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HEPATITIS C ANTIBODIES AND USES THEREOF

Government Support

[0001]  This invention was made with government support under grant number HLO79381
awarded by the United Statcs National Institutes of Health. The government has certain rights in
the invention.

Background

[0002]  Over 170 million people worldwide are infected with hepatitis C virus (HCV). Acute
infection 1s usualty silent, but the majority of infected individuals develop persistent infections
(Major et al., 2001, “Hepatitis C virusces,” Fields Virology, 1127-1162; incorporated hercin by
reference). A small percentage of acute infections however resolve viremia with discasc
resolution. Ccllular immunity is necessary, as a robust and sustained CD4" T cell response is
temporally associated with virus clearance leading to diseasc resolution (reviewed in Shoukry er
al., 2004, Annu. Rev. Microbiol., 58:391; incorporated hercin by reference).

[0003]  Antiviral drugs (e.g., interferon or PEGylated interferon) {aken alonc or in
combination with ribavirin (i e., nucleoside analog which interferes with viral genome
replication) can be used for the treatment of persons with chronic hepatitis C, but the cost of
treatment is very high. Treatment with interferon alone is cffective 10 about 10% to 20% of
patients, whilc interferon combined with ribavirin is effective in about 30% to 50% of patients.
[0004]  The present invention encompasses the recognition that antibodies may be developed
that can be uscful for prophylaxis, treatment, and/or diagnosis of HCV. A significant challenge
for antibody-based vaccine development s defining conserved profective epitopes and

generating antibodics that specifically recognize these epitopes.

Summary of the Invention

[0005]  The present invention provides monoclonat antibodies, including human monoclonal
antibodics, which bind to multiple hepatitis C virus (HCV) genotypes and/or subtypes. Such
antibodics are useful in the prophylaxis, trcatment, diagnosis, and/or study of HCV. In
particular, the present invention provides monoclonal antibodies binding to conserved

conformational epitopes of HCV envelope glycoprotein E2. In some embodiments, HCV
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antibodies in accordance with the present invention arc able to bind to many, most, or all cases of
HCV. In some embodiments, monoctonal antibodies find use in a variety of diagnostic assays.
HCV antibodies in accordance with the invention find use in passive immunotherapy for
rcducing viral load of infected individuals. Usc of HCV antibodics in accordance with the
invention may also interfere with the infection of target cells. Antibodics recognizing conserved
cprtopes can be used o provide a template for the rational design of peptide and
conformationally defined epitope mimetics (e.g., organic compounds, organometallic
compounds, inorganic compounds, small molecules, efe.). In some embodiments, conscrved
regions of HCV E2 protcin and fragments thercof are provided for use in therapeutics,
prophylaxis, diagnostics, and/or other purposcs.

[0006] In some cmbodiments, antibodics in accordance with the invention are directed to
conformational cpitopes of the E2 protein of HCV. Conformational and lincar epitopes of E2
have been identified using a pancl of monoclonal antibodies and a scries of delction constructs of
2. Previous studics (see, e.g., U.S. Patent 6,692,908; and U.S. Patent Publications
2006/0104980 and 2006/0188571; all of which are incorporated herein by reference) have
reported a class of antibodies that bind to conformational epitopes between E2 amino acids 411 —
644 from HCV 1b. Antibodics of this class have been found to inhibit the interaction of E2 with
CDS81. Another class of antibodics has been found to bind to conformational epitopes between
HCV 1b E2 amino acids 470 — 644, A third class of antibodies binds to conformational epitopes
between HCV 1b E2 amino acids 470 — 644 but fails to inhibit the binding of E2 to CDR1. A
fourth class binds to conformational epitopes between HCV 1b E2 amino acids 644 - 661. A
fifth class binds 1o conformational epitopes between HCV 1b E1 amino acids 230 —313. A sixth
class binds to a lincar HCV El epitopes derived from multiple genotypes. A scventh class binds
to conformational epitopes that include in part HCV la E2 amino acids 657 — 698,

