo el control del promotor de hCMV, secuencias que
codifican para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina de
fusién de RSV fusionada a los aminodcidos 70-572 de la
proteina HN de PIV3 fusionada al sitio de escisién de
enteroquinasa ({Asp} x 4 Lys), seguido por una cola de
polihistidina ({his}x6) y un coaén stop (Fig 19D).

j) El dominio de seflal del activador de plasmindgeno de
tejidos fusionado con la ubiquitina de levadura, seguida
por el sitio de reconocimiento de escisién de la
enteroguinasa y la proteina de fusidén original de RSV que
carece de sus dominios de sefial y de anclaje, unida a la
hemaglutinina-neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio
de sefial-anclaje, sTPA(1-21) UB(1-74) ent F,, (24-526) HN,.,
(70-572)bis.

1) El dominio de sefial del activador de plasmindgeno de
tejidos fusionado a 1la ubiquitiﬁa dé levadura.

Se aisld un fragmento de 208 pb que correspondia a los
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aminodcidos 1 a 76 de la ‘proteina ubiquitina de
Sacharomyces cerevisiae mediante la_digestién de pNIV3475
(un derivado de YEPUBSTUALL, un esqueleto del vector de
levadura 2y que lleva la ubiquitina de lavadura) con BamHI
y Xbal (Fig 20R).

El pléasmido JW4304 (recibido de J. Mullins, University
of Washington, U.S.A), que codifica el dominio de sefial del
activador de plasminégeno de tejidos (sTPA) se digiridé con
Nhel y BamHI y se aisld un fragmentb de 5115 pb. Los dos
fragmentos se unieron entre si usando dos adaptadores
sintéticos complementarios NheI-Xbal'(Fig 20B). El pldsmido
resultante pNIV4121 se digirié con HindIII y BamHI. Se
aisldé un fragmento de 330 pb y se insertd en los sitios
HindIII y BamHI del vector pBluescript. El1 plésmido
PNIV4122 resultante contiene la secuencia de ADN que
especifica el dominio de sefial del activador de
plasminégeno de tejidos, seguido por:una alanina y un resto
de serina (dos aminodcidos que, como se sabe, producen una
buena escisién de la secuencia lider) fusionados a la
ubiquitina de levadura (Fig 20C).

2) El dominio seflal del activador de plasminégeno de
tejidos unido a la ubiquitina de levadura y seguido por el
sitio de reconocimiento de escisgidén de enteroquinasa y los
aminodcidos 24 a 55 de la proteina de fusién original de

RSV,
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El pléasmido pNIV4122 (Fig. 21A, véase supra) se

digirid con AfIII y Spel. Se aisld un fragmento de 3212 pb
y se unidé a adaptadores sintéticos complementarios Af1II-
Spel (Fig 21 B). Después se secuencidé el mdédulo entero. El
plasmido resultante pNIV4123 codifica el dominio sefial del
activador de plasmindgeno de tejidos unido a los 74 aa N-
terminales de la ubiquitina de levadura y seguidos por el
sitio de reconocimiento de la enteroquinasa { (Asp)4 Lys} y
de los aminodcidos 24 a 55 de la proteina de fusidn
original de RSV (Fig 21C).
3) El dominio de sefial del activador de plasmindégeno de
tejidos unido a la ubiquitina dé levadura seguido por el
sitio de reconocimiento de escisidén de la enteroquinasa y
la prcteina de fusién de RSV unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que caiece de sus dominios de
membrana.

El plédsmido pNIV4123 (Fig 22A, véase supra) se digirié
por HindIII, se tratdé por la ﬁolimerasa de Klenow y se
digirid por Spel. Se ha aislado un fragmento de 408 pb. El
plasmido pNIV4120 (Fig 22B, véase supra) se ha digerido con
Xbal, se ha tratado con la polimerasa de Klenow y se ha
digerido con Spel. Se ha aislado un  fragmento de 5620 pb.

Los dos fragmentos se han unido entre si para generar
PNIV4124 (Fig 22C). |

El mbédulo codificante entero se recuperd de pNIV4124
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por una digestidén con Xbal y EcoRI y se inserté en los
sitios Xbal y EcoRI del vector de expresién pEEl4. El
plasmido resultante pEE14 sTPA x UBI x EN X Fs'a'’RSV x HNs~
a’PIV3, contiene, bajo el control del promotor de hCMV, la
secuencia que codifica para los aa 1-21 del activador de
plasminégeno de tejidos séguido por una alanina y un resto
de serina, por los 74 aminodcidos N-terminales de la
ubiquitina de levadura, por el sitio de reconocimiento de
escisién de la enteroquinasa ({Asp}4 Lys), por los aa 24-
526 de la proteina de fusidn original de RSV y por los aa
70-572 de la hemaglutinina-neuraminidasa de PIV3.
III) Para transfeccidén en Células de Insecto
a) La proteina de fusién de RSV original que carece del
dominio de anclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de seiial-
anclaje, Fg, (1-526) HN,,, (70-572) bis

El plasmido pNIV4120 (FIG 23A)‘se digirid con BamHI,
se aisld un fragmento de 3114 pb y se insertd en el sitio
BamHI del vector de transferencia de baculovirus, pAcUWS1
(PharMingen). El plasmido resultante pNIV4132 (Fig. 23B)
contiene, bajo el control del promotor de la polihedrina,
la secuencia que codifica para los aminoécidos 1-526 de la
proteina F de RSV fusionados a los aminodcidos 70-572 de la
proteina HN de PiV3.

b) El péptido sefial de gp67 de baculovirus fusionado a la
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proteina de fusidn original de RSV que carece del dominio
de seflal y del dominio de anclaje a la membrana, unida a la
hemaglutinina-neuraminidasa de PiV3 que carece del dominio
de sefial-anclaje, 8GP67F,, (25-526) HN,,,, (70-572) bis.

El plasmido pNIV4120 (Fig 24A, véase supra) se digirid
por BamHI y Spel, se aisld un fragmento de 2939 pb, se unid
a dos adaptadores sintéticos complementarios BamHI-Spel y
el conjunto se insertd en el sitid BamHI del vector de
transferencia de baculovirus, pAcGP67A (PharMingen). El
plédsmido resultante pNIV4136 (Fig 24) contiene, bajo el
control del promotor de la polihedrina, la secuencia que
codifica para los aminodcidos 1-38 de la proteina gp37 de
baculovirus, seguido por una Alanina y un Aspartato unidos
a los aminodcidos 25-526 de la proteina F de RSV fusionada
a los aminoacidos 70-572 de la proteina HN de PIV3.
Expresidén en células eucariotas
A) Mediante el vector pSFV1

El vector pSFV1l se basa en el replicédn del virus del
bosque de Semliki (SFV). El1 ADN de interés se clona en el
vectcr pSFV1 que sirve como molde para la sintesis in vitro
del ARN recombinante. E1 ARN se utiliza para transfectar
células de mamifero tales como células BHK-21. El1 ARN
recombinante de las células dirige su propia replicacién y
proteccidn dando como resultado la produccidén de proteinas

heterdlogas.
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El plasmido pNIV2870 se digirié con Pvul; los
pléasmidos pNIV4106, pNIV4110, pNIV4114, pNIV411l6 y pNIV4118
se digirieron con Spel antes de la transcripcién del ARN.
Después de una extraccién con fenol seguida por una
precipitacidén con etanol, se usafon 2 ug de ADN linealizado
como molde para la produccién de ARN. Se wusaron
aproximadamente 5 ug de ARN para la transfeccidn, por
electroporacidn, de aproximadamente 8 x 10° células BHK-21.
Todos los procedimientos experimentales para la produccién
de ARN vy ia transfeccién de células se detallan en
Lijestrom y Garoff (Bio/Technology, 1991, 9, 1356).

De 24 a 48 horas después de la electroporacién, se han
recogido las células y el medio de cultivo gastado para
realizar ensayos ELISA y de radioinmunoprecipitacién.

a) pNIV4104, F, HN,. |

Los ELISA se realizaron usando mAb 2072 anti-HN MuV
(OGrvell, 1984, J. Immunology 132, 2622-2629) 0 20RG45, un
suero de cabra anti-RSV (Fitzgerald, U.S.A) para recubrir
las placas de microvaloracién, y uh suero policlonal de
conejo anti-SBL-1 (MuV) o maAbl9 anti-F RSV (G. Taylor,
Inst. of Animal Health, Compton_Lab., U.K.) como anticuerpo
de captura.

La radioinmunoprecipitacién del producto marcado con
**S-metionina se hizo wusando mAb2072 (Orvell) y los

productos se resolvieron en SDS-PAGE al 7,5%.

T4
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b) pNIV4110, F,,, HN,.,

Los ELISA se realizaron usando suero de cabra anti-RSV
20RG45 o mAb anti-HN,,, 4830 (Rydbeck y col., J. Gen.
Virol. 67, 1531-1542, 1986) para recubrir las placas de
microvaloracién, y mAbl9 anti-F RSV (G. Taylor) o suero de
conejo anti-PIV3 (E. Norrby, Stockholm) como anticuerpo de
captura.

La radioinmunoprecipitacién se realizé usando mAb4830
anti-HN PIV3,

c) PpNIV4106, Fopy, Ggey

Los ELISA se realizaron usando mAb anti-F.,, 4549 (E.
Norrby, Stockholm) o mAb anti Ggg 858-2 (Chemicon, U.S.A.)
para recubrir las placas de microvaloracién y un suero de
conejo anti-PIV3 como anticuerpo de captura.

La radioinmunoprecipitacién se realizé usando el mAb
anti-F,; 3283 (Behringwerke). '

d) pNIV41118, F,., HN,,

Las placas ELISA se recubrieron con mAb anti-F PIV3
1031215 (Norrby) o con el mAb 2072 anti-HN MuV (Orvell) y
se usaron suero de conejo anti-PIV3 o suero de conejo anti-
MuV como anticuerpo de captura.

La inmunoprecipitacién del producto marcado se realizé
usando mAb 2072 anti-HN MuV,

e) pNIV41l1l4, F,., X G

Las placas ELISA se recubrieron con anti-F MuV
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monoclonal 5414 (Orvell) o mAb anti G, (Chemicon) y se usé
un suero de conejo anti-SBL-1 como anticuerpo de captura.
f) pPNIV4116, F,,, X HN;..

Las placas ELISA se recubrieron con mAb anti-F MuV
(Orvell) o mAb anti-HN PIV3 4830 (Norrby) y suero de conejo
anti-SBL-1 o un suero de conejo anti-PIV3 como anticuerpo
de captura.

g) gNIV2870, F,o X Ggey

Los ELISA se realizaron usando 20RG45, un suero de
cabra anti-RSV (Fitzgerald, U.S.A.) para recubrir las
placas de microvaloracién y el mAb 19 anti-F RSV (G.
Taylor, Inst. of Animal Health, Compton Lab., U.K.) como

anticuerpo de captura.

B) Expresidén en células CHO (transformantes estables)

Todos los pléasmidos recombinantes se transfectaron por
coprecipitacién con fosfato cdlcico en células CHO-K1,
usando 20 ug de ADN por 1,25 x 10° células. Las células
CHO-K1 se desarrollaron en medio GMEM-S. Los transfectantes
GS se seleccionaron mediante la adicién de metionina
sulfoximina 25 pM al medio de cultivo dos dias después de
la transfeccidén. Después de diezi a catorce dias, se
seleccionaron las colonias resistentes y se transfirieron
a placas de 96 pocillos, después cada transformante se
transfirid a placas de 24 pocillos y posteriormente a

matraces de 90 cm’. Los transformantes GS se ensayaron con



52
respecto a los productos recombinantes cuando las células
alcanzaron una confluencia de aproximadamente un 80%. El
procedimiento descrito en

sigue al Cockett y col

(Bio/Technology, 1990, 8, 662-667).

5 Los ELISA y la radioinmunoprecipitacién de 1los
! productos radiomarcados se realizafon usando los mismos
procedimientos que se han descrito anteriormente para el
sistema pSFV1.
Resultados
10 PSFV1 3 CHO
Productos Expresién Secrecién Expresidn Secrecién Tamafio
quiméricos (kDa)
Frsv Gpso + + + + +130 Productoes
Fores HNppoy + - indetectable: homo-
15 Free HNpe + - indeéectable +135 quinéricos
Frse HN.o + + + + $130
FrsoHNpiey + + + + +130 Productos
Peivs Grsv + + + + +130 hetero-
Fpios Hugr + + + + $130 quiméricos
20 Fuwe Gasv + + + + +130
Fuuv HNpryy + + + : + +120
Expresién en Células de Insectos
a) Expresidn en células de lepidépteros
25 El vector pAcUW51 es un vector lanzadera para

bacterias y células de lepiddpteros. Una secuencia que
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codifica proteinas heterdlogas puede 1insertarse cadena
abajo del promotor pl0 de baculovirus o cadena abajo del
promotor de la polihedrina.

El vector pAcGé7 es un vector lanzadera para bacterias
y células de lepiddpteros que contiene la secuencia seflal
de gp67 cadena arriba de un sitio de clonacidén miltiple. Un
gen heterdlogo puede insertarsé en uno de los sitios de
clonacidn y se expresara como una proteina de fusidn del
péptido seflal de gpé67 bajo el contfol del promotor de la
polihedrina. El péptido seflal de gp67 media la secrecidn de
la proteina recombinante,.

El pléasmido recombinante pAcUWS51 o pAcGP67 puede
transfectarse junto con ADN linealizado de baculovirus en
células Sf9 (Baculogold DNA, PharMIngen). Esto conduce a la
generacién de un stock de baculovirus recombinantes. La
expresidn de la proteina heterdloga recombinante se obtiene
por infeccidén de las células de insectos con el baculovirus
recombinante. |

El plasmido pNIV4132 o el 'plésmido PNIV4136 se
transfectaron con ADN linealizado de baculovirus en células
S£9. Los baculovirus recombinantes 3546 (derivado de
células transfectadas por pNIV4132) o 5V (derivado de
células transfectadas por pNIV4136) se purificaron en placa
y se usaron para infectar células Sf9 o High Five™

(Invitrogen). De 24 a 72 horas después de la infeccién se
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recogieron las células y el medio de cultivo gastado para
realizar ELISA y andlisis de transferencia de Western.

Los ELISA se realizaron usando éuero de cabra anti-RSV
20RG45 (Fizgerald) para recubrir las placas de
microvaloracién y mAbl9 anti-F RSV  (G. Taylor) como
anticuerpo de captura.

Las transferencias de Western se realizaron usando
mAbl9 anti-F RSV (G. Taylor) o usando suero policlonal de
cabra anti-RSV 20RG45 (Fizgerald).

El medio gastado de 1las células infectadas por
baculovirus 3546 o por 5V dio resultados positivas en el
ELISA. El nivel de expresidén, que dependia de la linea de
células hospedadoras (SF9 o High Five), de la multiplicidad
de la infeccidén, del medio (suero de ternero fetal
suplementado o medio sintético sin suero), fue al menos 10
veces mayor que el obtenido con un clon de CHO-KI
recombinante obtenido por transfeccidén con pEE1l4 Fp., (1-
526) HNuy, (70-572)bis.

Ademés, el medio gastado de las células infectadas con
baculovirus reacciond positivamenteven la transferencia de
Western. En las inmunotransferencias estaba presente una
banda cerca de los 110 kDa. Estos résultados confirman la
secrecidn de la proteina Fyg-HN,;y; quimérica en el medio de
las células Sf9 y High Five infectadas con los baculovirus

recombinantes.
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b) Purificacidén del producto recombinante

Las células SF9, adaptadas al medio sin suero, se
infectaron con baculovirus recombipantes purificados en
placa V5 o 3546. Las células se desarrollaron en suspensién
en matraces Erlenmeyer de 500 ml en medio SF900II (Gibco
BRL) . Los medios de las células infectadas con virus se
recogieron dos dias después de la infeccién. El producto
soluble de Fyg-HN;, se purificé del medio de las células
infectadas por cromatografia de afinidad usando un
anticuerpo monoclonal anti-F RSV, mAbll9. El1 anticuerpo
monoclonal- anti-F se acoplé a Activated CH Sepharose 4B
(Pharmacia) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
gel de inmunocafinidad se lavé tres veces con 10 vollUmenes
de lecho de tampén A (tampdn fosfato 20 mM, pH 6,4, NaCl
150 mM) antes de la introduccién de la muestra. Después de
16 horas a 4°C, el gel se lavd con tampdén A y el producto
quimérico se eluyd con &cido fosférico 100 mM. La proteina
eluida se neutralizdé inmediatamente con un décimo del
volumen del tampdén fosfato 1 M, pH 7.

La SDS-PAGE de la proteina F,;W—HNPIV3 purificada por
inmunoafinidad reveldé la presencia de una banda proteica
principal de aproximadamente 110 kDa. Esta proteina se
visualizd por tincidén con azul de Coomassie del gel y se
hizo reaccionar con el anticuerpo monoclonal anti-Fgg

(mAbl1l9) o <con el suero policlonal (20RG45) sobre
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inmunotransferencias (Fig 25).
c) Produccidén de anticuerpos policlonales

Para obtener anticuerpos especificos, la proteina Fgpg-
HNp,vs derivada de baculovirus, purificada por
inmunoafinidad como se ha descrito anteriormente, se usoé
para inmunizar cuatro ratones BalbC y dos conejos blancos
de Nueva Zelanda. Se realizaron tres inyecciones
subcutédneas de 20 ug/ml/dosis/conejo o 6  ug/100
pul/dosis/ratdén a intervalos de tres semanas. Los sueros se
recogieron 3 semanas después de la segunda y tercera
inyecciones y la respuesta de anticuerpos se detectd usando
ensayos ELISA y de transferencia de Western.
1) Ensayos ELISA
a) Respuesta de ratones

La respuesta de anticuerpos se siguid usando un suero
de cabra anti-RSV (20RG45, Fitzgeréld, USA) para recubrir
las placas de microvaloracién, y suero de ratdén anti-FHN
como anticuerpo de captura. Los antigenos usados fueron el
Faysy-Drosophila o el Fyg,-HN,,,, derivado de CHO, expresado en
baculovirus, y se us6 el medio de células CHO transfectadas
por pEEl14 como control negativo.