[0007]  Insome cmbodiments, conformational epitopes to which HCV antibodics are dirccted
are conserved among HCV genotypes (e.g., genotypes 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, and/or
combinations thereof). In some embodiments, conformational epitopes to which HCV
antibodies arc directed arc conserved among HCV subtypes (e.g., subtypes la, 1b, Ic, 2a, 2D, 2c,
3a, 3D, 4a, 4b, dc, 4d, de, 5a, 6a, 7a, 7b, Ba, &b, 9a, 10a, 11a, and/or combinations thercof). In

some embodiments, conformational epitopes to which HCV antibodics arc directed are
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conscrved among HCV strains. It is cstimated that over 100 strains of HCV exist, which arc
given numerical designations (e.g., 1, 2, 3, erc.) after the genotype and subtype indication.
[0008]  The present invention provides monoclonal antibodics that recognize HCV 2
cpitopes that are more precisely defined than any of the cpitopes described above. Antibodics in
accordance with the invention cross-compete with some of the previbusly-dcscribcd antibodics.
Howcver, some antibodics in accordance with the invention neutralize HCV in respected model
systems with greater potency than previously-described antibodies. Thus, the present invention
cncompasses the recognition that the newly-identified antibodics, described hercin, may provide
greater therapeutic and/or prophylactic benefit than previously-described antibodies.

[0009]  In some embodiments, anti-HCV E2 antibodies are sclected from the group consisting
of human monoclonal antibody HC-1 which is sccreted by the hybridoma cell line deposited in
the Amernican Type Culture Collection (ATCC) under Accession number PTA-9416; human
monoclonal antibody HC-3 scereted by the hybridoma cell line deposited in the ATCC under
Acccssion number PTA-9417; human monoclonal antibody HC-11 secrcted by the hybridoma
ccll line deposited in the ATCC under Accession number PTA-9418; and human monoclonal
antibody CBH-23 secreted by the hybridoma cell line deposited in the ATCC under Accession
number PTA-9419.

[6010]  Antibodies in accordance with the present invention may be combined with
pharmaccutically acceptable excipients to provide pharmaccutical formulations. The present
invention provides pharmaceutical compositions for treatment, prevention, and/or diagnosis of
hepatitis C infection. In some embodiments, pharmaceutical compositions in accordance with
the invention comprisc human antibodics capable of binding to the HCV envelope glycoprotein
E2 and capable of neutralizing HCV infection in vitro and in vivo,

[0011]  In somc embodiments, pharmaceutical compositions i accordance with the invention
may comprise fragments of HCV antibodices (e.g., HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23) that
substantially retain the antigen binding characteristics of the whole antibody. In some
cmbodiments, pharmaceutical compositions may comprisc HCV antibodics produced by
recombinant methods that are well known in the art.

[0012]  The present invention provides various therapeutic, prophylactic, and/or diagnostic
uses of HCV antibodies in accordance with the invention. In some ecmbodiments,

pharmaccutical compositions comprising HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 antibodics may be
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used for the treatment of chronic and/or acute hepatitis C infection by administering to patients a
therapeutically effective amount of the antibodics, or fragments thereof, capable of binding to
HCV E2. A therapeutically effective amount is an amount sufficient to achieve onc or more
particular biological effccts. A therapeutically effective amount may be administered in a single
dosc at a single time, or may be distributed over time in multiple individual doses (of the samc or
different sizes), or in continuous delivery (at a constant or variable rate)., In certain
cmbodiments, a therapeutically cffective amount is an amount cffective to achieve one or more
desired biological results including, but not limited to: (i) alleviating one or more symptoms of
HCV infection; (i) reducing the number of circulating viral particles in an individual and/or in
any onc of an individual’s organs (e.g., liver); (iii) preventing recmergence, reducing the
likelihood of reemergence, and/or delaying the reemergence of onc or more symptoms of HCV
fection; and/or (1v) preventing, reducing the likclihood of, and/or dclaying the onsct of an
increasc in the number of circulating viral particles in an HCV-infected individual and/or in any
onc of an individual’s organs (e.g., liver). Pharmaceutical compositions in accordance with the
invention may be uscd to prevent, reduce the recurrence of, and/or delay the onset of HCV
infection. They may be used, for example, for passive immunization of individuals recently
exposed to HCV or at risk of being exposed to HCV, newborn babies born to HCV -positive
mothers, and/or liver transplantation patients {e.g., to prevent possible recurrent HCV infecetions
in such patients).