3 de 4 sueros de ratones recogidos después de la
segunda inyeccidn mostraron algunas respuestas especificas
pero bajas. Sin embargo, ‘los suerds de ratones recogidos

después de la tercera inyeccién mostraron un alto aumento
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en el nivel de anticuerpos especificos.
b) Respuesta de conejos

La respuesta de anticuerpqs se siguid usando uno de
los siguientes ELISA. Los antigenos fueron los mismos que
los usados para detectar la réspuesta de anticuerpos de
ratones. Se usaron un suero de cabra anti-RSV (20RG45,
Fitzgerald, USA), un anticuerpo monoclonal dirigido contra
la proteina de fusién de RSV (mAbl9, Compton Lab, UK) o un
anticuerpo monoclonal dirigido coﬁtra la hemaglutinina-
neuraminidasa de PiV3 (mAb3285, Behring) para recubrir la
placa de microvaloracién, y se usd el suero de conejo anti-
HN como anticuerpo de captura. La primera y segunda
muestras de sangre de ensayo generaron altas
concentraciones de anticuerposJespécificos.
2) Ensayos de transferencia de Western
Fa-RSV CHO-KI recombinante o derivado de Drosophila, Fgpe-
HN,,,, derivado de baculovirus o el medio de cultivo gastado
de CHO-pEE1l4 se sometieron a electroforesis sobre SDS-PAGE
al 15% y se transfirieron sobre una wmembrana de
nitrocelulosa (Amersham). El suero anti-HN de conejo, asi
como el suero anti-HN de ratdn detectaron especificamente
la proteina F o la quimera Fyg-HN,y;.
Ejemplo 2
i) Optimizacién del uso de bodohes de la secuencia de

dcido nucleico que codifica para la proteina de fusidn de
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RSV que carece del dominio de anclaje a la membrana unida
a la hemaglutinina-neuraminidasa de PiV3 que carece del
dominio de sefial-anclaje, Fggy (1-526) HN,,,; (70-572) para
la expresidn en células de mamifero.

En la Fig. 26 puede encontrarse una tabla que muestra
la comparacién del uso de codones encontrado en el mdédulo
FrsvHNpjy; con el encontrado en un gen humano con una alta
expresidén. Como se indica, los codones mas prevalentes
encontrados en el médulo Fp,HN,,, tienen una A o una T en
Su tercera posicidn degenerativé, mientras que los codones
prevalentes humanos tienen una C o una G. Para mejorar la
expresidn de la proteina FpHN,,, se modificd de nuevo la
secuencia codificante entera por ingenieria genética para
ajustarse mejor al uso de codones humanos. La secuencia
modificada por ingenieria genética se obtuvo usando
oligonucleétidos largos, la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y procedimientos de clonacién
convencionales.

Modificacidn de la secuencia codificante del médulo Fp HN;s
por ingenieria genética

La secuencia sintética entera se recuperd uniendo tres
fragmentos de PCR (A, B y C). La estrategia general para
obtener cada fragmento de PCR se representa
esquemdticamente en la Fig. 27. Consta del montaje de

oligonucledétidos largos solapantes en una primera vuelta de
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amplificécién. El fragmento de tamaﬁo completo resultante
se amplifica adicionalmente usando dos cebadores cortos
localizados en cada uno de sus extremos.
Construccidén del fragmento A

El primer fragmento de PCR, que corresponde a 18 bases
que codifican sitios de restriccidn, seguidas por las bases
1 a 1269 de FypgHNy s, seguidas!por 8 bases que codifican
sitios de restriccién, se obtuvo por el montaje de PCR de
18 oligonucledtidos solapantes (Fig. 28) . Este fragmento se
ha insertado en el vector. de clonacién pCRIITOPO
(Invitrogen) . Después de la secuenciacién del fragmento, se
recuperd del vector pCRIITOPO por uha digestidén con Xbal y
BsrGI y se insertd en los sitids correspondientes de
pNIV4120. E1 médulo correspondiente a FyqHN,;y; con las bases
1 a 1264 humanizadas después se recuperd por una digestidn
con Xbal y EcoRI y se  insertdé en 1los sitios
correspondientes de PEE14 (Fig. 29) generando
PEE14XF g humbNg,y, . '
Construccidén del fragmento B

El segundo fragmento de PCR, B, que corresponde a 13
bases que codifican sitios de restriccidn Unicos seguidos
por las bases 1264 a 2136 de FgHN,,, se obtuvo montando
10 oligonuclebtidos cuyas secuencias pueden encontrarse en
la Fig. 30. Este fragmento se ha insertado en el vector

PCRIITOPO y se ha secuenciado.‘ Este fragmento se ha
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recuperado por una digestidén con BrsGI y KpnI.
Construccidon del fragmento C

El tercer fragmento de PCR que corresponde a las bases
2023 a 3039, seguido por 6 bases extra que codifican un
sitio EcoRI, se ha montado a partir de 1los 15
oligonucledtidos mostrados en la Fig. 31. Este fragmento se
ha insertado en el vector de clonacién PCRIITOPO y se ha
secuenciado. Este fragmento se ha recuperado por digestidn
con KpnI y EcoRI (Fig. 31).
Construccidn de la secuencia codificante entera

La secuencia codificante ‘entera con codones
optimizados de FysHN,,y; Se ha obtenido mediante montando los
fragmentos A, B y C como se muestra en la Fig. 32.
PNIV4120, en el que el fragmento de PCR A ha reemplazado a
la secuencia original (véase la Fig. 29) se digirié con
BsrGI y EcoRI. La secuencia original se elimind y se
reemplazd por el fragmento B BsrGI-KpnI y el fragmento C
KpnI-EcoRI. El1 mbédulo con los éodones optimizados se
recuperd del vector PCRIITOPO con Xbal y EcoRI y se insertd
en los correspondientes sitios ‘del vector pEEl4. El
plasmido resultante, pEEl4F.,humHN,.,.hum, codifica para la
secuencia codificante humanizada entera. La secuencia de
los écidos nucleicos de FpgHN,,,, humanizado se muestra en
la Fig. 33.

Expresidon en células CHO-KI
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La pEE14F ,humitN,,,, recombinante (véase la construccidn
del -fragmento A, anterior, 0  PpEE1l4F s humHN,,,,hum
recombinante, véase la construccidén de 1la secuencia
codificante entera, mostrada anteriormente) se transfectd
usando el reactivo FuGene (Boeringer Mannheim), usando 5 ug
de ADN por 1,25 x 10° células. Las células CHO-KI se
desarrollaron en medio GMEM-S. Los transfectantes GS se
seleccionaron mediante la adicidén de metionina sulfoximina
25 pM al medio de cultivo dos dias después de la
transfeccién. Después de diez a catorce dias, se
seleccionaron las colonias resistentes y se transfirieron
a placas de 96 pocillos. Cada transformante después se
transfirié a placas de 24 pocillos y posteriormente a
matraces de 80 cm’., Los transformantes GS se ensayaron con
respecto al producto recombinante cuando 1las células
alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 80%. El
procedimiento sigue el descrito en Cockett y col.
(Bio/Technology, 1990, 8, 662-667). Alternativamente, la
expresidén se evalud de tres a cinco dias después de la
adicién de butirato sdédico (2 mM) en el cultivo celular.

Para comparar el nivel de expresidén con el de Fpg HNp, v,
no humanizado, se realizaron ensayos ELISA usando 20RG45,
un suero de cabra anti-RSV (Fizgerald, U.S.A.) para
recubrir las placas de microvaloracién y el mAbl9 anti-F de

RSV (G. Taylor, Inst. of Animal Health, Compton Lab, U.K.)
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como anticuerpo de captura. El ngvel de expresidn se estimd
usandc un Fa-p,, purificado expresado en el sistema de
Drosophila.

El nivel de expresién del producto expresado no
humanizado por pEE14F;,HN,;; no éxcedia de 0,03 mg/l y de
0,1 mg/l cuando se afiadia butirato sédico al medio de
cultivo..El nivel de expresién del producto parcialmente
humanizado expresado por pEEl4F.,humHN,,, alcanzdé 1 mg/ml
y hasta 3 mg/ml cuando se afiadidé butirato sédico al medio
de cultivo. Por lo tanto, la humanizacién de la secuencia
codificante para 1los aminodcidos 1-423 de 1los 1029
aminodcidos aumentd el nivel de expresidén hasta 30 veces
(véase la Figura 34a).

El nivel de expresién ﬁel prodﬁcto ‘totalmente
humanizado expresado por pEEl4F¥WhumHwahum fue al menos
de 2 mg/l y alcanzdé hasta 50 mg/l cuando se afiadid butirato
s6édico al medio de cultivo. Por lo tanto, la humanizacién
de la regidén codificante entera de FuqHN,;,, aumentd el nivel
de expresidén de al menos 200 a 500 veces (véase la Figura
34b) .

ii) Optimizacidén del uso de codones de la secuencia de
dcido nucleico que codifica para la proteina de fusién del
virus de la parotiditis (MuV) que carece del dominio de
anclaje a la membrana, unida al virus del sarampidn (MV)

que carece del dominio de sefal-anclaje, F,, (1-482) H,,
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(59-617) para la expresién en células de mamifero.

En la Fig. 35 puede encontrarse una tabla que muestra
la comparacién del uso de codones encontrado en el médulo
F.wHw con el encontrado en un gen humano de alta expresion.
Como puede verse, las frecuencias del uso de codones de
este gen quimérico son bastante diferentes de las
prevalentes en el genoma humano. Para mejorar la expresién
de la proteina F,Hyw, se ha ﬁmdificado por ingenieria
genética la secuencia codificante entera para ajustarla
mejor al uso de codones humanos. La secuencia modificada
por ingenieria genérica se obtuvo usando oligonucledtidos
sintéticos largos, la reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR) y procedimientos de clonacidén convencionales.
Modificacidén por ingenieria genética de la secuencia
codificante del médulo F, H,,

La secuencia sintética entera se recuperd uniendo
cuatro fragmentos de PCR (A, B, C y D). La estrategia
general para obtener cada fragmento de PCR se representa
esquemdticamente en la Fig. 36. Consta del montaje de
oligonucledtidos largos solapantes en una primera vuelta de
amplificacién. El fragmento de tamafilo entero resultante se
amplifica adicionalmente usando dos cebadores cortos
localizados en cada uno de sus extremos.

Construccidén del fragmento A ‘

El primer fragmento de PCR, que corresponde a 13 bases
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que especifican sitios de restriccidén y un motivo consenso;
de Kozak seguido por las bases 1 a 1026 de F,,Hy, se obtuvo
por ellmontaje de PCR de 12 oligonucledtidos solapantes:
(Fig 37). Este fragmento se ha insertado en el vector de
clonacién  pCRIITOPO (Invitrogen) . Después de la;
secuenciacién del fragmento, se recuperd del vector;
PCRIITOPO por una digestién con Xbal y TspRI y se purificéd! |
un fragmento de 963 pb, conduciendo al fragmento A. .
Construccidén del fragmento B

El segundo fragmento de PCR, B, que corresponde a las;
bases 965 a 1712 de F,, Hy Se obtuvo montando 9i
oligonucledtidos cuyas secuencias pueden encontrarse en ZLa‘T
Fig. 38. Después de su insercidén en el vector pCRIITOPO y'
de su secuenciacidn, este fragmento de 785 pb se ha;
recuperado por digestidén con TspRI y Aval.
Construccién del fragmento C

El tercer fragmento de PCR, C, que corresponde a las:
bases 1712 a 2485, se ha montado a partir de 1los 11
oligonucieétidos mostrados en la Fig. 39. Se ha insertadoj

en el vector de clonacidén PCRIITOPO y se ha secuenciado.

Este fragmento de 774 pb se ha recuperado por digestién con:

1
¥

Aval y Apal.

Construccién del fragmento D ?

i

El cuarto fragmento de PCR, D, correspondiente a las:

bases 2485 a 3139 seguidas por 8 pb que especifican un solo:

i
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sitio de restriccibébn, se ha montado a partir de los 8
oligonuclebétidos mostrados en la Fig. 40. Este fragmento se

ha insertado en el vector pCRIITOPO y se ha secuenciado. Se

ha recuperado un fragmento de 657 pb después de 1la

digestidén con Apal y ECORI.
Construccidén de la secuencia cbdificante entera

La secuencia codificante con codones optimizados
entera de F,,H,, se ha obtenido mediante el montaje de los
fragmentos A, B, C y D e insertando el mbédulo digerido con
XbaI y EcoRI en 1los sitios correspondientes del vector
pPEE14 (Fig. 41). El plésmido resultante, pEE14F,  humH, hum,
codifica para una secuencia humanizada que codifica para
los aa 1-482 de la proteina de fusidén del wvirus de 1la
parotiditis, seguidos por'loé aa 59-617 del wvirus del
sarampién. Las secuencias de &cido nucleico y de
aminodcidos humanizada y original de F,H, Se muestran en
la Fig. 42.

iii) Purificacidén y andlisis de FHN expresada en CHO-KI
a) Purificacién :

Se cultivé una linea de células CHO que expresaba FHN
recombinante secretada en una fabrica de células, en medio
G-MEM suplementado con un 2% de FCS, en presencia o
ausencia de un 1% de Butirato Na. La FHN se purificé por

cromatografia de inmunoafinidad cargando el medio de

cultivo gastado sobre una columna de Mabl9-sepharose como
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se describe, usando las mismas condiciones experimentales.

Cuando se expresd en ausencia de Butirato Na, la FHN
purificada migrdé sobre SDS-PAGE, en condiciones de
calentamiento y reduccidén, principalmente como una banda de
110 kDa. Por el contrario, la FHN se visualiza como un
triplete de 110, 120 y 130 kDa cuando las células CHO se
cultivan con butirato. El calentamiento tiene un efecto mas
drastico que el reductor sobre la migracidn electroforética
de FHN. De hecho, se detectan claramente especies de alto‘
peso molecular en la preparacién cuando. la electroforesis
se realizaba sin el calentamiento, lo que sugiere la
presencia de agregados u oligbémeros de FHN. Estos agregados
no parecian estar contaminadés por proteinas CHO. Los
anticuerpos dirigidos contra proteinas CHO no reconocian
especificamente ninguna banda de la transferencia de
Western. Se realizdé un andlisis de glicano usando varias
lectinas especificas para diferentes radicales de
carbohidrato. Sorprendentemente, la FHN no llevaba &cidos
sidlicos o estructuras con altq contenido de manosa, sino
carbohidratos de tipo de fgaléctosa-acetil—galactosamina
caracteristicos de las N- y/o 0O-glicosilaciones de 1los
hibridos.

El anadlisis de la microsecuencia N-terminal mostrd.
principalmente la presencia de una subunidad F1 en bandas

de 110-130 kDa. La secuencia de aminodcidos N-terminal de
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F2 detectada en bandas de peso molecular inferior vy
superior indicé que algunas moléculas de FHN purificadas
estdn presentes bajo una forma FO (F no madura).

La presencia de agregados u oligbémeros en las
preparaciones de FHN se confirmé mediante anélisis de
exclusién molecular y las proteinas se detectaron por
difusidén de luz l&ser. Fueran cuales fueran las condiciones
de cultivo (con butirato o sin butirato), entre un 50% y un
65% de las poblaciones de FHN presentaron un peso molecular
mayor de 10° Da, lo que demuestga que la FHN se agrega. De
un 5 a un 15% de estas proteinés tienen un peso molecular
que varia entre 400 'y 900 kDa, mientras que de un 30 a un
35% son FHN monomérica.

b) Andlisis de inmunoglobulinas en suero

Protocolo de inmunizacién

La proteina FueHN,,, se purificé a partir del medio de

cultivo gastado de las células CHO-KI transfectadas por la

PEE14F ;humtN,,;hum recombinante mediante cromatografia de
inmunoafinidad como se describe (Purificacién del producto
recombinante expresado en células SF9 infectadas
recombinantes de baculovirus). El producto se inyectd en 7
grupos de ratones Balb Ci como Se describe en la siguiente
tabla 1.

Respuesta humoral dirigida‘conéra la proteina FHN

Se determiné la respuesta humoral dirigida contra la
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proteina FHN. Para este fin, ée recubrieron placas ELISA
con la proteina FHN purificada por inmuncafinidad.
IgG Total (Fig 43)

Para detectar la IgG total contra-FHN, las placas
ELISA se recubrieron con 200 ng de proteina FHN purificada
por inmunoafinidad, después las placas se saturaron y se
aplicaron diluciones del ségundo suero sanguineo de
ratones. Las IgG totales se detectaron usando suero
biotinilado dirigido contra IgG de ratén.

IgGl (Fig 44)

Para detectar la IgGl anti-FHN especifica, las placas
ELISA se recubrieron con 100 ng de proteina FHN purificada
por inmunoafinidad, después las placas se saturaron y se
aplicaron diluciones del segundo sueroc sanguineo de
ratones. La IgGl se detectd usando un suero biotinilado
dirigido contra la IgGl de ratén.

IgG2a (Fig 45)

Para detectar la IgG2a anti-FHN especifica, las placa$
ELISA se recubriexon con 100 ng de proteina FHN purificada
por inmunoafinidad, después las placas se saturaron y se
aplicaron diluciones del segundo suero sanguineo de

ratones. La 1IgG2a se detectdé usando suero biotinilado

"dirigido contra IgG2a de ratén.

Se determindé la concentracién de cada suero, se

calculd la concentracién media para cada grupo y ésta se
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presenta en la tabla 2. Estos experimentos muestran que el
antigeno FHN por si mismo o formulado con un adyuvante
(grupo 1 a 3), estimula una respuesta humoral especifica.
De hecho, no se genera ningln anticuerpo anti-FHN en el
grupo de control no traﬁado (grupo 5) o en el grupo
inmunizado solamente con el adyuvante (grupo 4). El
adyuvante del grupo 1 (y del grupo 4) era 3D-MPL y QS21
formulados con liposomas que contenian colesterol como se
describe en el documento WO 96/33739; el adyuvante del
grupo 2 fue alumbre.

La relacidén IgGl/IgG2a in&ica la orientacidén Thl o Th2
de la respuesta inmune; (Tabla 2), una respuesta protectora
contra RSV o PiV3 tenderia hacia el tipo Thl, que es una
baja relacidén IgGl/IgG2a. A este respecto, las respuestas
generadas con la FHN formulada en presencia de adyuvante

3D-MPL + QS21 parecen ser las mas prometedoras.
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Tabla 1: Procedimientos experimentales

Inmunogenicidad de FHN en ratones

Grupo |n Vol |ruta |Antigeno Inmuno-  [tampén  jconservante
G estimulantes
Naturaleza|dosis
(ug)
1 12[2x50 [IM [FHN 2 3D-MPL/ |PBS mod |Paja conc. de
tiomersal
0S21 pH 7,4 (1ug/ml)
2 12[2x50 [IM |FHN |2 |AI(OH)3 |PBS mod |bajaconc. de
tiomersal
pH 7,4 (1ng/mi)
3 122x50 M [FHN 22 / PBS mod |Daja conc. de
: tiomersal
PH74  |(lug/ml)
4 1212x50 |[IM |/ o 3D-MPL/ [PBS mod |bajaccncde
; tiomersal
QS21 pH 74 (1ug/mil)
5 12/ / sintratar |/ / / /
6 12 12x30 |INA |RSV vivo / / /
7 12 [2x30 [INA |PIV-3 vivo / / /
IM = intramuscular
INA = intranasal

17%6
LUGAY
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Antigeno

cc. pg/ml Tampén

RSV vivo

6.2
logPFU/m]

PIV-3
vivo

6,7
logPFU/ml

71

FHN

120 (2,5ml) |PBS
pH 73

Programa de tiempo:

Inyeccidn 1

Dia 0

Inyeccibén 2 = Dia 28

Primera Hemorragia

Segunda Hemorragia

n

Dia 28

Dia 42
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Tabla 2: Respuesta de anticuerpos en suero contra FHN
Se determinaron las IgG totales, la IgGl y la IgG2a
para cada suero de ratén. Después se calculd la

concentracién media para cada, grupo y se presenta en la

tabla.