|0013]  The invention also provides pharmaccutical compositions comprising therapeutically
cffective amounts of antibodies in accordance with the invention combined with at teast one
other anti-viral agent as an additional active ingredient. Such agents may include, but are not
limited to, interferons {(e.g., interferon a-2b, interferon-y, etc.), anti-HCV monoclonal antibodies,
anti-HCV polyclonal antibodies, RNA polymerase inhibitors, protcase inhibitors, nibavirin, IRES
inhibitors, helicasc inhibitors, immunomodulators, antisense compounds, short interfering RNAs,
short hairpin RNAs, micro RNAs, RNA aptamers, ribozymecs, and combinations thereof.

[0014]  Antibodics in accordance with the present invention define conformational epitopes in
the HCV E2 protein, and compositions and compounds containing such epitopes are provided.
For example, the present invention provides proteins, peptides, and small molecules comprising
conformational epitopes of HCV E2 protein. Peptides may contain one or more epitopes

rccognized by antibodics in accordance with the present invention. In certain embodiments,
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protcins arc strings of concatcnated peptides with optional linking sequences, at least onc of
which contains at least one conformational epitope of HCV. Peptides of the string may contain
different conformational epitopes of HCV E2 protein. Alternatively, peptides of the string may
all contain the same epitope. In general, it ts desirable that the peptides of the string fold
properly in order to display the conformational epitope(s) substantially as it appears in naturc,
Such proteins and peptides may be uscd in formulating vaccines or uscd in diagnostic tests.
[0015]  The present invention also provides methods for stratifying patients based on their
immunological response to HCV and for identifying those patients likely to respond well to HCV
immunotherapy. For example, a patient’s serum may be used to test for the presence of
antibodics directed against a particular epitope of HCV. If the patient does not have adequate
tevels of antibodies directed to such an epitope, specifically a conformational epitope of HCV E2
protein, human monoclonal antibodics directed against the epitope may be administered to the
paticnt. The patient’s own immune response may be supplemenicd with antibodics in
accordance with the invention or compositions thercof, In certain embodiments, immunotherapy
aids in clearance of HCV virus and/or resolution of HCV infection. In certain embodiments,
immunotherapy in accordance with {he present invention treats and/or prevents chronic HCV

infection.

Definitions

[0016]  Amino acid: Asused hercin, term “amino acid,” in ils broadest sense, refers to any
compound and/or substance that can be incorporated into a polypeptide chain, In some
embodiments, an amino acid has the general structure HoN-C(H)(R)-COOH. In some
cmbodiments, an amino acid is a naturally eccurring amino acid. In some cmbodiments, an
amino acid is a synthetic amino acid; in some embodiments, an amino acid is a D-amino acid; in
some embodiments, an amino acid is an L-amino acid. “Standard amino acid” refers to any of
the twenty standard L-amino acids commonly found in naturally occurring peptides.
“Nonstandard amino acid” refers to any amino acid, other than the standard amino acids,
regardless of whether it is prepared synthetically or obtained from a natural source. As used
herein, “synthetic amino acid” encompasscs chemically modificd amino acids, including but not
limited to salts, amino acid derivatives (such as amides), and/or substitutions, Amino acids,

including carboxy- and/or amino-tcrminal amino acids in peptides, can be modified by
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mcthylation, amdation, acetylation, protecting groups, and/or substitution with other chemical
groups that can change the peptide’s circulating half-lifc without adversely affecting their
activity. Amino acids may participatc in a disulfide bond. Amino acids may comprise one or
positranslational modifications, such as association with one or more chemical entitics (e.g.,
methyl groups, acetate groups, acctyl groups, phosphatc groups, formyl moicties, isoprenoid
groups, sulfate groups, polyethylene glycol moicties, lipid moicties, carbohydrate moictics,
biotin moieties, etc.). The term “amino acid” is used intcrchangeably with “amino acid residue,”
and may refer to a frec amino acid and/or to an amino acid residue of a peptide. 1t will be
apparent from the context in which the term s used whether it refers to a frec amino acid or a
residue of a peptide.