Grupo Inmunégeno igG total [gGl 1gG2a [gG1/1gG2a

n° :

1 FHN + 3D- 1182000 109800 305500 0,36
MPL/QS21

2 FHN +Alumbre | 182200 | 127100 | 4429 287

3. FHN 44990 22760 194] 11,73

4 Adyuvante = del 49 32 ND ND
grupo 1 ;

5 no tratado 52 : ND ND ND

6 RSV vivo 12840 748 2718 0,27

7 PiV3 vivo 10860 2758 2320 1,19

ND = no determinado, siendo la concentracidén baja
Referencias
Haas, J., Park E-C y Seed B., Codon usage limitation in the

expression of HiV-1 envelope glycoprotein, Current Biology,

2%%
N7
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1996, 6, n° 3, 315-325.
Kim C. H., Oh Y. y Lee T.H., Codon optimization for high-
level expression of human erythropoietin (EPO) in mammalian
cells, Gene, 1997, 199, 293-301.
Zolotukhin S., Potter M. Hauswirth W.W. Guy J. Muzyczka N.
A Humanized green fluorescent protein cDNA adapted for high

level expression in mammalian cells. J. of Virology, July

1996, 70, n°® 7, 4646-4654.
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Habiendo descrito 1la invencién como antecede se

declara como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una proteina
heteroquimérica o un derivado inmunogénico de la misma
que comprende un fragmento inmunogénico de la proteina
de fusién (F) de RSV, PIVI, PIV2, PIV3, MV o MuV y un
fragmento inmunogénico de la proteina de unidn (G, HN o
H) de RSV, PIVI, PIV2, PIV3, MV o MuV, procedimiento que
comprende la expresidén de wun ADN recombinante que
codifica la proteina Hheteroquimérica o el derivado
inmunogénico de la misma en c&lulas CHO y la recuperacidn

de la proteina.

2. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacidén 1
en el que el ADN que codifica la proteina heteroquiméri-

ca tiene un coddn optimizado con respecto por lo menos

a un coddn en el gen natural o ADN.

3. Una proteina heteroquimérica 0 un derivado
inmunogénico de 1la misma, que comprende un fragmento

inmunogénico de la proteina de fusidn (F) de RSV, PIV1,

(0

60245



75

PIv2, PIV3, MV o MuV y un fragmento inmunogénico de la
proteina de unidn (G, HN o H) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3,

MuV o MV, con la condicidon de que cuando uno de los

fragmentos inmunogénicos procede de RSV F, RSV G o PIV3
F, PIV3 HN, el otro fragménto inmunogénico procede de MuV

F, Muv HN, MV F, MV H, PIV1 F, PIV]1 HN, PIV2 F o PIV2 HN.

4, Un procedimiento para preparar una proteina
heteroquimérica o derivado inmunogénico de la misma de
acuerdo con la reivindicacidn 3, procedimiento que
comprende expresar un ADN recombinante que codifica 1la
proteina heteroquimérica o el derivado inmunogénico de
la misma en uno cualquiera de: cé&lulas CHO o células de

insecto, y recuperar la proteina. ;

5.- Una proteina de acuerdo con la reivindicacidén 3, en
la que el fragmento inmunogénico de la proteina F carece
del dominio de anclaje a la membrana en su extremo

C-terminal.

6. Una proteina de acuerdo con las reivindicaciones 3
6 5, en la que el fragmento inmunogénico de la proteina
G, HN o H carece del dominio de sefial/ancliaje en su

extremo N-terminal.

AL

m}%
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7. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3, 5 & 6, que estd unida a través de un
aminoacido de la parte C-terminal del fragmento
inmunogénico de la proteina F de RSV, PIV1, PIV2, PIV3,
MV o MuV a un aminoidcido de 1la parte N-terminal del
fragmento inmunogénico de la proteina G de RSV, 1la
proteina HN de PIV1, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de

MV.

8. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de 1las
reivindicaciones 3, 5, 6 8 7, que comienza en su extremo
N-terminal con una secuencia sefial de la proteina F de RSV,

PIVl, PIV2, PIV3, MV o MuV.

9, Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3, 5, 6 & 7, que comienza en su extremo

N-terminal con una secuencia sefial de TPA.

10. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3 6 5 a 8, que comprende una secuencia

4

lider de ubiquitina.

11. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
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reivindicaciones 3 & 5 a 9, que comprende una cola de

polihistidina.

12, Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 10 &
11, que comprende un sitio de escisidn para escindir la
secuencia lider de ubiquitina y/o la cola de

polihistidina.

13. Una proteina heteréoquimérica de acuerdo <con una
cualquiera de las reivindicaciones 3 & 5 a 11, que se
selecciona entre el grupo compuesto por:
Fs+a‘RSVxHNs_a_MuV;

FsTa PIV3 x HNs a MuV;

Fs+a_MuV x Gs a RSV; o

Fs'a MuV x HNs a PIV3, o

derivados inmunogénicos de las mismas.

En donde los significados de S, a,(+)y (-)son como sigue:
"g" dominio simple

"a" dominio amplio

"(+)" dominio presente

"(-)" dominio ausente

14, Una proteina heteroquimérica de acuerdo con una

4%

oyt

S
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cualquiera de las reivindicaciones 3 8 5 a 11, que se

selecciona entre el grupo compuesto por:

Fs+a_MuV X Hsha—MV; o}
Fs+a_RSV x HNs a PIV1l; o
FsTa RSV x HNs a PIV2, o

un derivado inmunogénico de las mismas.,

15. Una proteina heteroquimérica que es:

Fsta™ (1-526) RSV x HNs a  (70-572) PIV3,

Fsa™ (1-492) PIV3 x Gs a  (69-298) RSV,

Fs'a”™ (1-526) RSV x HNs a~ (70-572) PIV3 bis,

FsTa~ (1-526) RSV x HNs a  (70-572) PIV3 ent his,
o]

sTPA (1-21) UB (1-74) ent Fs a (24-526) x HN s a_

(70-572) PIV3, o un derivado inmunogénico de las mismas.

16. ADN recombinante que codifica una proteina

heteroquimética o un derivado inmunogénico de la misma
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3

6 5 a 15,

17. Un ADN recombinante conforme a la reivindicacidén 16,

/ég?/
7 of Y
b 0,24/8
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en el cual por manipulacidn se optimiza el uso de codones

en un reemplazo mutuo de los mismos donde uno de ellos

codifica el mismo aminoicido.

18, Un vector de expresidn que comprende ADN

recombinante de acuerdo con lak reivindicaciones 16 a 17.

19. Un hospedador transformado con el ADN de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17 o con un

vector de acuerdo con la reivindicacidn 18.

20. Un hospedador de acuerdo con la reivindicacidn 19,

que es una célula CHO.

21. Un hospedador de acuerdo . con la reivindicacidén 19,

caracterizado por constituir wuna cé&lula de insecto

lepiddptero.

22. Una composicidn de vacuna que comprende una proteina

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3

6 5 a 13, o un derivado inmunogénico de 1la misma, en

mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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23. Una composicidn de vacuna ' de acuerdo con 1la

reivindicacidén 22, que comprende ademds monofosforil

lipido A 3D y/o QS-21.

24, Una composicidn de

vacuna de acuerdo <con las

reivindicaciones 22 & 23, en la que el vehiculo es una

emulsidn de aceite en agua.

25. Una proteina heteroquimérica o un derivado

inmunogénico de la misma de acuerdo con una cualquiera

de las reivindicaciones 3 & 5 a 15, para uso en medicina.

26.

Un procedimiento para la produccidn de una proteina

heteroquimérica de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 3 & 5 a 15, procedimiento que comprende

expresar un ADN recombinante que codifica dicha proteina

o un fragmento inmunogénico de la misma en una célula

hospedadora de CHO o de insecto, y recuperar la proteina.

27. Un procedimiento de tratamiento de un ser humano o
animal susceptible a infecciones virales por
1

lparamixovirus, que comprende administrar una cantidad
!

)

eficaz de una vacuna de acuerdo con una cualquiera de las
!
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reivindicaciones 22 a 24,

28. Proteina heteroquimérica o derivado inmogénico de
la misma, de acuerdo con cualquiéra de las
reivindicaciones 3 o 5 a 15 anteriores, como ingrediente
en la preparacidén de compuestos médicos para el

tratamiento de transtornos respiratorios.

UM
ulZpi
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Regumen

Nuevos Compuestos

Se describen proteinas heteroquiméricas o derivados
inmunogénicos de las mismas que comprenden fragmentos

inmunogénicos de glicoproteinas de fusién y de unién de

RSV, PIVl, PIV2, PIV3, MV y MuV. Tales

proteinas
heteroquiméricas pueden expresarse,

en particular, en

células CHO y pueden usarse en composiciones de vacuna para

tratar trastornos respiratorios tales como los producidos

por antigenos virales de paramixovirus.

P
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Figura 14 26T
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Fiigura 18 GO A

/
Jﬁ.) Adaptadores sintéticos

l

\_ .
5’ C ATG AAC AAT GAG TTT ATG GAA GTT ACA GAA AAG ATC CAA
I

l

TTG TTA CTC AAA TAC CTT CAA TGT CTT TTC TAG GTT
BspHI
1

|
ATG GCA TCG GAT ATT AT 3’

TAC CGT AGC CTA TAA TAT A [SEC ID NO: 7]
Asel |
B}) pNIV4120
BamHI  Spel BspHI Asel BamHI

v FRSV 1‘526

'f'( HNppy3 70-572bis i pUC19

] !
|

ATG , PARE

C)IpEE14 F s™ a° RSV xHN s'a’ PiV3bis

Bell/BamHI

!
1_
|
!
!
\ v FRSV 1‘526

BamHI /Bell
8  HNpy; 70-572bis i__ pEE14
AITG PARE
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Figura 19 4

| - | UU}Z?/ i
) Adaptadores sintéticos |

|
P‘ﬁﬂ 5'GT GAC GAT GAC GAT AAG CAT CAT CAT CAT CAT CAT TAG

A‘CGTC ACA CTG CTA CTG CTA TTC GTA GTA GTA GTA GTA GTA ATC

1
GGATCCGCATG 3

CCTAGGC Sphl [ SECID NO: 8]
\

B) pNTV3340
ii Xhol Pstl  Sphl BamHI
; Vool
[‘ I_D\IPIV3 1-572 Aspx4Lys Hisx6 ¢ pIBI
l . . -1
L ' A’TI“G PARE
C) pNIV4120
| | BamHI Xhol  BamHI
!; FRSV 1-526 H.-pr:; 70-572 —l— pUC19
‘ .
| T v
ll ATG PARE

| _
C)pEE14 F s* a° RSV xHN s'a’ PiV3 enthis

BamHI ~ Xhol BamHI
l Frgy 1-526 ANy, 70572 | AspxdLys isx6 _l pEE14
ATG

PARE

e e




B) Adaptadores sintéticos

5'CT AGC ATG CAG ATC TTC GTC AAG ACG TTA ACC GGT AAA ACC
i Nhel G TAC GTC TAG AAG CAG TTC TGC AAT TGG CCA TTT TGG

|

|
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1$ Figura 20

|

l

}| A) pNIV3475

;

| EcoRI )ﬁbal Aflll BamHI

| ! l

‘1 Ubiquitina Saccharom}/ces'cérevisiae v _pUC19

1

| 4 . I

| ! |

R ATG Cﬂy76

|

l

l‘

l

l

\

|

ATA ACC 3' Xbal
TAT TGG ATCT [SEC ID NO: 9]
C) pNIV4122
HindIIl Nhel )'{bal Aflll BamHI
| v ,
v aa 1-21 sTPA|A-S aa 1-76 Ubiquitina Y pBluescript

L7 T

ATG ATG Gly76
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Figura 21 - -
W7y
A) pNIV4122
HindIIl

Aflll BamHI Spel

aa 1-21 sTPA |Ala-Ser aa 1-76 Ubiquitina

T ]

ATG Gly76

pBluescript

B) Adaptadores sintéticos

S'TTA AGA CTA AGA GAC GAT GAC GAT AAG TCC AGT CAA AAC
Aflll CT GAT TCT CTG CTA CTG.CTA TTC AGG TCA GTT TTG

ATC ACT GAA GAA TTT TAT CAA TCA ACA TGC AGT GCA GTC AGC
i TAG TGA CTT CTT AAA ATA GTT AGT TGT ACG TCA CGT CAG TCG

IA.AA GGC TAT CTT AGT GCT CTA AGA ACT GGT TGG TAT A3 Spel
!‘TTT CCG ATA GTT TCT CGA GAT TCT TGA CCA ACC ATA TGA TC

[SEC ID NO: 10]

C) pNIV4123
HindlII | AfllI Spel
¥ TPA l K . l
s a-s aa 1-74 enteroK | 24-55 F i
Eiouitia aa RSV pBluescript

ATG
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| Figura 22 210
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B‘) Adaptadores sintéticos

5

GAT CAA AAC ATC ACT GAA GAA TTT TAT CAA TCA ACA TGC
B
i

amHI TT TTG TAG TGA CTT CTT AAA ATA GTT AGT TGT ACG

AGT GCA GTC AGC AAA GGC TAT CTT AGT GCT CTA AGA ACT
’I‘C%A CGT CAG TCG TTT CCG ATA GAA TCA CGA GAT TCT TGA

|
GGT TGG TAT A 3’Spel

CCA ACC ATA TGA TC

C) pNIV4136

Promotor de [ sefial de

[ SEC ID NO: 11]

BamHI Spel

BamHI

polihedrina up67
l

Frev 25-526 E HN,y; 70-572 pAcUWS51
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Fig 25: SDS-PAGE (condiciones reducidas) de la proteina F,,HN,,., e
purificada por inmunocafinidad a partir del medio de cultivo

gastado del baculovirus recombinante 3546.
kDa: marcador de peso molecular
A: tincidén con azul de Coomassie

B: Transferencia de Western revelada por un suero 20 RG45
policlonal de cabra anti-RSV _
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Figura 26: Uso de codones de F,HN,.,, Y dgenes humanos muy
expresados (hum alta exp) que muestra las frecuencias (x 100) de
los codones individuales para cada uno de los aminodcidos
codificados degenerados, y el codén mids prevalente en negritas.

. =, [} S
& s - S = 5
& & [ [
f g g s E T E
E z E % E g £ 2
= e = (o £ e L2 1,
ARGEG 17 3 GIn[CAG 88 37] Lea[TIG 6 10 SerfAGT 10 21]
A 13 31 C 12 68 A 2 3 C 34 16
T 17 35 CUG 58 6 TG 9 7
C 53 11 A 3 2 A 5 7
T 5 11 T 13 17
Gu[GAG 75 12 C 26 12 C 28 13
Arg[AGG T8 28 A 25 M
A 10 56
CGG 21 0 T[ACG 15
A6 10 LysAAG 82 34 A 14 S6
T 7 s GWy[GGG 2a 22 A 18 66 T 14 26
C 37 0 A 14 37 1 cC 5 12
T 12 2
C 50 19
Aso[AAT 22 63 Phe[TTT 20 63
C 718 33 C 8 37 Tye[TA 7
cC 74 2
His[CAT 21 86
Asp[GAT 25 66 C 79 14
C 75 34
Pro[CCG 17 12 Val[GTG 64 1
Ne[ATA 3 &9 A 16 51 A 5 4l
Cys[TGT 32 62 T 18 30 T 19 26 T 7 23
C 68 38 cC 717 2 C 48 12 C 25 17
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Figura 27: Diagrama esquemdtico de la sintesis por PCR de cada
fragmento, que muestra sitios de restriccién tdnicos a lo largo
de la secuencia (rayas negras) y los sitios de restriccién (A y
B) que permiten la recuperacidén del fragmento de tamafio completo
del vector de clonacién. .
A : B
| L l L

PCR

unién e insercién en el vector
de clonacién pcriiTOPO

Secuenciacion

Recuperacién a partir del vector perliITOPO por
restriccion con las enzimas Ay B
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Figura 28: Secuencia de los 18 oligonucleétidos a partir de los Y.
cuales se generd el fragmento A de PCR. %5
1} olfhuml.sec, bases 1-90 de FrsvHNp.ys, homoélogaa ARNm 0

J’CCCTCTAGAGGATCCACCATGGAGCTGCTGATtttaAAGACCAACGCCATCACCGCCATCCTG
GCCGCGEETGACCCTCTGCTTCGCGTCC

2) o.fhum2.sec, bases 75-165 de FueyHNp.vs, complementaria inversa a
ARNm

b'CCTCAGCGCGCTCAGGTASCCCTTGCTGACAGCagaGCAGGTGGACTGGTAGAACTCCTCGGTG
ATGTTCTGGCTGGACGCGARGCAGAGS

3) olfhum3.sec, Lases 150‘240 de FRSVHNP'_‘J'Sr hOmélOgaaARNm
5'CCTGAGCGCGCTGAGGACGGGGTGGTACACtAGtGTGATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAG
GAGAACAAGT GCAACGGCACCGRISCT

vl

4, olfhumd.sec, bases 225-310 de FpeyHN:yy3, complementaria inversa a
ARNm

5" GCATCAGCAGCTGCAGCTCE TCACGGCGCTCTTGTACTTGTCCAGCTCCTGCT TGATCAGCTT
CACCTTGGCGTCGGTGCCGTTG

9) olihumb.sec, bases 295-397 de FrsyHNpiy3, homologaa ARNm

5'CTGCAGCTGCTGATGCAGAGCACCCCCGCCACCAACAACagaGCCAGGCGCGAGCTGCCCAGGT
“CATGRACTACACCITCARCAACACCRAGAACACCAAS

5) olihumé6.ss¢, bases 378-496 de FrsvHNpiv3, complementaria inversa a

ARNm .
GGTGCAGGACCTTGGACACCGCGATGCCGCTGGCGATGGCGGAGCCCACGCCCAGCAGGAAGCCCA
GGAAgCGcctCTTgCgCTTCTTGCTCAGGGTCACGTTGGTGTTCTTGGTGTTG