[0017]  Animal: As used hercin, the term “animal” refers to any member of the animal
kingdom. In some embodiments, “animal” rcfers to humans, of either sex and at any stage of
development. In some embodiments, “animal” refers to non-human animals, at any stage of
development. In certain embodiments, the non-human animal 1s a mammal (e.g., a rodent, a
mouse, a rat, a rabbit, a monkcey, a dog, a cat, a sheep, cattle, a primate, and/or a pig). 1n somce
ecmbodiments, animals include, but are not limited to, mammals, birds, reptiles, amphibians, fish,
insccts, and/or worms. In certain cmbodiments, the animal is susceptible to infection by HCV.
In some embodiments, an animal may be a transgenic animal, genctically engincered animal,
and/or a clonc.

|0018]  Antibody: As used herein, the term “antibody” refers to any immunoglobulin, whether
natural or wholly or partially synthctically produced. All derivatives thereof which maintain
specific binding ability are also included in the term. The term also covers any protein having a
binding domain which ts homologous or largely homologous to an immunoglobulin-binding
domain. Such proteins may be derived from natural sources, or partly or wholly synthetically
produced. An antibody may be monoclonal or polyclonal. An antibody may be a member of
any immunoglobulin class, including any of the human classes: 1gG, IgM, IgA, 1gD, and IgE. In
certain embodiments, an antibody may be a member of the 1gG immunoglobulin class. As used
herein, the terms “antibody fragment™ or “characteristic portion of an antibody” are used
intcrchangeably and refer to any derivative of an antibedy which is less than full-length. In
general, an antibody fragment retains at least a significant portion of the full-length antibody’s

specific binding ability. Examples of antibody fragments include, but are not limited to, Fab,
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Fab’, F(ab’)2, scFv, Fv, dsFv diabody, and F'd fragments. An antibody fragment may be
produced by any mecans. For example, an antibody fragment may be enzymatically or
chemically produced by fragmentation of an intact antibody and/or it may be recombinanily
produced from a gene encoding the partial antibody sequence. Alternatively or additionally, an
antibody fragment may be wholly or partially synthetically produced. An antibody fragment
may optionally comprise a single chain antibody fragment. Alternatively or additionally, an
antibody fragment may comprise multiple chaing which are linked together, for example, by
disulfide linkages. An antibody fragment may optionally comprisc a multimolecular complex.
A functional antibody fragment typically comprises at lcast about 50 amino acids and more
typically compriscs at least about 200 amino acids. In some embodiments, an antibody may be a
human antibody. In some embodiments, an antibody may be a humanized antibody.

[0019]  Approximatelv: As used herein, the term “approximately” or “about,” as applied to
onc or more values of interest, refers to a value that is similar to a stated reference valuc. In
certain embodiments, the term “approximately” or “about” refers to a range of values that fall
within 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%,
5%, 4%, 3%, 2%, 1%, or less in cither direction (greater than or less than) of the stated reference
value unless otherwise stated or otherwise evident from the context (except where such number
would exceed 100% of a possible value).