7) cifhum?.sec, bases 480-561 de FusvHNpiv3, homdloga a ARNm

5'GTCCAAGGTCCTGCACCTGGAGGGGGAGGTGAACAAGATCHAGAGCGCCCTGCTCTCCACCAAC
AAGGCGGTGGTCAGCCTG

€) olfhum8.sec, bases 543-633 de FasvHNpivs, complementaria inversa a
ARNm

5’GGGGAGCAatTGCTTGTCGATGTAGTTCTTGAGGTCCAGCACCTTGCTGGTCAGCACGCTCACG
CCGTTGGACAGGCTGACCASCGCCTTG

9) c.fhumS.sec, bases 606-676 de FrevHNpiv3, homdlogaa ARNm

45'CIACA?CGACAAGCAatTGCTCCCCATCGTGAACAAGCAGtcCTGCAGCATCTCTAACATTGAG
ACCG

10) olfhumll.sec, bases 653-732 de ngvHNl,m-;, complementaria inversa a
ARNm :

b’GCTGAACTCCCTGGTGATCTCCAGCAGCCTGTTGTTCTTCTGCTGGAACTCGATCACGGTCTCA
ATCTTAGAGATGCTGE
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1&) olfhumll.sec, bases 714-7§7 de FrsvHNpiy3, homéloga a ARNm
5’pATCACCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCgGGCGTCACCACCCCGGTGAGCACCTACATGCTGACC
AAFAGCGAGC

| _

12) olfhuml2.sec, bases 768-846 de FrsvHNeiv3, complementaria inversa a
ARNm
5’éTTGGACATaAGCTTCTTCTGGTCGTTGGTGATGGGCATGTCGTTGATCAGGGACAGCAGCTCG
CTqTTGGTCAGCATG .

f
13)1 olfhuml3.sec, bases 825-916 de FrgyHNpsys, homéloga a ARNm
S5’ CCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAACG

TGCAGATCGTGCGCCAGCAGAGCTACagCATCATGagC
ATC%TCAAGGAGGAGGTGCTGGCCTACG

| .
14) lolfhuml4.sec, bases 900-93%0 de FrsvHNpsv3, complementaria inversa a
ARNm

5’GdTGGTGCACAGGGGGGAGGTGTGCAGCTTCCAGCAGGGGGTGTCGATCACGCCGTACAGGGGC
AGCTFCACCACGTAGGCCAGCACCTCC

\
15) plfhumls.sec,

bases 975-1065 de FrsyHNp;ys, homélogaa ARNm
5’ CCECCTGTGCACCACCAACACCAA

GGAGGGCTCCAACATCTGCCTGACCCGCACCGACCGGGGC
TGGTACTGCGACAACGCCGGCTCCGTG

16) dlfhuml6.sec, bases 1048-1133 de FrsvHNpiv3, complementaria
inversa a ARNm

5'CTdTTCATGGTGTCGCAGAACACGCGGTTGGACTGCACCTTGCAGGTCTCCGCCAGGGGGAAGA
AGGACACGGAGCCGGCGTTGETC '

17 olfhuml7.sec,

bases 1116-1210 de FrevHNpsy3, homoélogaa ARNm
5’CTGIGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTCTGCAACATCGACATCTTC
AACCC'AAGTACGACTGCAAGATtATGaCctcc

18) olfhumlB.sec, bases 1195-1295 de FrsvHNp vy, complementaria inversa
a ARNm| '

gggaathctgtacacttggtcttgccgtagcaggacacgatggcgcccagggaggtgatcacggag
ctgctcgcgtcggtcttggaggtCATaATCTTGCAG ‘

|

[LKAS SECUENCIAS ANTERIORES SON LAS SEC ID NOs: 12 a 29, respectivamente]

|
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Figura 29: Construccién de pEE14 F, humHN,,,,
a) Fragmento A de PCR
BsrCl
Xbal
——l— Freyhum 1-1264  |—
ATG
b) pNIV4120 + Fragmento A de PCR
BstGl
Xbal \ KeoRl1
¢) pEE14 Fygyhum HN,.,
BsrGl
Xbal | EcoR!
l : 65- w—-pLEE14
— " Fobum 11364 Frev1205-1578XHN,,;y p
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" Fig 30: Secuencia de los 10 oligonucledtidos a partir de los(’(/é/
s cuales se generd el fragmento B de PCR d‘.?
\ 1) olinnhumld.sec, bases 1269-1353 de FreyHN:ziva, homodlogaa ARNm

%

i

b'cggcaagaccaagtgtacagoctecaacaagaaccgcggecatcatcaagaccticoccaacyq
ctgecgactacgtgrccaacaag 3

2;0lflnhumn20.sec, bases _33€-1428 de FrsvHN3;v3, complementaria inversa de
ARNm '

5'cttcacgtacaggctcttgccctc:tgc:tgttcacgtagtacagggtgttgcccacggacac
ggrctacacgcceTtgttggacacgtagee 3!

3jolfhnhum2l.sec, bases 1413-1497 de FreyHNpiv:, homéloga a ARNm
(<3

gagcctgtacgtgaaggg:gagcccatcatcaacttctacgacccgctggtg::cccctccga
cgagttogacgectecatetece 2

E'gttcatgatgttggtggtggacttgccggcgttcacgttgtgcagcagctcgtcggacttgcg
catgaaggccaggctetggttgatestetegttecacctgggagatggagacgte 3!

Jjolfhnhum23.sec, bases 1581-1691 de FxsyHNpivs, homdloga a ARNm

j
!
!
!
|
|
I
i
i
|
%
I $lolfhnhum22.sec, basesi4£83-1599% de FrsvBNpivz, complementaria inversa a
k ARNm
[
|
li
[ 5'caccaccaacatcatgaacaacgagttcatggaggtga:qgagaagatccagatggcctccga
ﬁ caacatcaacgacctgatcecagiceggegtgaacacceggetgetgac 3
!

I

6)olfhnhum24.s5ec, bases 1677-1779 de

FasvHNe:vs, inversa complementaria de
ARNm '

5'gatggtgatctcgctgatgaacttccgcaggtcggacatctgctgggtcagggagatggggat
gtagt:ctgcacgtggc:ctggatggtcagcagccggg:g g’

7Yolfhnhum28.sec, bases 1761-1865 de TrsvHNpivs, homéloga a ARNm

5'catcagcgagatcaccatccggaacgacaaccaggaggtgcccccccagaggatcacccacga
cgtgggcataaagcccctgaaccccgacgacttetggegetg 3

8)oifhnhumz6.sec, bases 12849-1967 de PusvENpiv3, complementaria inversa
de ARNm

5‘gtgcgcacgcagc:gtccacggtggtgggcatggccagcaggccgggcccqggcatcagcctt
atcttgggggtcttcatcagggaggggaggccggaggtgcagcgccagaagtcgtc 3!

9)olfhnhum27.se¢, bases 1953-2059 de FasyHNriv3, homologa a ARNm

5’cqgctgcgtgcgcaccccctccctggtgatqaacgacctgatctacgcctacacctccaacct
gatcacccgcggcetgecaggacatcggeaagtectaccaggtge 3!

1€ olfhnhum28.5ec, bases 2042-2154 de FreviNpiva, complementaria inversa
de ARNm

5'ggacttcc:g::gtcgttgatgttgaaggtgtgggagatccgggggttcaggtcgggcaccag
qthqaqttcacggtgatgatgccgatctgcagcacctggtaggacttg

[LAS SECUENCIAS ANTERIORES SON LAS SEC ID NOs: 30-39, respectivamente]
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cuales se generd el fragmento C de PCR

%0

Fig 31: Secuencia de los 16 oligonucleétidos a partir de los GZ%%Q
(s %
7

s

1.¢lfhrim29.sec, bases 21239-2229 de FrsvriNaiva, homéloga a ARNm
5‘cgacaacaggaagtcctgctccctggccctcctgaacaccgacg:gtaccagctq:gctccac
gcccaacatggacgagegetcecgactae 3°

Z2;clfhnzom30.sec, bases 2214-2307 de FreuziNziva, complementaria inversa
a ARNm

S'gitcttgaagegagtggt
gaztgccggagectggegtagt

¢gagatg
cggagcg

gagcegtegtggttcacgatgzccagecacgatgtecte
ctcg 3

Jiclthnnam3s .5e¢, bases 2292-2398 de E‘Rgv:':ijv'g, hombloga a ARNm
5'cacccqctt:aagaacaacaacat:agc:tcgaccagCCctacgccgccctgtacccctccgt
gggccccggcet::actacaagggcaagatca:cttcctgggc 3!

4)1clfhnhum32.seC, bases 2362-2472 dé FrsyHNpjivs, COmplementaria inversa

a ARNm
5’ccgctqggtct:gccggggcacccggtgg:gttgcagatggcgttc:cgttgatggggtgctc
caggccgccgtagcccaggaagatgats 3 :

5)olfhnhum33.seq, bases 2457-2549 cf FrsvHNpiv3, homdloga a ARNm
5'cggcaaqacccagcgggaCtqcaaccaggcc:cccacagcccctggttctccgaccg:cgcat
ggtgaactccatcatcgtggtggacaaggg 3

6)clfhnhum34.seq, bases 2532-2643 cf FrevHNpiv3, complementaria inversa

a ARNm .
5'c:tgttgcccagcagcagcaggcggccc:cggagccccagtagttc:gccgcatggagatggt
ccacaccttcagettggggatggagttcaggeccttgtccaccacgaty 3"

7)o-fhnhum3%,seg, bases 2628-2726 of Ethprg,homéMQaaARNm
5'gc:gctgggcaacaagatctacatcta:acccgctccaccagctggcacagcaagctgcagct
gggcatcatcgaca:caccgactacagcgacatccg 3°'

8iclfthnhum36.seq, bases 2710-2781 of FrsviiNejv3, complementaria inversa
a ARNm ’

5’ggggcactcgttgttgccgigccggctcagcacgttgtgccaggtccacttgatgcggatgtc
gctgtagtce 3

9:clfhrhum37.seq, bases 2765-2836 of FrsvHN:iv3, homéloga a ARNm

5’gcaacaacgagtgcccctggggccac:cctgccccgacggctgcatcaccggcgtgtacaccg
acgectace 3

10}clfhnhum38.sec, bases 2820-2889 oF FrsvHNpiv3, complementaria inversa
a ARNm ’

5'cttctgggagtccaggatcacggagctcacgatgctgccggtggggttcagggggtaggcgtc
ggtgtac

¥
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|

|111)olfhnhum39.sec, bases 2874-2943 de FrsvHNpiv3, homologa a ARNm
15'cet

ggactcccagaagtcccgggtgaaccecegtgatcacctacageacctecaccgagegegt
baacgag

12)olfhnhumd0.sec, bases 2927-2994 de FrgvHNpiy3s de: 1 a. 68,
complementaria inversa a ARNm

§’gcagctggtggtggtgtagccggcgctcagggtcttgttgcggatggccagctcgttcacgcg
$tcgg

13)olfhnhumdl.sec,bases 2979-3043 de FrevHNpivi, homéloga a ARNm
5’caccaccaccagctgcatcacccactacaacaagggctactgcttccacatcgtggagatcaa
C

|
|

lﬁ)olfhnhum42.sec, bases 3027-3085 de FrsyHNp;y3, complementaria inversa
a/ARNm

5?cggtcttgaacagcatgggctggaaggtgtccaggctéttgtggttgatctccacgatg 3’
} ‘ ,
15)olfhnhum43.sec, bases 3069-3114 de FrgyHNp;y3, homologa a ARNm
5{catgctgttcaagaccgagatccccaagagctgcagctaaGAATTC 3!

|

}

\ uASSECUENCMSANTEmORESSONSECHDNO$4064JexmaWamemﬂ
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|

|
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Figura 32: Construccién de pEE14F, hum HN, hum (/Q/é/*
: _ AN
a) pNIV4120 + fragmento A de PCR : O
BsrGl
Xbal ' EcoRl
.____.I Frevhum 1-1264

Free1265- 1578XANpv]—pUiC19 :

b) fragmento B de PCR

BsrGI Kpnl

FRS\" H NPi\') ] 264'2 ] 36hum

¢) fragmento C de PCR
Kpnl EcoRI
FRSV IINpiV32136- —J—
090hum
d) ;')EE»I 4 Fgevhum HNp,y hum
Xbal EcoRI
FrsyhumHN;y;hum { . pEEl4
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Figura 33A: Secuencia de dcidos nucleicos humanizados de F, HN,,, CC@//

(secuencia superior) en comparacién con la secuencia original
. encontrada en el pNIV4120

- 7 AGAGGATCC....... ACCATGGAGCTGCTGATLt taAAGACCAACGCCA 49

NEEREREE R T L R Y I O IR N T O
2262 AGAGGATCCCCCGGGTAccatggagttgc:aa:cctcaaaacaaatgcaa 2311
5C TCACCGCCATCCTGGCCGCGGTGACCCTCTGCTTCGCGTCCAGCCAGAAC 99
N R N SRR T
ttaccgcaatccttgctgcagtcacactctgttttgcttccag:caaaac 2381

ATCACCGAGGASTTCTACCAGTCCACCTGCtctGCTGTCAGCAAGSGCTA 149
N A T R P e by vy
atcactgaagaatt:tatcaatcaacatgcagtgcagtcagcaaagg::a 2411

N R R PEELREET 10 o 1 4
tcttagt c:ctaagaactggttggta:actagtgttataactatagaat 24el

|
|
|
1
}
|
l
\
!
!
i
|
|
i . - . - .
% 150 CCTGAGCGCGCTGAGGACGGGGTGGTACACtAGtGTGATCACCATCGAGC 199
!
|
\ 290 TGAGCAACATCAAGGAGAACAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAGGTGAAG 249
! A e N e N N N PEULL T 1
\ taagtaatatcaaggaaaataagtgtaatggaacagacgctaaggtaaaa 2811
| . s . - . :

250 CTGATCAAGCAGGAGCTGGACAAGTACAAGAGCGCCGTGACCGAGCTGCA 299
R N A I N LEb
t:gataaaacaagaat:agataaatataaaagtgc:gtaacagaattgca 2561
CTGCTGATGCAGAGCACCCCCGCCACCAACAACagaGCCAGGCGCGAGC 3465

PEEE cherr by S NN R N I
gctcatg:aaagcacaccggcaaccaacaatcgagccagaagagaac 2611

G

!
2962 gre

TCSCCCAG

I I

&

R R R RN R RN R R I

tttatgaa:tatacactcaacaataccaaaaataccaatgta 2661

< GTTCATGAACTACACCCTCAACAACACCAAGAACACCAACGTG 399
i |
accaage

|
aag
ACCCTGAGCAAGAAGCGCAAGaggCGCTTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGT 449

R N O A RN N
acattaag:aagaaaaggaaaagaagatt:cttggctttttgttaggtgt 2711

GGGCTCCGCCATCGCCAGCGGCATCGCGGTGTCCAAGGTCCTGCACCTGG 499
e T cPEErerertr e, o
tggatctgcaatcgccagtggca:tgctgtatctaaggtcctgcacctag 2761

R R N R RN N AR ARERER

5C0 AGGGGGAGGTGAACAAGATCAAGAGCGCCCTGCTCTCCACCAACAAGGCG 549
aaggggaagtgaacaaaatcaaaagtgctctactatccacaaacaaggct 2811
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550 GTGGTCAGCCTGTCCAACGGCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGA 598

N R A O I I I T T O T O O O
2812 gtagtcagcttatcaaatggagttagtgtcttaaccagcaaagtgttaga 2861

600 CCTCAAGAACTACATCGACAAGCAatTGCTCCCCATCGTGAACAAGCAGt 649
R e LETTETEEE T
2862 cctcaaaaactatatagataaacagttgttacctattgtgaacaagcaaa 2911

650 CCTGCAGCATCTCTAACATTGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAAC 699
PETTTEED T et v v v 1 LI
2912 gctgtagcatatcaaacattgaaactgtgatagagttccaacaaaagaac 2961

PEVTE D 00 1 vty 1 NN N
i 2962 aacagactactagagattaccagggaatttagtgttaat

gcaggtgtaac 3011
750 CACCCCGGTGAGCACCTACATGCTGACCAACAGCGAGCTGCTGTCCCTGA 799
N R R N R R I

L
| 3012 tacacctgtaagcacttatatgttaacaaatagtgaattat

tatcattaa 3061

800 TCAACGACATGCCCATCACCAACGACCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAAC 849

R N I I T NERENENREN

13062 tcaatgatatgcctataacaaatgatcagaaaaagttaatgtccaacaat 3111

850 GTGCAGATCGTGCGCCAGCAGAGCTACagCATCATGagCATCATCAAGGA 899

N P LEEEEE b r e

]

)

l

l

|

|

l

|

|

i

l

i

|

\

i . . -
% 700 AACAGGCTGCTGGAGATCACCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCgGGcGTcAC 749
}

|

)

i

l

l

l

|

l

|

L112 gttcaaatagttagacagcaaagt

tactctatcatgtccataataaagga 3161

D00 GGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACA 949

‘ N e R N

1

3162 ggaagtcttagcatatgtagtacaattaccactatatggtgtaatagata 3211
‘ .