[0020]  Biologically active: Asuscd herein, the phrasc “biologically active” refers {o a
characteristic of any substance that has activily in a biological system (e.g., cell culture,
organism, ¢fc.). For instance, a substance that, when admimistered to an organism, has a
biological effect on that organism, is considered to be biologically active. In particular
embodiments, where a protein or polypeptide is biologically active, a portion of that protein or
polypeptide that shares at least one biological activity of the protein or polypeptide is typically
referred to as a “biologically active™ portion,

10021]  Characteristic portion: Asuscd herein, the term a “characteristic portion” of a
substance, in the broadest sense, is one that sharcs some degree of sequence or structural identity
with respect to the whole substance, In certain embodiments, a characteristic portion shares at
[east one functional characteristic with the intact substance. For cxample, a “‘characteristic
portion™ af a protcin or polypeptide is onc that containg a continuous stretch of amino acids, or a

collection of continuous stretches of amino acids, that together are characteristic of a protein or
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polypeptide. In some embodiments, cach such continuous stretch generally contains at Ieast 2, 5,
10, 15, 20, 50, or morc amino acids. In general, a characteristic portion of a substance (e.g., of a
protein, antibody, erc.) is onc that, in addition to the secquence and/or structural identity specified
above, shares at lcast one functional characteristic with the relevant intact substance. In some
embodiments, a characteristic portion may be biologically active.

[0022]  Expression: Asuscd herein, “expression” of a nucleic acid sequence refers to onc or
more of the following events: (1) production of an RNA template from a DNA sequence (e.g., by
transcription); (2) processing of an RNA transcript (e.g¢., by sphicing, editing, 5° cap formation,
and/or 3’ end formation}; (3) transtation of an RNA into a polypeptide or protcin; and/or (4)
post-translational modification of a polypeptide or protein.

[0001] Functional: As uscd herein, a “functional” biological melecule s a biological
molccule in a form in which it exhibits a property and/or activity by which it 1s characterized.
[0023]  Gene: Asuscd herein, the term “gene” has its meaning as understood in the art. It
will be appreciated by those of ordinary skill in the art that the term “gene” may include gene
regulatory sequences (e.g., promoters, enhancers, erc.) and/or intron scquences, 1t will further be
appreciated that definitions of gene include references to nucleic acids that do not encode
proteins but rather encode functional RNA molccules such as tRNAs, RNAi-inducing agents,
etc. For the purposc of clarity we note that, as used in the present application, the term “gene”
gencrally refers to a portion of a nucleic acid that encodes a protcin; the term may optionally
cncompass regulatory sequences, as will be clear from context to those of ordinary skill in the
art, This definition is not intended to exclude application of the term “gene™ to non-protein—
coding expression units but rather to clarify that, in most cases, the term as used in this document
refers to a protein-coding nucleic acid.

|0024]  Gene product or expression product: As used herein, the term “gene product™ or
“expression product” generally refers to an RNA transeribed from the gene (pre-and/or post-
processing) or a polypeptide (pre- and/or post-modification) encoded by an RNA transcribed
from the genc.

[0025]  Homology: Asusced hercin, the term “homology™ refers to the overall relatedness
between polymeric molecules, e.g., between nucleic acid molecules (e.g., DNA molecules and/or
RNA molecules) and/or between polypeptide molecules. In some embodiments, polymeric

molccules are considered to be “homologous” to onc another if their sequences are at lcast 25%,
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30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, R0%, 85%, 90%, 95%, or 99%
identical. In some embodiments, polymeric molecules are considered to be “homologous” to one
another il their sequences are at least 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, or 99% similar. '