1950 CCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCTCCCCCCTGTGCACCACCAACACCAAG 998

[ L b e PEELE VL T 1 e 1
3212 caccttgttggaaactgcacacatcccctctatgtacaaccaacacaaag 3261

1%00 GAGGGCTCCAACATCTGCCTGACCCGCACCGACCGGGGCTGGTACTGCGA 1049

|
362 sasgguiceaatatotit iattassanoimitasanat il 1L
1050 CAACGCCGG&TCCGTGTCC%TCTTCCCCCfGGCGGAGACéTGCAAGGTGé 1099
3312 é;;tééaééaééaééaéétllééééééaééa;ét;;a;éaéétgéaéété 3361
b

0 AGTCCAACCGCGTGTTCTGCGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGC 1149
l

N N N Porr ot



3352
1150
3412
| 1200

1 3462
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aatcgaatcgagtattttgtgacacaatgaacagtttaacattaccaagt

GAGGTGAACCTCTGCAACATCGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAA

R e R R A N N
gaagtaaatctctgcaacattgacatattcaaccccaaatatgattgcaa

CATtATGacctccaagaccgacgtgagcagectecgtgatcacctecctgg
AR e N N RN RS A N RN N
aattatgacttcaaaaacagatgtaagcagctccgttatcacatctctag

gcgccatcgtgtcectgectacggcaagaccaagtgtacagectccaacaag
A e AR R R R R
gagccattgtgtcatgctatggcaaaactaaatgtacagcatccaataaa

aaccgcggcatcatcaagaccttctccaacggetgegactacgtgtecaa
N R e e A AN
aatcgtggaatcataaagacattttctaacgggtgtgattatgtatcaaa

caagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacaccctgtactacgtgaaca
I T O T T I T T I Y I T O B I A
taagggggtggacactgtgtctgtaggtaatacattatattatgtaaata

agcaggagggcaagagcctgtacgtgaagggcgagcccatcatcaacttc
R e O O e e e e e e R
agcaagaaggcaaaagtctctatgtaaaaggtgaaccaataataaatttc

+

Lacgacccgctggtgttcccctccgécgagttcgacgcctccatctccca
R e e e e e e R N N R
tatgacccattagtgttccectctgatgaatttgatgcatcaatatctcea

ggtgaacgagaagatcaaccagagcctgg;cttcatccgcaagtccgacg
R R N S R R
agtcaatgagaagattaaccagagcctagcatttattcgtaaatccgatg

agctgctycacaacgtgaacgccggcaagtccaccaccaacatcatgaac
e e e R R R A R AR NN
dattattacataatgtaaatgctggtaaatccaccacaaatatcatgAAC

aacgagttcatggaggtgaccgagaagatccagatggcctccgacaacat
R e R R R NN N N
AATGAGTTTATGGAAGTTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATAT

Caacgacctgatccagtccggecgtgaacaccecggetgetgaccatccaga
R A R R R R e e R RN A R R N RN
TAATGATCTAATACAGTCAGGAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGA

3411
1199
3461
1249
3511
1299
3561
1349
3611
1399
3661
1449
311
1499
3761
1549
3811
1599
3861
1649
3911
1699

3881



3962
1750
4012
1800
l 4062
| 1850
| 4112
| 1900

4162

4412
2200
4462
2250

4512
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gccacgtgcagaactacatccccatctceccctgacccagcagatgteccgac 1749

I N e e e R N
GTCATGTCCAGAATTATATACCaATATCATTGACACAACAAATGTCGGAT 4011

ctgcggaagttcatcagcgagatcaccatccggaacgacaaccaggaggt 1799
T T O I e I e v O N I O I
CTTAGGARATTCATTAGTGAAATTACAATTAGGAATGATAATCAAGAAGT 4061

gcccccccagaggatcacccacgacgtgggecataaageccctgaacececg 1848

0 T T 1 T s I O N A
GCCTCCACAAAGAATAACACATGATGTGGGCATAAAACCTTTAAATCCAG 4111

acgacttctggcgetgcacctccggectecectcectgatgaagaceccee 1899
O O O R Y A A Y R N
ATGATTTTTGGAGATGCACGTCTGGTCTTCCATCTTTAATGAARRACTCCA 4161

aagataaggctgatgcccgggecccggectgetggecatgeccaccacegt 1949
T T T T T T O O O Y B O
AAAATARGGTTAATGCCGGGGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGT 4211

ggacggctgcgtgcgcaccccctccctgdtgatcaacgacctgatctacg 1999

T T O I I I O T O O I A
TGATGCCTGTGTTAGAACTCCGTCCTTAGTTATAAATGATCTGATTTATG 4261

cctacacctccaacctgatcacccgeggctgecaggacatcggcaagtee 2049

N N R RN R R A
CTTATACCTCGAATCTAATTACTCGAGGTTGCCAGGATATAGGARAATCA 4311

taccaggtgctgcagatcggcatcatcaccgtgaactccgacctggtace 2098

I N R N AR AR AR
TATCAAGTATTACAGATAGGGATAATAACTGTAAACTCAGACTTGGTACC 4361

cgacctgaacccceggatctcccacaccttcaacatcaacgacaacagga 2149

T I I 1 O I O 1 I T O A
TGACTTAAATCCTAGGATCTCTCATACTTTCAACATAAATGACAATAGAA 4411

agtcctgctcecctggccctecctgaacaccgacgtgtaccagetgtgetece 2199

e e AR R
AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTARACACAGATGTATATCAACTGTGTTCG 4461

acgcccaaggtggacgagcgctccgactacgccagcteccggcatcgagga 2249
O I e T e T N O e N e e O I I A
ACTCCCARAGTTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGA 4511

catcgtgctggacatcgtcaaccacgacggctccatcteccaccacccget 2299
I U T T 1 A Y I A
TATTGTACTTGATATtGTCAATCATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGAT 4561

286

byd

-

N

g

.lﬁ

L
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tcaagaacaacaacatcagcttcgaccagccctacgecgeectgtaccee

R e e R AN
TTAAGAACAATAATATAAGTTTTGATCARCCATATGCGGCATTATACCCA

tccgtgggeccecggecatctactacaagggcaagatcatcecttectgggeta

R e e e N R A
TCTGTTGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAARATAATATTTCTCGGGTA

cggcggcctdgagcaccccatcaacgagaacgccatctgcaacaccaccg
I I A I e N R e R N R NN
TGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGCAATCTGCAACACAACTG

ggtgccccggecaagacccagcgggactgcaaccaggcctcccacageccece
T I e I T I O B A
GGTGTCCCGGGAAAACGCAGAGAGACTGCARTCAGGCATCTCATAGTCCT

tggttctccgaccgecgcatggtgaactceccatcategtggtggacaaggg
N N R A RN R NN
TGGTTTTCAGACAGAAGGATGGTCAACTCCATTATTGTTGTTGACAAGGG

cctgaactccatccccaagectgaaggtgtggaccatctecatgcggecaga
T I T T T I Y O I A
CTTAAACTCAATTCCAARARCTGAAGGTATGGACGATATCCATGAGACAAR

actactggggctccgagggccgectgetgetgetgggcaacaagatctac
R e R RNy
ATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGCTACTTCTACTAGGTAACAAGATCTAT

atctacacccgctccaccagctggéacagcaagctgcagctgggcatcat

e e N R A R N N e R N
ATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAGTTACAATTAGGAATAAT

cgacatcaccgactacagcgacatccgcatcaagtggacctggcacaacg

L R I e B e e N O A N R N
TGATATTACTGATTACAGTGATATAAGAATAAAATGGACATGGCATAATG

tgctgagccggcccggcaacaacgagtgcccétggggccactcctgcccc
L1 I e R A A A
TGCTATCAAGACCAGGARACAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGCCCA

gacggctgcatcaccggegtgtacaccgacgectaccecctgaaccecac

e e e e e R A N R RN
GATGGATGTATAACAGGAGTATATACTGATGCATATCCACTCAATCCCAC

cggcagcatcgtgagctccgtgatectggactcccagaagtceccgggtga
I T e I I T B B
AGGGAGCATTGTGTCATCTGTCATATTAGACTCGCAAARRATCGAGAGTAA

2348
4611
2399
4661
2449
4711
2499
4761
2549
4811
2598
4861
2649
4911
26598
4961
2749
5011
2799
5061
2849
5111
2899

5161
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23800 acccecgtgatcacctacagcacctccaccgagegegtgaacgagetggee 2949

LRt bl A R AR RN

5162 ACCCAGTCATAACTTACTCAACATCAACTGAARGGGTAAACGAGCTGGCC 5211

2950 atccgcaacaagaccctgagegecggctacaccaccaccagetgcatcac 2999

PEEEr e e 1 P te ve b re vrrreer

| 5212 ATCCGAAACAAAACACTCTCAGCTGGATATACAACAACGAGCTGCATTAC 5261

i 3600 ccactacaacaagggctactgcttccacatcgtggagatcaaccacaaga 3049

L e e I O T I T O A O Y T

| 5262 ACACTATAACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGARATAAATCATARAA 5311

3050 gcectggacaccttccageccatgetgttcaagaccgagatccccaagage 3099

R e e R A R R N N RN

15312 GCTTAGACACATTCCAACCTATGTTGTTCARARACAGAGATTCCARAAAGC 5361

3100 tgcagctaaGAAT 3112

LErrr trr

\5362 TGCAGTTAATCAT 5374

R&

788
Lizg



PR

;
i
1
\
i
|
|
'!
k

?@AQA (lineal) de: FrsvHNpiv3.sec comprobacidén: 7448 secuencia de
ldcidos nucleicos desde: 1 a:3090 de FrsvHNpiv3 (no humanizada)
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Figura 33B
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atggagttgctaatcctcaaaacaaatqcaéttaccgcaatccctgctgc
agtcacactctgttttgcttcragtcaaaacatcactgaagaattttate
aatcaacatgcagtgcagtcagcaaacgetatcttagtgeictaagaact
ggttggtatactagtgttataactatacaattaagtaatatcaaggaaaa
taagtgtaatggaa:agacgc:aaggtaaaéttqataaaacaagaat:ag
ataaatateaaagtgctgTaacagaattgcagttgctcatgcaaagcaca
cccocaaccaacaatcgagcecegaagagaactaccaaggtttatgaatta
tacactcaacaataccaaaaataccaatgtaacattaagcaagaaaagga
aaagasgatttcrtggetttttgttaggtgitggatctgecaategecagt
ggcat:gc:gtatctaaggtcctgca:ctagaaggggaagtgaacaaaat
caaaagtgctctactatccacaaacaaggctgtagtcagettatcaaaty
gagttag:igtcttaaccagcaaagtgttagacctcaaaaactatatagat
aaacagttgttacctatigtgaacaagcaaagctgtagcatatcaaacat
“gaaactgtgatagagttccaacaaaagaacaacagactactagagatta
ccagggaatttagtgttaatgcaggtgfaactacacctqtaagcact:at
atgttaacaaatagtgaattattatcaﬁtaatcaatgatatgcctataac
aaatgatcagaaaaagttaatgtccaacaatgttcaaatagttagacagc
aaagttactctatcatgtccataataaaggaggaagtcttagcatatgra
gtacaattaccactatatggtgrtaatagatacacctigttggaaactgca

cacatccectctatgtacaaccaacacaaaggaagggtccaacatetgert

taacaagaaccgacagaggatggtactgtgacaatgcaggatcagtatct
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ttcttcccactagctgaaacatgtaaagttcaatcgaatcgagtattttg
tgacacaatgaacagtttaacattaccaagtgaagtaaatctctgcaaca
ttgacatattcaaccccaaatatgattgcaaaattatgacttcaaaaaca
gatgtaagcagctccgttatcacatctctaggagccattgtgtcatgceta
tggcaaaactaaatgtacagcatccaataaaaatcgtggaatcataaaga
cattttctaacgggtgtgattatgtatcgaataagggggtggacactgtg
tctgtaggtaatacattatattatgtaaataagcaagaaggcaaaagtct
ctatgtaaaaggtgaaccaataataaatttctatgacccattagtgttce
cctctgatgaatttgatgcatcaatatctcaagtcaatgagaagattaac
cagagcctagcatttattcgtaaatccgatgaattattacataatgtaaa
tgctggtaaatccaccacaaatatcatgAACAATGAGTTTATGGAAGTTA
CAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATATTAATGATCTAATACAGTCA
GGAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGAATTATAT
ACCaATATCATTGACACAACAAATGTCGGATCTTAGGAAATTCATTAGTG
AARTTACAATTAGGAATGATAATCAAGAARGTGCCTCCACAAARGAATAACA
CATGATGTGGGCATAAAACCTTTAAATCCAGATGATTTTTGGAGATGCAC
GTCTGGTCTTCCATCTTTAATGAARARACTCCAARARATAAGGTTAATGCCGG
GGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTTAGAACT
CCGTCCTTAGTTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCaAATCTAAT
TACTCGAGGTTGCCAGGATATAGGAAAATCATATCAAGTATTACAGATAG
GGATAATAACTGTAAACTCAGACTTGGTACCTGACTTAAATCCTAGGATC
TCTCATACTTTCAACATAAATGACAATAGAAAGTCATGTTCTCTAGCACT
CCTAAAtACAGATGTATATCAACTGTGTTCGACTCCCAAAGTTGATGARA

GATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTACTTGATATLGTC

290

Ve
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AATCATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAARCAATAATATAAG
TTTTGATCAACCATATGCGGCATTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATAT
ACTACAAAGGCAAAATAATATTTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCA
ATAAATGAGAATGCAATCTGCAACACAACTGGGTGTCCCGGGAAAACGCA
GAGAGACTGCAATCAGGCATCTCATAGTCCCTGGTTTTCAGACAGAAGGA
TGGTCAACTCCATTATTGTTGTTGACAAGGGCTTAAACTCAATTCCAAAA
CTGAAGGTATGGACGATATCCATGAGACAARATTACTGGGGGTCAGAAGG
AAGGCTACTTCTACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAA
GTTGGCATAGCAAGTTACAATTAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGT
GATATAAGAATAAAATGGACATGGCATAATGTGtTATCAAGACCAGGAAA
CAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGt CCAGATGGATGTATAACAGGAG
TATATACTGATGCATATCCgCTCAATCCCAQAGGGAGCATTGTGTCATCT
GTCATATTAGACTCGCAAAAATCGAGAGTAAACCCAGTCATAACTTACTC
AACAtCAACTGAARAGGGTARACGAGCTGGCCATCCGAARACARAACACTCT
CAGCTGGATATACAACAACGAGCTGCATTACACACTATARCAAAGGATAT
TGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCATAAAAGCTTAGACACATTCCAACC

TATGTTGTTCAAAACAGAGATTCCAARAAGCTGCAGTTAA

[ SEC ID NO: 55]
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Figura 33C

MAPA (lineal) de: FrhumHNphum.sec comprobacién:

il ; _ 9920 secqencia UCﬂ?wn
| cidos nucleicos humanizada desde: 1 a:3090 de FRSVHNPiV3 /Aéa
GGGTGGTACACtAGtGTGATCACCAT¢GAGCTGAGCAACATCAAGGAGAA
CAAGTGCAACGGCACCGACGCCARGGTGAAGCTGATCAAGCAGGAGCTGG
ACAAGTACAAGAGCGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGCAGAGCACC
CCCGCCACCAACAACagaGCCAGGCGCGAGCTGCCCAGGTTCATGAACTA
CACCCTCAACAACACCAAGAACACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGCGCA
AGaggCGCTTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGTGGGCTCCGCCATCGCCAGC
GGCATCGCGGTGTCCAAGGTCCTGCACCTGGAGGGGGAGGTGARCAAGAT
CARGAGCGCCCTGCTCTCCACCAACAAGGCGGTGGTCAGCCTGTCCAACG

GCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGACCTCAAGAACTACATCGAC

AAGCAat TGCTCCCCATCGTGAACAAGCAGL cCTGCAGCATCTCTAACAT
TGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACAGGCTGCTGGAGATCA
CCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCYGGCGTCACCACCCCGGTGAGCACCTAC

ATGCTGACCAACAGCGAGCTGCTGTCCCTGATCAACGACATGCCCATCAC

CAACGACCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAACGTGCAGATCGTGCGCCAGC
AGAGCTACagCATCATGagCATCATCAAGGAGGAGGTGCTGGCCTACGTG
GTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGAAGCTGCA
CACCTCCCCCCTGTGCACCACCAACACCAAGGAGGGCTCCAACATCTGCC
TGACCCGCACCGACCGGGGCTGGTACTGCGACRACGCCGGCTCCGTGTCC
TTCTTCCCCCTGGCGGAGACCTGCAAGGTGCAGTCCAACCGCGTGTTCTG

CGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTCTGCAACA
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TCGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAAGATtATGacctccaagacc
gacgtgagcagctccgtgatcacctccctgggcgccatcgtgtcctgcta
cggcaagaccaagtgtacagcctccaacaagaaccgcggcatcatcaaga
:cttctccaacggctgcgactacgtgtccaécaa@ggcgtggacaccgtg
tccgtgggcaacaccctgtactacgtgaacaagcéggagggcaagagcct
gtacgtgaagggcgagcccatcatcaacttctacgacccgctggtgttcc
cctccgacgagttcgacgcctccatctcccaggtgaacgagaagatcaac
cagagcctggecttcatcegcaagteccgacgagetgotgeacaacgtgaa
Cgccggcaagtccaccaccaacatcatgaacaacgagttcatggaggtga
ccgagaagatccagatggcctccgacaacatcaacgacctgatccagtcc
ggcgtgaacacccggctgctgaccatccagagccabgtgcagaactacat
ccccatctccctgacccagcagatgtccgacctgcggaagttcatcagcg
agatcaccatccggaacgacaaccaggaggtgcceeecccagaggatcace
cacgacgtgggcataaagcbcctgaaccccgacgacttctggcgctgcac
ctccggcctcccctccctgatgaagacccccaagataaggctgatgcccg
ggcccggcctgctggccatgcccaccaccgtggacggctgcgtgcgcacc
ccctccctggtgatcaacgacctgatctacgcctacacctccaacctgat
cacccgcggctgccaggacatcggcaagtcctaccaggtgctgcagatcg
gcatcatcaccgtgaactccgacctggtacccgacctgaacccccggatc
tcccacaccttcaacatcaacgacaacaggaagtcctgctccctggccct
cctgaacaccgacgtgtaccagctgtgctccaégccéaaggtggacgagc
gctccgactacgccagctccggcatcgaggacatcgtgctggacatcgtc
aaccacgacggctccatctccaccacccgcttéaagaacaacaacatcag

cttcgaccagccctacgccgccctgtacccctccgtgggccccggcatct
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actacaagggcaagatcatcttcctgggcﬁacggcggcctggagcacccc
atcaacgagaacgccatctgcaacaccaccgggtgcceccggcaagacccea
gcgggactgcaaccaggcctceccacagcccctggttecteccgaccgeegea
tggtgaactccatcatcgtggtggacaagggcctgaactccatccccaag
ctgaaggtgtggaccatctccatgcggcagaactactggggctccgaggg
ccgcectgcectgetgetgggcaacaagatctacatctacaccecgetceccacca
gctggcacagcaagctgcagctgggcatcatcgacatcaccgactacage
gacatccgcatcaagtggacctggcacaacgtgctgagececggecccggceaa
caacgagtgccecctggggccactcecctgecccgacggetgcatcaceggeg
tgtacaccgacgcctaccccctgaaccccaccggcagcatcgtgagetcece
gtgatcctggactcccagaagtcccgggtgaaccecgtgatcacctacag
cacctccaccgagcgecgtgaacgagctggccatccgcaacaagaccectga
gcgccggctacaccaccaccagectgecatcacccactacaacaagggetac
tgcttccacatcgtggagatcaaccacaagagecctggacaccttccagec

catgctgttcaagaccgagatccccaégagctgcagctaa

SEC ID NO : 56]
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F%igura 34B: Impacto de humanizacién sobre el nivel de expresion de FgHNp

oD

o i S

4000+ —a— FhumanizadaHNhumanizada
—m— FhumanizadaHNhumanizada+butirato Na
30004 . —~ FhumanizadalN
- FhumanizadaHN+butirato NA
2000 4 —O~ FHNori+
—— pEE1l4
1000 —— Fdroso (ng)
O J - L :
) 0.01 0.10 1.00 10.00 100.00

Volumen, plde medio gastado (IogiO)
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| Figura 34A

Impacto de humanizacién sobre
el nivel de expresion de FrHNp

4000+
—o— FhHNE10=0,5mg/L
—— FhHNE10+but=1mg/L
. —o— FhHNE7=0,5mg/L
—a— FhHNE7+but=1mg/L
Q2000 —o— FHNbis=0,03mg/L
—e— FHNbis+but=0,1mg/L
1808 - - pEE14
. == Fdroso(Stdr=ng)
%,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Volumen (ul, medio de cultivo de células, log10)
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j Fig 35: Uso de codones de F,,H,, ¥y genes humanos de alta expresidn
{ (hum alta exp). Se muestran las frecuencias (x 100) de los
i codones individuales para cada uno de los aminodcidos codificados
| degeneradamente, y el codén mis prevalente se muestra en
}negritas.

|
© 2 z © z z
| g = S g $ 2
| g2 LR ig i Eg
‘ Ala [GCG 17 10] GIn[CAG 88 32| Leu[TIG 6 25| Ser[AGT 10 19
| A 1347 A 12 68 A 211 C 34 15
T 1725 CUG 58 15 TCG 9 3
C_ 5318 A 320 A 530
T 514 T 13 17
Gu[GAG 75 52| [ C 2615 C 28 14
| Arg {AGG 18 30 A_25 48
A 10 30
\ CGG 21 10 The[ACG 15 7
| A 615 Lys|[AAG 82 51 A 14 41
| T 7 8/ Gly[GGG 24 24 A 18 49 T 14 30
| C_37 8 A 14 26 C_57 21
- T 12 33 i
\ C_ 50 17 '
| Asn [AAT 22 60 Phe[ TTT 20 39
, C 78 40 C_ 80 61| Tyr[TAT 26 34
C 74 66
His[CAT 21 60
Asp [GAT 25 59 C__79_40
C__175 41 |
Pro[CCG 17 19] Val[GTG 64 34
lle[ATA 5 25 A 16 40 A 510
Cys [TGT 32 56 T 18 35 T 19 23 T 727
C_ 68 44 C_ 77 39 C_ 48 19] C 25 29
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Figura 36: Diagrama esquemadtico de la sintesis por PCR de cada
ifragmento en los que X e Y son sitios de restriccién que

permiten la recuperacidén del fragmento de tamafio enterc a partir
[del vector de clonacidn.