[0026]  Identity: As uscd herein, the torm “identity” refers to the overall relatedness between
polymeric molecules, e.g., between nucleic acid molecules (e.g., DNA molecules and/or RNA
molccules) and/or between polypeptide molecules. Calculation of the percent identity of two
nuclcic acid scquences, for example, can be performed by aligning the two sequences for optimal
comparison purposes (e.g., gaps can be introduced in onc or both of a first and a second nucleic
acid scquences for optimal alignment and non-identical scquences can be disregarded for
comparison purposes). In certain embodiments, the length of a sequence aligned for comparison
purposcs is at lcast 30%, at lcast 40%, at Icast 50%,, at lcast 60%, at lcast 70%, at lcast 80%, at
[cast 90%, at lcast 95%, or substantially 100% of the length of the reference sequence. The
nuclcotides at corresponding nucleotide positions arc then compared. When a position in the
first sequence is occupied by the same nucleotide as the corresponding position in the sccond
sequence, then the molecules are identical at that position. The percent identity between the two
sequences is a function of the number of identical positions shared by the sequences, taking into
account the number of gaps, and the length of cach gap, which nceds to be introduced for
optimal alignment of the two sequences. The comparison of sequences and determination of
percent identity between two sequences can be accomplished using a mathematical algorithm.
For example, the percent identity between two nucleotide sequences can be determined using the
algorithm of Meyers and Miller (CABIOS, 1989, 4: 11-17), which has been incorporated into the
ALIGN program (version 2.0) using a PAM 120 weight residue table, a gap length penalty of 12
and a gap penalty of 4. The percent identity between two nucleotide sequences can,
alternatively, be determined using the GAD program in the GCG software package using an
'NWSgapdna.CMP matnx.

[0027]  Isolated: As uscd herein, the term “isolated” refers to a substance and/or entity that
has been (1) scparated from at least some of the components with which it was associated when
initially produced (whether in nature and/or in an experimental setting), and/or (2) produced,
prepared, and/or manufactured by the hand of man. Tsolated substances and/or entitics may be

separated from about 10%, about 20%, about 30%, about 40%, about 50%, about 60%, about
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70%, about 80%, about 90%, about 91%, about 92%, about 93%, about 94%, about 95%, about
96%, about 97%, about 98%, about 99%, or morc than about 99% of the other components with
which they were initially associated. In some ecmbodiments, isolated agenis arc about 80%,
about 85%, about 90%, about 91%, about 92%, about 933%, about 94%, about 95%, about 96%,
about 97%, about 98%, about 99%, or more than about 99% pure. As used herein, a substance is
“purc” if it is substantially free of other components, As used hercin, calculation of percent
purity of isolated substances and/or entities should not include excipicnts (e.g., buffer, solvent,
water, efe.)

[0028]  Mimotope: As used herein, the term “mimotope” refers to a macromolecule which
mimics the structure of an epitope. In some embodiments, a mimotope clicits an antibody
response identical or similar to that elicited by its corresponding cpitope. [n some embodiments,
an antibody that recognizes an epitope also recognizes a mimotope which mimics that epitope.
In some embodiments, a mimotope is 4 peptide. In some ecmbodiments, a mimotope is a small
molccule, carbohydrate, lipid, or nucleic acid. In some cmbodiments, mimotopes are peptide or
non-peptide mimotopes of conformationally-conscrved HCV epitopes. In some embodiments,
by mimicking the structure of the conformationally defined viral epitope, a mimotope interferes
with the ability of HCV virus particles to bind to its natural binding partners (e.g., HCV targct
receptor, E] protein, efc.), e.g., by binding to the natural binding partner itself.

[0029]  Nucleic acid:  As used herein, the term “nucleic acid,” in its broadest sense, refers to
any compound and/or subsiancc that is or can be incorporated into an oligonuclcotide chain. In
some embodiments, a nucleic acid 1s a compound and/or substance that is or can be incorporated
into an oligonucleotide chain via a phosphodicster linkage. In some embodiments, “nucleic
acid” refers to individual nucleic acid residues (e.g., nucleotides and/or nucleosides). In some
embodiments, “nucleic acid™ refers to an oligonucleotide chain comprising individual nucleic
acid residues. As used herein, the terms “oligonucicotide™ and “polynucleotide™ can be used
interchangcably. [n some embodiments, “nucleic acid” encompasses RNA as well as single
and/or double-stranded DNA and/or cDNA. Furthermore, the terms “nucleic acid,” “DNA”
“RNA,” and/or similar terms include nucleic acid analogs, i.e., analogs having other than a
phosphodicster backbone. For cxample, the so-called “peptide nucleic acids,” which are known
in the art and have peptide bands instead of phosphodicster bonds in the backbone, are