X
|

PCR ‘ ‘

unidn e insercidn en el vector de clonacién
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Secuenciacion

Recuperacidn del vector pCRIITOPO par restriccion
conlas enzimas Xe Y
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Figura 37: Secuencia de los doce oligonucleétidos a partir de los
icuales se generd el fragmento A de PCR.

1)oli 1 FmuvHmv 1-98,hom ARN
gagtctagaccaccATGAAGGCGTTCCCCGTGATCTGCCTEGGGCTTCGCCATCTTCTCCAG

--------- R e s St e it S < 1¢)
CAGCATCTGCGTGARACATCAACATCCTGCAGCAGATCG
————————— T ittt ) -

2) oli 2 FmuvHmv 82-181,inv comp ARN
GTTGGGCAGCAGCTTGACCACCACGTAGGAGCTGGAGCTCTGGGAGTAGTAGCTCAGCTG

|
t
|
i
l
I
1
l
|
\
l
l

--------- R it it Dttt Sttt kit A 210,
CCTCACCTGCTGCTTGATGTATCCGATCTGCTGCAGGATG .
--------- B b et N N 0 10]

3) 0li 3 FmuvHmv, 166-264 hom ARN
CAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAAGAGCGTGALCCCA

————————— 4o e e = ()
GTACAACAAGACCCTGAGCAACCTGCTGCTGCCCATCGC
--------- fmmm e = §0

4) ©li 4 FmuvHmv, 250-352, inv compARN
CAGGGCGGCGATGCCGATGGCGATGCCGGCGAACCGCTTGTGCCGCCGGGAGCCGGGGGA

————————— bt B it e e et S Y 0!
GGGGGAGGTGATGTTGTTGATGTTCTCGGCGATGGGCAGCAGC

--------- ot —eccctmcncencaetaas 103

5) oli 5 FmuvHmv, 338-441,

hom ARN
GGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCACCGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCTGGTG
————————— e e e e S )
CAGGCCCAGACCAACGCCCGCGCCATCGCCGCCATGAAGAACTC
————————— Rt T it Teta T e Y|

6) oli 6 FMuvHmv, 427-523, inv comp ARN ‘
GTCCTGGATGGCCTGCACGGCGATGGCCAGCTGCTGGGTGCCCTCCTTCACCTCGAACAL

————————— et et el et e ettt A 10
GGCGCGGTTGGTGGCCTGGATGGAGTTCTTCATGGCG
--------- o e - 97

R
—

7) oli 7 FMUVHM 509-610,

hom ARN
CAGGCCATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGTCCTGC
| mmmmee e o R T R o m——— dom e R + 60
\ CAGATCCTGGACAACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTAC

————————— R bl L ittt Sateli 1)
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8) oli 8 FMUHM, 595-651, inv comp ARN
| GGACCGCAGGGCCTGGATACTGATGGGggaCAGGGCGGGGTTGATCAGCTGGGGCTGGAA

b s tomm - e e fomm————— o e + 60
CACGGTGGTCAGCTCGGTCAGGTACAGGCCCAGGGAG
| s ——— pmmm e dommmm e fmmmmem 97

|
|
§9> oli 9, 677-778, hom ARN
|CAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCGCCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGC

o e e e ke tmmm—————— et Fom e tomrm - + 60
| ACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTGAGCGCCGGCCTGATG
% ————————— 4o e pmmmmm e m—t== 102

!
|
10)
1

oli 10, FmuvHmv, 763-862, inv comp ARN
GTTGGACTGGGTCACGATGGTGGGCACGTTGATCTTCACGATCATCTGCATLTCGTPCAG

--------- o g e i s e e s s B
CAGCACGGACACGATCTGGCCCTCCATCAGGCCGGCGCTC
-------- e e e L T R 0]

11) oli 11, FmuvHmv, 848-949,

homARN '
GTGACCCAGTCCAACGCCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTCATCAACAAC
———————— R et e e et s ittt e S Y §)
CAGGAGTCCATCATCCAGCTGCCCGACCGCATCCTGGAGATC
e trmm—————— o —— pomm—— - —— -+-= 102

12) oli 12 FMUHM, 935-1039, inv COmpARN
GETCAGCCGCTCGGCCTCGTTGTACTGGCAGAAGATGTGGTGCCGGGTCAGCTTGCAGTT
e e —— e m e o pomm e Fommm +

60
CTTGGCGGGGTAGCGCCACTGCTCGTTGCCGATCTCCAGGATGEG
5 NI T . fmmmmmmee T $ommren 105

[SECID NOS: 57-68 respectivamente]
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IFigura 38: Secuencia de los nueve oligonucledtidos a partir de
pos cuales se generd el fragmento B de PCR.
12) oli 12 FMUHM, 835-1039, inv cOmpARN
GCTCAGCCGCTCGGCCTCGTTGTACTGGCAGAAGATGTGGTGGCGGGTCAGCTTGCAGTT

l
|
|
)
l
i
)
!
i
]

--------- et T R PP I 10
CTTGGCGGGGTAGCGCCACTGCTCGTTGCCGATCTCCAGGATGEG
--------- fommmmmmmmdmmmmmmm e e g mpo———— 105

13) oli 13, 1025-1129, hom ARN

GCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCAAGCTGTGCCTGGCCGGCAACATCAGCGCCTGLGTG
--------- e T i s T e
TTCTCCAGCATCGCCGGCAGCTACATGCGCCGCTTCGTGGCCCTG

————————— o e fm e m e b e ] 05

|
|
!
|
!
|
|
!
1
i
l
! 60
i

14) oli 14, 1115-1216, inv comp ARN
GGCGTGGTGGTCGGGCTGGTAGATGGGGTAGGAGGGGCTCTTGCACAGGCAGGTCAGGCT

--------- e s et e St <10
GCGGCAGTTGGCCACGATGGTGCCGTCCAGGGCCACGAAGCG

|

|

‘\ _________ it ot + _________ L R R - 102
‘\l

|

15) oli 15, 1202-1299, hom ARN

CCCGACCACCACGCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGAC
| e —————— o o —————— e ———— o e e + 60
i GGCCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCAC

————————— tommmmm e OB

16) oli 16 1285-1387, inv comp ARN

CTTGCTCAGCTCGGTGGAGATGTCGATGGGCTGGGTGTTGATGGTCTGGCTCAGGCTGAT

————————— R et e s ettt R P SRS )
GGTCAGGTTCTCGGCGTAGGTGATGTTGCTCAGG

--------- Hmmmm g mem g 94

\17) oli 17, 1363-1462, hom ARN

kCACCGAGCTGAGCAAGGTGAACGCCTCCCTGCAGAACGCCGTGAAGTACATCAAGGAGAG
--------- e e e e e e e e e et 60
\CAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGC

--------- 4mmmmm e dmmmpaae ey 100

i18) oli 18, 1447-1550, inv comp ARN
FCACCTGGTGCTCGATGGAGTTGGTCACGTCCAGGTTGGTGCTCAGGCTCTTGTGGATCT

————————— e e e et T il T TR RN RPEVE ¥ g
CGGCGGTGTAGATGGCGGCGCGGTGCAGGCGCTTGCTGCTCACG

S—
P
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19) oli 19, 1534-1636, hom ARN

CATCGAGCACCAGGTGAAGGACGTGCTGACCCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGT
————————— e it Rkt e e T T S |
GGGCCTGCGCACCCCCCAGCGCTTCACCGACCTGGTGAAGTTC

e e e UM e 1 013

20) oli 20 FmuvHmv, 1622-1718, inv comp ARN

\ GCTCGGGGGGGTTGATGCACCAGGTCAGGTCGCGGAAGTCGTACTCGCGGTCGGGGTTCA

————————— e e v —— et
GGAACTTGATCTTGTCGGAGATGAACTTCACCAGGTC
————————— e s it T P SRR

97

[SECID NOS: 69-77 respectivamente}
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Figura 39: Secuencia de los once oligonucledtidos a partir de los
‘cuales se generd el fragmento C de PCR.

-20) oli 20 FmuvHmv, 1622-1718, inv comp ARN

GCTCGGGGGGGTTGATGCACCAGGTCAGGTCGCGGAAGTCGTACTCGCGGTCGGGGTTCA

————————— e D et e D it A et A -1 ¢
GGAACTTGATCTTGTCGGAGATGAACTTCACCAGGTC ‘
————————— e ittt L B T PP Iy

21) o0li 21, FmuvHmv, 1701-1799,

|

1

|

\

|

{

|

|

l

\ ¢ 60
11 CCGAGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGE
|

|

hom ARN

GCATCAACCCCCCCGAGCGGATCAAGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGLCG
--------- e e R ittt Sttt e T PSR S
--------- L S O RPN EPIP o »
22) oli 22,1784-1888, inv comp
CATGTTGCTGAACTGGCCCCGGATGGTGGTGGGGCCGCTGCAGTTGCCCTTGCTCACGGE
--------- et s e ittt ST T TP PRV g}
CAGGAACTGGTTGGTGGTGCGGGTCTCCAGCAGGGTGCTGTTCAC

[ emmm———— o dmm o ——— 105

\ 23) oli 23, 1874-1871, hom ARN

i CAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACCTGGGCCGGGGCTACAACGTG

| s i T O R T TS T T + 60

2 AGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGCATGTACGG

| mmmmmmmee e e foom e pommm e

98
% 24) oli 24, 1857-2057, inv.comp ARN
CCACCTCGAACACGCGGTACATGCTCAGCTGGCTCAGCTCGCTCCGCTTGCTGCT CAGGT

————————— o e e e e e et e et 60
TGGGCTTCTCCACCAGGTAGGTGCCGCCGTACATGCCCTGG
————————— B e et T e A R O N |

25) oli 25, FmuvHmv, 2043-2140, homARN
GCGTGTTCGAGGTGGGCGTGATCCGGAACCCCGGCCTGGGCGCCCCCGTGTTCCACATGA

————————— Fom e e e e e e e e e ey 60
lCCAACTACCTGGAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGC

————————— e St LT P P PRR SRy -} -

! .

26) 0li26, FmuvHmv, 2125-2227, inv COMmMpARN
iGCCGCTGCCCTGGTAGGGGATGGTGATGCTGTCCTCGCCGTGGCACAGGGCGGCCAGCTT

—————————— e et e s St T e -1 ¢
\CAGCTCGCCCAGGGCCACCATGCAGTTGCTCAGGTCGTTGCTC

e Fomm tmm e tomm e —— +~-- 103

|

127) oli 27, 2212-2309, FmuvHm, hom ARN
FTACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTbTGGAAGAG

————————— o e e e e e e et 60
CCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCE
———————— e it e ettt T e 1




|
|
|
)
|
1
|
i
i
i
]
|
i
1
!
f
!
|
|
i
|

56/73

1‘28) oli 28, FmuvHmv, 2294-2392, inv comp ARN

GGTGGGCACGGCCCACTTGGCCTGGTTGTCGGCGATCACGCCGCGGTGGCTGCTCAGGTA ,

% ————————— tmm tommmm————— fomm——————— b ———— domm i ———— + 60
i CAGGCGGTCGATCACGGGGTCGTCGGTGCTCAGGGGCAC

| mases s it i i i i st e i, s 99

\29) 0li 29, Fmuv Hmv, 2377-2477, hom ARN

}GTGGGCCGTGCCCACCACCCGCACCGACGACAAGCTGCGCATGGAGACCTGCTTCCAGCA
|= == mmmma pommmmmmaem 4o o e e e pmmmm———— + 60
{GGCCTGCAAGGGCAAGATCCAGGCCCTGTGCGAGAACCCCG

[ fommmm dommmm e nm e +- 101
EO) oli 30, FmuvHmv 2462-2561, inv comp

1GATCTTCAGCTCCACGGTCAGGCTCAGGTCCACGCTCAGCACGCCGTAGCTGGGGATGC

e tommm e o ——— torrm—————— tmmm—————— o ——— + 60
bGTTGTCCTTCAGGGGGGCCCAtTCGGGGTTCTCGCACAG

# ———————— e m e tommmcaan P + 100

\ [SEC ID NOS: 78-88 respectivamente]
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‘Figura 40: Secuencia de los oc
!cuales se generé el fragmento D de PCR..
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30) oli 30, FmuvHmv 2462-2561, inv comp

TGATCTTCAGCTCCACGGTCAGGCTCAGGTCCACGCTCAGCACGCCGTAGCTGGGGATGC
————————— o mmm o e e s e e
GGTTGTCCTTCAGGGGGGCCCALTCGGGGTTCTCGCACAG

--------- i i i S e dimiminf - 1100

60

31) o0li31, FmuvHmv, 2546-2649, hom ARN

GTGGAGCTGAAGATCAAGATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGC
--------- fommmemm o m b mm e ———t e ———m e e e e ————
ATGGACCTGTACAAGAGCAACCACAACAACGTGTACTGGCTGAC

--------- T ettt bt L R 01

60

32) oli 32, FmuvHmv, 2635-2738, inv ‘comp ARN
CGGTGAACAGGTAGGGGCTCACCTTGAAGCGGGGaATCCACTCCAGGGTGTTGATCACGC

————————— b mmmemmdemmmmemm e mm e fdmmmm e f e mmmm =t 60
CCAGGGCCAGGTTCTTCATGGGGGGGATGGTCAGCCAGTACALG

--------- fmmemmmmccfammmmmmmedmcem e m e~ 104

33) oli 33, FmuvHmv, 2723-2827, hom ARN
CCCTACCTGTTCACCGTGCCCATCAAGGAGGCCGGCGAGGACTGCCACGCCCCEACCTAC

————————— b e dmm e mmm e mm = e m e m————~4 §()
CTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGAAGCTGAGCAGCAACCTG

————————— T et et L T L L L SO}

34) oli 34, FMUVHmv, 2813-2911, inv comp ARN

CACGTAGTACACCACGGCGTGCTCCACGCGGCTGGTGTCGTAGGTGGCCAGCACGTACTG
————————— e Tt e e
CAGGTCCTGGCCGGGCAGGATCACCAGGTTGCTGCTCAG

--------- By —mm i Bt i s b B G

60

35) oli 35 FMUHM, 2897-2995, homARN
GTGGTGTACTACGTGTACAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTG

--------- ek Rt e L T R T Lttt o10)
CCCATCAAGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGC

————————— s T -

36) oli 36, FmuvHBmv, 2981-3078, inv comp ARN

CCGCTGTGGGTGATGTGGCCGCCGCTCTCGCTGTCGGCCAGCACGCAGARGTGGCGGCAC
————————— fommm et safesmmme e mm e e e mmm =4 §)
CACAGCTTCTGGTCCCAGGTGAAGCACTCCACCTGCAG

————————— fmmmmmmmmet e cmen e e m - O8

ho oligonucleétidos a partir de los
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37) oli 37, 3064-3147, homARN
CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCCGCGAGGALGS
————————— T ekttt

CACCAACCGCCGCTAGcgaattcce

R fmmmmmmmee $mmmm 84

| SEC ID NOS: B89-96 respectivamente)

60
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a) fragmento A de PCR

Xbal Tsphl
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‘Figura 41: Construccién de pEE1l4F, humiN, hum

— | Frehum1-965 pCRIITOPO19
b) Fragmento B de PCR %
TspRI Aval
Fiay 965-1712 pCRIITOPO19
c¢) Fragmento C de PCR
Aval Apal
HMmv1712- pCRIITOPO19
0485
d) Fragmento D de PCR
Apal EcoRl
HMV2485-  L—pCRIITOPO19
3130
d) pEE14 F),,vhum H, hum
Xbal EcoRI

~ Fyuyhum(aal-482)H,,vhum(aa39-617)

—pEE14
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Figura 42A: Secuencia de &cido nucleico humanizada de F,H, (/%
(secuencia superior) en comparacién con la secuencia original de (/"U',
}?w,Hm, (secuencia inferior) y la correspondiente secuencia de /é)
aminodcidos.

i . . . ; 5
| 14 ATGAAGGCGTTCCCCGTGATCTGCCTGGGCTTCGCCATCTTCTCCAGCAG 63

R AR RN R R RN A !
1 ATGAAGGCTTTTCCAGTTATTTGCTTGGGCTTTGCAATCTTTTCATCCTC 50

64 CATCTGCGTGAACATCAACATCCTGCAGCAGATCGGATACATCAAGCAGC 113 ‘

R R RN R A A AR AR AR AR
51 TATATGTGTGAATATCAATATCTTGCAGCAAARTTGGATACATCAAGCAAC 100

i 114 AGGTGAGGCAGCTGAGCTACTACTCCCAGAGCTCCAGCTCCTACGTGGTG 163

R R R N A R AR N R
101 AGGTCAGGCAACTAAGCTATTACTCACAAAGTTCAAGCTCCTACGTAGTG 150

164 GTCAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAA 213

E N e N N AN RN NN N R
151 GTCAAGCTTTTACCGAATATCCAACCCACTGATAACAGCTGTGAATTTAA 200

214 GAGCGTGACCCAGTACARCARGACCCTGAGCAACCTGCTGCTGCCCATCG 263

T T T T O I T T I I B A Y
201 GAGTGTAACTCAATACAATAAGACCTTGAGTAATTTGCTTCTTCCAATTG 250

264 CCGAGAACATCAACAACATCACCTCCCCCTCCCCCGGCTCCCGGCGGCAC 313

T T U O I A T I S A N O O
251 CAGAAAACATAAACAATATTACGTCGCCCTCACCTGGGTCAAGACGTCAT 300

314 AAGCGGTTCGCCGGCATCGCCATCGGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCAC 363

O T T A T O T A A B A N B N R
301 ARACGGTTTGCTGGCATTGCCATTGGCATTGCYGCCcCTCGGTGTTGCGAC 350

364 CGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCTGGTGCAGGCCCAGACCAACG 413

T U O T T T O O O O I N A O O
351 CGCAGCACAAGTGACTGCCGCTGTCTCATTAGTTCAAGCACAGACAAATG 400

414 CCCGCGCCATCGCCGCCATGAAGAACTCCATCCAGGCCACCAACCGCGCC 463

[ R e R AR N R N N R
401 CACGTGCAATAGCAGCGATGAAAAATTCAATACAGGCAACTAATCGGGCA 450

464 GTGTTCGAGGTGAAGGAGGGCACCCAGCAGCTGGCCATCGCCGTGCAGGC 513

T T A O T I I A AN A R AR
451 GTCTTCGARAGTGAAGGAAGGCACCCAARCAGTTAGCTATAGCGGTACAAGC 500

514 CATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGT 563
CEVEEE L b b b bbbt rt
501 cATcCAAGACCATATCAATACTATTATGAACACCCAATTGAACAATATGT 550