considered within the scope of the present invention. The term “nucleotide sequence encoding
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an amino acid scquence” includes all nucleotide sequences that are degenerate versions of each
other and/or encode the same amino acid scquence. Nucleotide sequences that encode proicins
and/or RNA may include introns. Nucleic acids can be purified from natural sources, produced
using recombinant expression systems and optionally purified, chemically synthesized, erc.
Where appropriate, e.g., in the case of chemically synthesized molecules, nucleic acids can
comprise nucleoside analogs such as analogs having chemically modified bascs or sugars,
backbone modifications, efc. A nucleic acid sequence is presented in the 5° to 37 direction unless
otherwise indicated. The term “nucleic acid segment” is used hercin to refer (0 a nucleic acid
scquence that is a portion of a longer nucleic acid sequence. In many embodiments, a nucleic
acid scgment comprises at lcast 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, or more residucs. In some embodiments, a
nucleic acid is or comprises natural nuclcosides (e.g., adenosine, thymiding, guanosine, cytidine,
uriding, deoxyadenosing, deoxythymidine, deoxyguanosine, and deoxycytidine); nucleoside
analogs (e.g., 2-aminoadcnosine, 2-thiothymidine, imosine, pyrrolo-pyrimidine, 3-methyl
adcnosing, S-methyleytidine, C-5 propynyl-cytidine, C-5 propynyl-uridine, 2-aminoadcnosine,
C5-bromouridine, C5-fluorouriding, C5-iodouridine, C5-propynyl-uridinc, C5-propynyl-
cytidine, C5-methyleytiding, 2-aminoadcenosine, 7-dcazaadenosing, 7-deazaguanosine, 8-
oxoadcnosing, 8-oxoguanosine, O(6)-methylguaning, and 2-thiocytidine}; chemically modificd
bases; biologically modified bases (e.g., methylated basces); intercalated bascs; modificd sugars
(e.g., 2’-fluororibosc, ribose, 2’-dcoxyribose, arabinosc, and hexose); and/or modified phosphate
groups {(e.g., phosphorothioates and 5’-N-phosphoramidite linkages). In some ecmbodiments, the
present invention is specifically dirccted to “unmodified nucleic acids,” meaning nucleic acids
(e.g., polynucleotides and residues, including nucleotides and/or nucleosides) that have not been
chemically modificd in order to facilitate or achicve delivery.

[0030]  Protein: As used herein, the term “protein” refers to a polypeptide (£.e., a string of at
least two amino acids linked to one another by peptide bonds). Protcins may include moictics
othcr than amino acids (e.g., may be glycoproteins, proteoglycans, efc.) and/or may be otherwise
processed or modifted. Those of ordinary skill in the art will appreciate that a “protein” can be a
complete polypeptide chain as produced by a cell (with or without a signal sequence), or can be a
characteristic portion thercof, Those of ordinary skill will appreciate that a protein can
somctimes include more than one polypeptide chain, for cxample linked by onc or more disulfide

bonds or associated by other means. Polypeptides may contain L-amino acids, D-amino acids, or
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both and may contain any of a varicty of amino acid modifications or analogs known in the art.
Uscful modifications include, e.g., terminal acetylation, amidation, methylation, etc. In some
embodiments, protcins may comprise natural amino acids, non-natural amino acids, synthetic
amino acids, and combinations thereof. The term “peptide™ is generally used to refer to a
polypeptide having a length of less than about 100 amino acids, less than about 50 amino acids,
Iess than 20 amino acids, or less than 10 amino acids. In some embodiments, proteins are
antibodies, antibody fragments, biologically active portions thercof, and/or characteristic
portions thercof.

[0031]  Recurrent HCV infection: Asused herein, a “recurrent HCV infection” refers to
reemergence of climcal and/or laboratory evidence of infection, e.g., one or more symptoms of
infection or the presence of circulating HCV particles and/or HCV particles in the subject’s liver.
In some embodiments, a rccurrent HCV infection refers to such a condition in a subject who has
been previously infected with HCV but who has received a liver transplant.