564
551
614
601
664
651
714
701
764
751
814
801
864
851
814
901
964
951
1014
1001
1064
1051
1114
1101
1164

1151
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CCTGCCAGATCCTGGACARACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTACCTG

AR N R R AR R R R N R AN
CTTGTCAGATCCTTGATAACCAGCTTGCAACCTCCCTAGGATTATACCTA

ACCGAGCTGACCACCGTGTTCCAGCCCCAGCTGATCARCCCCGCCCTG

N R R R RN e A I N N RN
ACAGAATTAACAACAGTGTTTCAGCCACAATTAATTAATCCAGCATTGTC

. . 3 : . .
cCCCATCAGTATCCAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCG

R N R AR N R N A N RN
ACCGATTAGTATACAAGCCTTGAGGTCTTTGCTTGGAAGTATGACACCTG

CCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGCACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTG

e (N A
CAGTGGTTCAAGCAACATTATCTACTTCAATTTCTGCTGCTGAAATACTA

AGCGCCGGCCTGATGGAGGGCCAGATCGTGTCCGTGCTGCTGGACGAGAT

SRR R R RN N AR N R R AR R RN
AGTGCCGGTCTAATGGAGGGTCAGATAGT TTCTGTTCTGCTAGATGAGAT

GCAGATGATCGTGAAGATCAACGTGCCCACCATCGTGACCCAGTCCAACG
L L T I I I T O Y A NI
GCAGATGATAGTTAAGATARACGTTCCAACCATTGTCACACAATCAAATG

CCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTéATCAACAACCAGGAG
Bt ety Hl I O I I O O
CATTGGTGATTGACTTCTACTCAATTTCGAGTTTTATTAATAATCAAGAA

TCCATCATCCAGCTGCCCGACCGCATCCTGGAGATCGGCAACGAGCAGTG
AR N A e A N N R R RN RN R N R
TCCATAATTCARTTGCCAGACAGGATCTTGGAGATCGGARATGAACARTG

GCGCTACCCCGCCARGAACTGCAARGCTGACCCGCCACCACATCTTCTGCE

L R R R e e e e T AR A AR R N RN
GCGCTATCCAGCTAAGAATTGTAAGTTGACAAGACACCACATATTCTGCC

AGTACAACGAGGCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCAAGCTGTGCCTGGEC

R N R R R A A A R RN
AATACAATGAGGCAGAGAGGCTGAGCCTAGAAACAAAACTATGCCTTGCA

GGCAACATCAGCGCCTGCGTGTTCTCCAGCATCGCCGGCAGCTACATGCG

FELEE T 0 b el 0 N T T O I A I O O O A
GGCAATATTAGTGCCTGTGTGTTCTCATCTATAGCAGGGAGTTATATGAG

CCGCTTCGTGGCCCTGGACGGCACCATCGTGGCCAACTGCCGCAGCCTGA

R T AR A N N N A I
GCGATTTGTAGCACTGGATGGAACAATTGTTGCARACTGTCGAAGTCTAR

CCTGCCTGTGCAAGAGCCCCTCCTACCCCATCTACCAGCCCGACCACCAC

AR A A e R RN N B N R N
CGTGTCTATGCAAGAGTCCATCTTATCCTATATAQCAACCTGACCATCAT
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GCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGACGG
A A e N N AR RN
GCAGTCACGACCATTGATCTAACGTCATGTCARACATTGTCCCTGGACGG

CCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCACCTACGCCGAGAACC

R R R R R AN N R R RN
ACTGGATTTCAGCATTGTCTCGCTAAGCAACATCACTTACGCTGAGAATC

TGACCATCAGCCTGAGCCAGACCATCAACACCCAGCCCATCGACATCTCC

Eoal I RN N R R RN N N
TTACTATTTCATTGTCTCAGACAATCAATACTCARCCCATTGATATATCA

ACCGAGCTGAGCAAGGTGAACGCCTCCCTGCAGAACGCCGTGAAGTACAT

N A N R R R
ACTGAGCTGAGTAAGGTTAATGCATCCCTCCAAAATGCCGTTAAATACAT

CAAGGAGAGCAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGCC

PEotrrrr e ve e e bt (1 I
AAAAGAGAGTAACCATCAACTCCAATCCGTTAGTGTAAGTTCTAARAGAC

TGCACCGCGCCGCCATCTACACCGCCGAGATCCACAAGAGCCTGAGCACC

I AR R AR A A AR R R A
TTCATCGGGCAGCCATCTACACCGCAGAGATCCATARAAGCCTCAGCACC

AACCTGGACGTGACCAACTCCATCGAGCACCAGGTGAAGGACGTGCTGAC

N A R R AN AR R AR R AR
AATCTAGATGTAACTAACTCAATCGAGCATCAGGTCAAGGACGTGCTGAC

CCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGTGGGCCTGCGCACCCCCCAGC

(T I I I T A O S T O A O O A B A R
ACCACTCTTCARAATCATCGGTGATGAAGTGGGCCTGAGGACACCTCAGA

GCTTCACCGACCTGGTGAAGTTCATCTCCGACAAGATCAARGTTCCTGAAC

Corerrh v b vrrerer e reb et e v
GATTCACTGACCTAGTGAARTTCATCTCTGACAAGATTARATTCCTTAAT

CCCGACCGCGAGTACGACTTCCGCGACCTGACCTGGTGCATCAACCCCCC

R R e R N A R R
CCGGATAGGGAGTACGACTTCAGAGATCTCACTTGGTGTATCAACCCGCC

CGAGCGGATCAAGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGCCGCCG

T T U I T T I T O I O O O A O
AGAGAGAATCAARATTGGATTATGATCAATACTGTGCAGATGTGGCTGCTG

AGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGCTGGAGACCCGCACC

Lot breet b bbbt PEoTE e 1ol
AAGAGCTCATGAATGCATTGGTGAACTCAACTCTACTGGAGACCAGAACA

ACCAACCAGTTCCTGGCCGTGAGCAAGGGCARCTGCAGCGGCCCCACCAC

N T O O O O FErEr trri RN
ACCAATCAGTTCCTAGCTGTCTCAAAGGGAAACTGCTCAGGGCCCACTAC
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CATCCGGGGCCAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACC

i bbbl Pl FEERELERE i el
AATCAGAGGTCAATTCTCAAACATGTCGCTGTCCCTGTTAGACTTGTATT

TGGGCCGGGGCTACAACGTGAGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGC

orrrr el 1 P b rrind FEEHd
TAGGTCGAGGTTACAATGTGTCATCTATAGTCACTATGACATCCCAGGGA

ATGTACGGCGGCACCTACCTGGTGGAGAAGCCCAACCTGAGCAGCAAGCG

R N A A AR R RN
ATGTATGGGGGAACTTACCTAGTGGAARAGCCTARTCTGAGCAGCAAAAG

GAGCGAGCTGAGCCAGCTGAGCATGTACCGCGTGTTCGAGGTGGGCGTGA

! R O 1 T T T I O O B A
GTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGTACCGAGTGTTTGAAGTAGGTGTTA

TCCGGAACCCCGGCCTGGGCGCCCCCGTGTTCCACATGACCAACTACCTG

R R E R R
TCAGAAATCCGGGTTTGGGGGCTCCGGTGTTCCATATGACARACTATCTT

GAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGCAACTGCATGGTGGCCCTGGGCGA

N e e R R O N
GAGCAACCAGTCAGTAATGATCTCAGCAACTGTATGGTGGCTTTGGGGGA

GCTGAAGCTGGCCGCCCTGTGCCACGGCGAGGACAGCATCACCATCCCCT

T I I I O R O A B R O N I PEYEE b el
GCTCAAACTCGCAGCCCTTTGTCACGGGGAAGATTCTATCACAATTCCCT

ACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTG

RN R R N R
ATCAGGGATCAGGGAAAGGTGTCAGCTTCCAGCTCGTCAAGCTAGGTGTC

TGGAAGAGCCCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCGACGA

FEE I bbbt PEEETE 10 (I N
TGGAAATCCCCAACCGACATGCAATCCTGGGTCCCCTTATCAACGGATGA

CCCCGTGATCGACCGCCTGTACCTGAGCAGCCACCGCGGCGTGATCGCCG

N AN T T O O I I O O
TCCAGTGATAGACAGGCTTTACCTCTCATCTCACAGAGGTGTTATCGLTG

ACAACCAGGCCAAGTGGGCCGTGCCCACCACCCECACCGARCGACARGCTG

R e N RN
ACRACCAAGCAAAATGGGCTGTCCCGACAACACCGARCAGATGACAAGTTG

CGCATGGAGACCTGCTTCCAGCAGGCCTGCAAGGGCARGATCCAGGCCCT

T T T T T T A O I T I O O 6 T N B O
CGAATGGAGACATGCTTCCRACAGGCGTGTAAGGGTAAAATCCAAGCACT

GTGCGAGARACCCCGAaTGGGCCCCCCTGAAGGACAACCGCATCCCCAGCT

prrrrerr rerrr et rrererr e e 1 !
CTGCGAGAATCCCGAGTGGGCACCATTGAAGGATAACAGGATTCCTTCAT
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ACGGCGTGCTGAGCGTGGACCTGAGCCTGACCGTGGAGCTGAAGATCAAG

et e AR R R R R R
ACGGGGTCTTGTCTGTTGATCTGAGTCTGACAGTTGAGCTTAAAATCAAR

ATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGCATGGACCT

RN LA e e e Lt n
ATTGCTTCGGGATTCGGGCCATTGATCACACACGGTTCAGGGATGGACCT

GTACARAGAGCAACCACAACAACGTGTACTGGCTGACCATCCCCCCCATGA

PIATY FLERERY b et vt v bl
ATACAAATCCARCCACAACAATGTGTATTGGCTGACTATCCCGCCAATGA

AGAACCTGGCCCTGGGCGTGATCAARCACCCTGGAGTGGATLCCCCGLTTC

RN A e N A N R R RN R
AGAACCTAGCCTTAGGTGTAATCAACACATTGGAGTGGATACCGAGATTC

AAGGTGAGCCCCTACCTGTTCACCGTGCCCATCAAGGAGGCCGGCGAGGA

REE AR R AR N N N N AR A O N AR R R
AAGGTTAGTCCCTACCTCTTCACTGTCCCAATTAAGGAAGCAGGCGRAGA

CTGCCACGCCCCGACCTACCTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGAAGC

R R R R NN AR N NN S
CTGCCATGCCCCAACATACCTACCTGCGGAGGTGGATGGTGATGTCAAARLC

TGAGCAGCAACCTGCTGATCCTGCCCGGCCAGGACCTGCAGTACGTGCTG

[ T T T O T I T Y O T O A O B O
TCAGTTCCAATCTGGTGATTCTACCTGGTCAARGATCTCCAATATGTTITTG

GCCACCTACGACACCAGCCGCGTGGAGCACGCCGTGGTGTACTACGTGTA

Lottt Ll I R R R AR R
GCAACCTACGATACTTCCAGGGTTGAACATGCTGTGGTTTATTACGTTTIA

CAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTGCCCATCA

Crrrer P T U Y O AR IR I A R A
CAGCCCAgGCCGCTCATTTTLTTACTTTTATCCTTTTAGGTTGCCTATAA

AGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGCTTCACCTGGGACCAGAAG

A N R RN AR R R R R RN N
AGGGGGTCCCCATCGAATTACAAGTGGARTGCTTCACATGGGACCARAAA

CTGTGGTGCCGCCACTTCTGCGTGCTGGCCGACAGCGAGAGCGGCGGCCA
Etrbrrrer rrbrrre e e et [
CTCTGGTGCCGTCACTTCTGTGTGCTTGCGGACTCAGAATCTGGTGGACA

CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCC

LEEED T PEtErerrrerrere re retveeer b b
TATCACTCACTCTGGGATGGt GGGCATGGGAGTCAGCTGCACAGTCACCC

GCGAGGACGGCACCAACCGCCGCTAG 3139
T T T O T A O N
GGGAAGATGGAACCARTCGCAGATAG 3126
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?1gura} 42 B: F,H,.seq comprobacidn: 4381 secuencia de acido

Puclelco desde: 1 a: 3126 de F, H,, (no humanizada)

! ATGAAGGCTTTTCCAGTTATTTGCTTGGGCTTTGCAATCTTTTCATCCTC 6&’

TATATGTGTGAATATCAATATCTTGCAGCARATTGGATACATCAAGCAAC '/”f?

AGGTCAGGCAACTAAGCTATTACTCACAAAGTTCAAGCTCCTACGTAGTG

i GTCAAGCTTTTACCGAATATCCAARCCCACTGATAACAGCTGTGARTTTAA

GAGTGTAACTCAATACAATAAGACCTTGAGTAATTTGCTTCTTCCAATTG
CAGRAAACATAAACAATATTACGTCGCCCTCACCTGGGTCAAGACGTCAT
ARACGGTTTGCTGGCATTGCCATTGGCATTGCGGCCcCTCGGTGTTGCGAC
CGCAGCACAAGTGACTGCCGCTGTCTCATTAGTTCAAGCACAGACAAATG
CACGTGCAATAGCAGCGATGAAAAATTCAATACAGGCAACTAATCGGGCA
GTCTTCGAAGTGAAGGAAGGCACCCAACAGTTAGCTATAGCGGTACAAGC
cATcCAAGACCATATCAATACTATTATGAACACCCAATTGAACAATATGT
CTTGTCAGATCCTTGATAACCAGCTTGCAACCTCCCTAGGATTATACCTA
ACAGRAATTAACAACAGTGTTTCAGCCACAATTAATTAATCCAGCATTGTC
ACCGATTAGTATACARGCCTTGAGGTCTTTGCTTGGAAGTATGACACCTG
CAGTGGTTCAAGCARCATTATCTACTTCAATTTCTGCTGCTGAAATACTA
AGTGCCGGTCTAATGGAGGGTCAGATAGTTTCTGTTCTGCTAGATGAGAT
GCAGATGATAGTTAAGATAARCGTTCCAACCATTGTCACACARTCAAATG
CATTGGTGATTGACTTCTACTCAATITCGAGTTTTATTAATAATCAAGAA
TCCATAATTCAATTGCCAGACAGGATCTTGGAGATCGGAAARTGAACAATG
GCGCTATCCAGCTAAGAATTGTAAGTTGACAAGACACCACATATTCTGCC
AATACAATGAGGCAGAGAGGCTGAGCCTAGAAACAARACTATGCCTTGCA

GGCAATATTAGTGCCTGTGTGTTCTCATCTATAGCAGGGAGTTATATGAG




66/73
GCGATTTGTAGCACTGGATGGAACAATTGTTGCAAACTGTCGAAGTCTAA
CGTGTCTATGCAAGAGTCCATCTTATCCTATATACCAACCTGACCATCAT
GCAGTCACGACCATTGATCTAACGTCATGTCAARACATTGTCCCTGGACGG
ACTGGATTTCAGCATTGTCTCGCTAAGCAACATCACTTACGCTGAGAATC
TTACTATTTCATTGTCTCAGACAARTCAARTACTCAACCCATTGATATATCA
ACTGAGCTGAGTAAGGTTAATGCATCCCTCCAAARTGCCGTTAAATACAT
AAAAGAGAGTAACCATCAACTCCAATCCGTTAGTGTAAGTTCTAAAAGAC
TTCATCGGGCAGCCATCTACACCGCAGAGATCCATARAAGCCTCAGCACC
AATCTAGATGTAACTAACTCAATCGAGCATCAGGTCAAGGACGTGCTGAC
ACCACTCTTCAAAATCATCGGTGATGAAGTGGGCCTGAGGACACCTCAGA
GATTCACTGACCTAGTGAAATTCATCTCTGACAAGAT TAAATTCCTTAAT
CCGGATAGGGAGTACGACTTCAGAGATCTCACTTGGTGTATCAACCCGCC
AGAGAGAATCAAATTGGATTATGATCAATACTGTGCAGATGTGGCTGCTG
AAGAGCTCATGAATGCATTGGTGAACTCAACTCTACTGGAGACCAGAACA
ACCAATCAGTTCCTAGCTGTCTCAAAGGGAAACTGCTCAGGGCCCACTAC
AATCAGAGGTCAATTCTCAAACATGTCGCTGTCCCTGTTAGACTTGTATT
TAGGTCGAGGTTACAATGTGTCATCTATAGTCACTATGACATCCCAGGGA
ATGTATCGGGGAACTTACCTAGTGGAAAAGCCTAATCTGAGCAGCAARAG
GTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGTACCGAGTGTTTGAAGTAGGTGTTA
TCAGAAATCCGGGTTTGGGGGCTCCGGTGTTCCATATGACAAACTATCTT
GAGCAACCAGTCAGTAATGATCTCAGCAACTGTATGGTGGCTTTGGGGGA
GCTCAAACTCGCAGCCCTTTGTCACGGGGAAGATTCTATCACAATTCCCT
ATCAGGGATCAGGGAAAGGTGTCAGCTTCCAGCTCGTCAAGCTAGGTGTC

TGGAAATCCCCAACCGACATGCAATCCTGGGTCCCCTTATCAACGGATGA



67/73
TCCAGTGATAGACAGGCTTTACCTCTCATCTCACAGAGGTGTTATCGCTG
ACAACCAAGCAAAATGGGCTGTCCCGACAACACGAACAGATGACAAGTTG
CGAATGGAGACATGCTTCCAACAGGCGTGTAAGGGTARARATCCAAGCACT
CTGCGAGAATCCCGAGTGGGCACCATTGAAGGATAACAGGATTCCTTCAT
ACGGGGTCTTGTCTGTTGATCTGAGTCTGACAGTTGAGCTTAAAATCARAA
ATTGCTTCGGGATTCGGGCCATTGATCACACACGGTTCAGGGATGGACCT
ATACAAATCCAACCACAACAATGTGTATTGGCTGACTATCCCGCCAATGA
AGAACCTAGCCTTAGGTGTAATCAACACATTGGAGTGGATACCGAGATTC
AAéGTTAGTCCCTACCTCTTCACTGTCCCAATTAAGGAAGCAGGCGAAGA
CTGCCATGCCCCAACATACCTACCTGCGGAGGTGGATGGTGATGTCAAAC
TCAGTTCCAATCTGGTGATTCTACCTGGTCAAGATCTCCAATATGTTTTG
GCAACCTACGATACTTCCAGGGTTGAACATGCTGTGGTTTATTACGTTTA
CAGCCCAQGCCGCTCATTTTt TTACTTTTATCCTTTTAGGTTGCCTATAA
AGGGGGTCCCCATCGAATTACAAGTGGAATGCTTCACATGGGACCAAAAR
CTCTGGTGCCGTCACTTCTGTGTGCTTGCGGACTCAGAATCTGGTGGACA
TATCACTCACTCTGGGATGGtGGGCATGGGAGTCAGCTGCACAGTCACCC

GGGAARGATGGAACCAATCGCAGATAG

[SECID NO: 97]
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Fig 42 C: F,humH hum.seq comprobacién: 5778 secuencia de &cido
nucleico humanizada desde: 14 a: 3139 de F,H,

| ATGAAGGCGTTCCCCGTGATCTGCCTGGGCTTCGCCATCTTCTCCAGCAG @@V(
| Ve

i CATCTGCGTGAACATCAACATCCTGCAGCAGATCGGATACATCAAGCAGC /

AGGTGAGGCAGCTGAGCTACTACTCCCAGAGCTCCAGCTCCTACGTGGTG
GTCAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAA

GAGCGTGACCCAGTACAACAAGACCCTGAGCAACCTGCTGCTGCCCATCG

CCGAGAACATCAACAACATCACCTCCCCCTCCCCCGGCTCCCGGCGGCAC
! AAGCGGTTCGCCGGCATCGCCATCGGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCAC
CGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCiGGTGCAGGCCCAGACCAACG
CCCGCGCCATCGCCGCCATGAAGAACTCCATCCAGGCCACCAACCGCGLC
GTGTTCGAGGTGAAGGAGGGCACCCAGCAGCTGGCCATCGCCGTGCAGGC
CATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGT
CCTGCCAGATCCTGGACAACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTACCTG

CCGAGCTGACCACCGTGTTCCAGCCCCAGCTGATCAACCCCGCCCTIGt .

cCCCATCAGTATCCAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCG

CCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGCACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTG

AGCGCCGGCCTGATGGAGGGCCAGATCGTGTCCGTGCTGCTGGACGAGAT

GCAGATGATCGTGAAGATCAACGTGCCCACCATCGTGACCCAGTCCAACG
CCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTCATCAACAACCAGGAG
TCCATCATCCAGCTGCCCGACCGCATCCTGGAGATCGGCAACGAGCAGTG
GCGCTACCCCGCCAAGAACTGCAAGCTGACCCGCCACCACATCTTCTGCC
AGTACAACGAGGCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCAARGCTGTGCCTGGCC

GGCAACATCAGCGCCTGCGTGTTCTCCAGCATCGCCGGCAGCTACATGCG




639/73
CCGCTTCGTGGCCCTGGACGGCACCATCGTGGCCARCTGCCGCAGCCTGA
CCTGCCTGTGCAAGAGCCCCTCCTACCCCATCTACCAGCCCGACCACCAL
GCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGACGG
CCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCACCTACGCCGAGAACC
TGACCATCAGCCTGAGCCAGACCATCAACACCCAGCCCATCGACATCTCC
ACCGAGCTGAGCAAGGTGAACGCCTCCCTGCAGAACGCCGTGAAGTACAT
CAAGGAGAGCAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGCC
TGCACCGCGCCGCCATCTACACCGCCGAGATCCACAAGAGCCTGAGCACC
AACCTGGACGTGACCAACTCCATCGAGCACCAGGTGAAGGACGTGCTGAC
CCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGTGGGCCTGCGCACCCCCCAGC
GCTTCACCGACCTGGTGAAGTTCATCTCCGACAAGATCAAGTTCCTGAAC
CCCGACCGCGAGTACGACTTCCGCGACCTGACCTGGTGCATCARCCCCCC
CGAGCGGATCAAGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGCCGCCG
AGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGCTGGAGACCCGCACC
ACCAACCAGTTCCTGGCCGTGAGCAAGGGCAACTGCAGCGGCCCCACCAC
CATCCGGGGCCAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACC
TGGGCCGGGGCTACAACGTGAGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGC
ATGTACGGCGGCACCTACCTGGTGGAGAAGCCCAACCTGAGCAGCAAGCG
GAGCGAGCTGAGCCAGCTGAGCATGTACCGCGTGTTCGAGGTGGGCGTGA
TCCGGAACCCCGGCCTGGGCGCCCCCGTGTTCCACATGACCAACTACCTG
GAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGCAACTGCATGGTGGCCCTGGGCGA
GCTGAAGCTGGCCGCCCTGTGCCACGGCGAGGACAGCATCACCATCCCCT
ACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTG

TGGAAGAGCCCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCGACGA



N7)

70/73
CCCCGTGATCGACCGCCTGTACCTGAGCAGCCACCGCGGCGTGATCGCCG
ACAACCAGGCCAAGTGGGCCGTGCCCACCACCCGCACCGACGACAAGCTG
CGCATGGAGACCTGCTTCCAGCAGGCCTGCAAGGGCAAGATCCAGGCCCT
GTGCGAGAACCCCGRaTGGGCCCCCCTGAAGGACAACCGCATCCCCAGCT
ACGGCGTGCTGAGCGTGGACCTGAGCCTGACCGTGGAGCTGAAGATCAAG
ATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGCATGGACCT
GTACAAGAGCAACCACAACAACGTGTACTGGCTGACCATCCCCCCCATGA
AGAACCTGGCCCTGGGCGTGATCAACACCCTGGAGTGGATtCCCCGCTTC
AAGGTGAGCCCCTACCTGTTCACCGTGCCCATCAAGGAGGCCGGCGAGGA
CTGCCACGCCCCGACCTACCTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGAAGC
TGAGCAGCAACCTGGTGATCCTGCCCGGCCAGGACCTGCAGTACGTGCTG
GCCACCTACGACACCAGCCGCGTGGAGCACGCCGTGGTGTACTACGTGTA
CAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTGCCCATCA
AGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGCTTCACCTGGGACCAGAAG
CTGTGGTGCCGCCACTTCTGCGTGCTGGCCGACAGCGAGAGCGGCGGCCA
CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCC

GCGAGGACGGCACCAACCGCCGCTAG

ECID NO: 98]
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Figura 43: IgG total dirigida contra la proteina FHN
! IgG total, grupo 1, FHN Total IgG anti-FHN, group 2=
]l + 3D-MPL/QS21 FHN+Alum
| 30001 ‘ 3000 o
E —e—raton 1 E | ~e— ratén 1 & 0/
3 —— ratén 2 ] —e— ratén 2 (?é) -
K 20004 —— ratén 3 P 2000 -y ratén 3 >3
» ——ratbnd o —ae raton 4
E —— raton & E ~e— ratén 5
fg 10004 e 1alon 6 S 10004 --6-. atén 6
wee faton 7 5
ﬁ -.«.. fatén 8 < e rR100) .
i 0 ” T v v v Y oeelfatén® o f 0 R e 'a:zn:
! 10010 10' 0% 10* 10" 10' ... ratén 10 e 1 i A v e e
‘I Dilucibn de suero ... ratén 11 W “I)Diluci1éon do ;(:Jero 107 10" 0. raton 10
T — ratén 12 —we-fatén 11
! cowwes ratén 12
! Ig9G total anti-FHN, grupo 3 = gG total, grupo 4 = 3D-MPL/QS21
] FHN
| 30004 &
\g —— ratin ; € . ~w ratones 1-6
2 mion § ——ratones 7-12
2 2000- ratén 3 ©
o ratén 4 § 20004
!E ratén 5 3
1o 10004 . ratén 6 8
g 4
§ g ratén? 418
.g.. ratén 8
i [ .. rawn9 0 — " M a
i 10! o . ratén 10 107 10° 10*  10° 10 107 100
[ Dilucién de suero o 13160 11 Dilucién de suero
. ratén 12
! 1gG total, grupo 5 = ratones sin tratar
! £ 30004
. c —a— ratones 1-6
l § ~e— fatones 7-12
i
r 2000 :
| g
| 8
=]
§ 1000
!
0+ e 4
167 10*  10*  10* 10* 107 10°
Ditucion de suero
1gG total, grupo 6 = RSV vivo : ;
O g griR 1gG total, grupo 7 = PiV3 vivo
c ~8— ratén 1
3000
§ —e— ratén 2 E —-— ratén 4
: 2000 B —e— ratén 3 3 —a ratén 2
2 —e-raténd 7 —s— ratén 3
e ——raténs5 .8 200
© 8 —— raton 4
Ag 10004 0. ratén 6 5 — ratén 5
2 g ratén7 § 1000 0. raton 6
~0--13thn 8 <« waee ratén 7
0 T T v T . y o--ratén 9 e
10? 10? 10* 104 108 407 100 @-+ ratén 8
S --o-- ratén 10 0+ T r : «e0e ratén 9
Dilucién de suero 107100 904 10 100 107 q00 e
A v ratén
..... ratén 12 Dilucién de suero

I veaee Taton 12




F

L

-

p

ura 44: IgGl dirigida contra la proteina FHN

Absorbancia a 405 nm

Absorbancia a 405 nm

Absorbancia a 405 nm

72/73

19G 1, grupo 1 = FHN + 3D-MPL/QS21

IgG 1, grupo 2 = FHN + Alumbre

405 n—e—rathn1 g 30094 —e-- ratén 1 -
“e—— raton 2 5 - raton 2 6’%
X ~—a-ratén 3 < | —— ratén 3 Sl
2000 c——raténd g 2000 - ratén 4 < "
w——raton 5 e 16N 5
1000 e ratén 6 £ o— ce.. 1atON 6
e raton 7 g 1 e ratén 7
ceeee. 1ALON 8 .w.. ratén 8
0 . ; . . ’ f ......raton9 ol B oo 5 ..e.. TAION S
10000 100 10* 10° 107 10' .. ratén 10 100 10°  10°  10°  10° 107  10' ..s.. ratén 10
Dilucién de suero raton 11 Dilucién desuero ... ratén 11
------ ratén 12! -oeee ratbn 12
lg6: 4, Grupeid =FHN lgG 1, grupo 4 = 3D-MPL/QS21
40007 —e—ratény 2000 —a— ratones 1-6
—— ratén 2 E —ae fatones 7-12
30001 —— ratén 3 §
——raten 4 ® 29007
20001 ——ratén & ‘§
w-e.. ratén 6 8
10004 e raln 7 10004
s FatON 8 g
0 . - . : .. FAIONY R
10030 10' 10' 10 107 10 .. raton 10 0+
Dilucién de suero <emaee at6N 11 07 e "’f '10' e ot e
e ratON 12 Dilucién de suero
19G 1, grupo 5 = ratones sin tratar
I 00 —e—ratones 1-6
o —o— ratones 7-12
Q
& 2000
g
§ Jo00-
0 5‘: . .4 » 4
107 10 100 100 10t 10" 10°
Dilucién de suero
19G1, grupo 6 = 1IgG 1, grupo 7 = PiV3 vivo
RSV vivo
—— ratén 1 5000 —a ral6n {
E — ratén 2
——ratn3 B —— ratén 3
- ratn 4 —=— ratén 4
—— ratén § —— r8tén §
.a.. raton 6 5 ..a.. ratén &
e-eratén 7 § --wee ratén 7
e raton 8 € 10009 TeIne ... ratén 8
L pis5 - ..e.. raton 9
1074010 10 100 10 L ratén 10 I TEN P TR AR, ¢ 40! ++a-. 1at6n 10
Dilucién de suero .. ratén 11 Dilucién de suero <eee 1EON 11
~~~~~ raton 12 .. ratén 12



T 73/73 ,,;(,\
Fiéura 44: IgG2a dirigida contra la proteina FHN

i Gy o

[ : {0 I

IgG2a,"group 2= FHN+ Alum

19G2a, grupo 1 = FHN + 3D-MPLIQS21
3000+ : 3000 - ~a— ratén 1 6 2
E ——raton1 E —— ratén 2 U) R
I g —~—ratén2 2 ~=- ratén 3 ~
¥ 2000 ——ratén3 T 2000- ~—— ratén 4 ’
g ——raténd 8 e ratén 5
i 5 ~— ratén § g e ratéN 6
! g 1000+ <eme 18LON 6 g 10001 weace 126N 7
2 cewee ratén 7 2 w.. fatén 8
wee-. Fatén 8 ..a.. 1ALON 9
‘ 0 cce.. TAION Y 0 s ; . ..e.. ratén 10
Y 3 U ]
! 107 10°  10¢ 10°  10° 407 1q¢ --=-- M3 10 107100 10t 0' 0% 907 90' | oien 11
Dilucién de suere == ratén 11 Dilucién de suero vome 126N 12
----- ratén 12
i 5 19G2a, grupo 3 = FHN
1gG2a, grupo 4 = 3D-MPL/QS21
3000+ 3000 +
E ‘ s—ralint —s— ratones 1-6
8 ——ran2 = —— ratones 7-12
| © 2000- ——ratén3 @ .
g ——ratn4  © G
g ——ratén5 G
S 10004 --e.. fatén 6 fé’
§ <vees ratéN 7 § 1000+
e Tatén 8 <
o . =SS e =g e ratén 8 e— L
300 100 10* 40} ' ) ' .e.. Fatén 10 ° T T ! M —
4] 10 10 10 107 10? 10 10° 10° 10’ 10*
Dilucién de suero e Tatén 11 ‘ Dilucién de suero
----- ratén 12
1gG2a, grupo 5 = ratones sin tratar
3000+
€ —o- ratones 1-6
i = —~ fatones 7-12
¥ [=]
= 20004
o]
Q
8
10004
g
o I =%
107 100 40*  10* 0% 10" 10*
Dilucién de suero
l 13G2a, grupo 6 = RSV vivo IgG2a, grupo 7 = PiV3 vivo
E —a—raton 1
lrr:’ t6n 2 E ~—e— ratén 1
=] —rebne g —— ratén 2
° -o..ratén 10 ¥ —— ratén 3
S 8 —— ratén 4
<
E n1
8 ratén 12 § ——— ratén 5
2 2 --e.. Fatén 6
< g -~ ratén 7
e ratén 8
. . X 3 - . e FAtOR 9
10 100 10*  10% 0t 107 q0° . e.. fatén 10

Dilucién de suero Dilucién de suere ratén 11

wee- TALON 12




2

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

2do. EXAMEN DE .FORMA PATENTE DE INVENCION

; ‘ Folio 326
Radicacion no 00-3425

Concepto Técnico no 1462 Clasificacion Internacional de Patentes: CO7K 14/115,
A61K 39/155, C12N 15/62

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

SI[Y] NO[] Contiene un resumen de la invencién (Art.26-¢).
SI[Y] NOJ] Contiene el titulo o nombre de la invencion (Art.27-d).
SI[Y] NOJ[] Contiene la descripcion de la invencion (Art.26-b).

SI[Y] NO[ ] NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para comprender la invencion
(Art.26-d) . '

SI[Y] NO[ ] Contiene una o méas reivindicaciones. (Art.26-c).

SIT'] NOJ | NO ES APLICABLE [¥] Han sido desarrollados los productos y/o procedimientos a
; ~ partir de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los
! Paises Miembros es pais de origen. (Art. 26- h).

SIT]T NO[ ] NO ES APLICABLE [¥]Los productos y/o procedimientos han sido obtenidos o
desarrollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, o locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establecido en la
Decision 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes.(Art.26-i).

SIT'] NO[Y] La invencion se refiere a un producto relativo a un material bioldgico. (Art.26-J).
SI[Y] NO[ ] La prioridad coincide con la materia reivindicada.

SI[v] NO[] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

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

Nuevo capitulo descriptivo folios 171 a 243.
i Nuevo capitulo reivindicatorio folios 244 a 251
Nuevas figuras folios 253 a 325.

EXAMINADOR TECNICO
202016

. Bogota D.C., 2002-09-30

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

; ; Folio
12020
iBogoté DC
]Doctor(a)
:GERMAN CASTILLO GRAU i
|Apoderado(a) .
|
]iREFERENCIA: Radicacion No. 00-3425
| Tramite 002
Evento 001
| Actuaciéon 416
i Oficio No. 1972
l_l Folios 001

Tenlendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expedlente indicado en la referencia, reine los requisitos de forma establecidos en los
é\rtlculos 26 y 27 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, y en las
demas disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la
Oflcma de Comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad
Industnal conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decision.

!
|
|

(Lﬁmplase
Dado en Bogota DC, a los @/7 gcy.

o
&4

ogota DC, A 7[~03 El extracto de esta solicitud fue publicado en el 529/'
numero 52 eﬂ la Gaceta de Propiedad Industrial, de fecha 3/ - ~Or-©3

l .El termlno habil sefialado por la ley expir6é el 3¢ ~0}’c03 y Sl

NO 7\4 se presentaron oposiciones por parte de terceros.

/

202016

Carrera 13 No. 2700 Piso 5y 10
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
RADI;‘CACK‘)N: 0-3425 EDICTO No. 13588

i LA SECRETARIA GENERAL AD-HOC
\\ HACE SABER:

Que e‘gta Superintendencia profiri6 Resolucién No. 22804 de 19-AGO-2003 Que el contemdo de la parte resolutiva es como sigue: El
Supenntendente de Industria y Comercio.

“ RESUELVE

‘| ARTICULO PRIMERQ: Declarar abandonada la solicitud de privilegio de patente de invencion contenida en
\’ ¢l expediente de la referencia.

\ ARTICULO SEGUNDO: Nofificar personalmente €l contenido de ia presente resolucion al doctor Geman
l i 0 a qui

i

|

Castillo Grau, o a quien haga sus veces, quien actla como apoderado de Smithkfine Beecham Biologicals
S, entregandole copia de ia misma, adviiéndole que contra ella procede el recurso de reposicion

interpuesto ante el Superintendente de Industria y Comercio, al momento de la notificacion o dentro de los 5
\ dias habiles siguientes a ella.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dadaen Bogota, DC.,alos 19 AS0. 2003
EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO,

}

{

‘i J BAR

! wd

Para notnﬁcar a los interesados, se fija el presente EDICTO en lugar visible al publlco en la SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y
COMERCIO por el termino de (10) diez dias habiles contados a partir de las 8:30 a.m. de hoy.

Secretana’GeneraI Ad-Hoc 02-SEP-2003

Este edicto se desfija hoy 15-SEP-2003 a las cinco (5:00 p.m.)
Secretaria General Ad-Hoc
EDICTO Nb. 13588
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