[0032]  Small Molecule: Tn general, a “small molecule™ i1s understood in the art to be an
organic moleculc that 1s less than about 2000 g/mol, less than about 1500 g/mol, less than about
1000 g/mol, lcss than about 800 g/mol, or less than about 500 g/mol. In some embodiments,
small molecules are non-polymeric. In some embodiments, small molecules are not proteins,
peptides, or amino acids. In some embodiments, small molecules are not nucleic acids or
nucleotides. In some embodiments, smalt molccules are not saccharides or polysaccharides.
[0033])  Subject: As used herein, the term “subject” or “patient” refers to any organism to
which a composition of this invention may be administered, e.g., for experimental, diagnostic,
prophylactic, and/or therapcutic purposes. Typical subjects include animals (e.g., mammals such
as mice, rats, rabbits, non-human primates, and humans; insects; worms; efc.). In some
embodiments, a subject may be infected with, suffering from, and/or susceptible to HCV,

[06034]  Substantiallv: As used herein, the term “substantially” refers to the qualitative
condition of exhibiting total or near-total extent or degree of a characteristic or properly of
interest. One of ordinary skill in the biological arts will understand that biological and chemical
phenomena rarely, if ever, go to completion and/or proceed to completeness or achieve or avoid
an absolute result. The term “substantially™ is therefore used herein to capture the potential lack

of completeness inherent in many biological and chemical phenomena.
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[0035]  Suffering from: An individual who is “suffering from™ a discase, disorder, and/or
condition (e.g., HCV infection) has been diagnosed with and/or displays onc or more symptoms
of a diseasc, disorder, and/or condition.

10002] Susceptible to: An individual who is “susceptible to” a disease, disorder, and/or
condition (e.g., HCV infection) has not been diagnosed with a discasc, disorder, and/or
condition. In some ecmbodiments, an individual who is susceptible to a disease, disorder, and/or
condition may cxhibit symptoms of the disease, disorder, and/or condition. In some
embodiments, an individual who is susceptible to a disease, disorder, and/or condition may not
exhibit symptoms of the disease, disorder, and/or condition. In some cmbodiments, an
individual who is susceptible to a disease, disorder, and/or condition will develop the discase,
disorder, and/or condition. In some embodiments, an individual who is susceptible to a discase,
disorder, and/or condition will not develop the discase, disorder, and/or condition.

[0036]  Therapeutically effective amowunt: Asused herein, the term “therapeutically cffective
amount” mcans an amount of inventive composition that is sufficient, when administered to a
subject suffering from or susceptible to a disease, disorder, and/or condition (e.g., HCV
infection), to treat, diagnose, prevent, and/or delay the onsct of the discasc, disorder, and/or
condition.

00371  Therapeuntic agent: As used herein, the phrase “therapeutic agent”™ refers to any agent
that, when adminisicred to a subject, has a therapcutic effect and/or clicits a desired biological
and/or pharmacological cffect. In some embodiments, a therapeutic agent is any substance that
can be used to alleviate, ameliorate, relieve, inhibit, prevent, delay onset of, reduce severity of
and/or reduce incidence of one or more symptoms or featurcs of HCV infection.,

LYY

[0038] Treating: As used hercin, the term “treat,” “trcatment,” or “treating” refers to any
method uscd to partially or completely alleviate, ameliorate, relicve, inhibit, prevent, delay onset
of, reduce severity of and/or reduce incidence of one or more symptoms or features of a discasc,
disorder, and/or condition {e.g., HCV nfcetion). Treatment may be administered to a subject
who docs not exhibit signs of a disease, disorder, and/or condition. In some embodiments,
treatment may be administered to a subject who exhibits only carly signs of the discase, disorder,
and/or condition for the purpose of decreasing the risk of developing pathology associated with

the disease, disorder, and/or condition.
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[0039]  Vecror: As used hercin, “vector” refers to a nucleic acid molecule capable of
transporting another nucleic acid to which it is associated. In some embodiment, vectors arc
capable of extra-chromosomal replication and/or cxpression of nucleic acids to which they arc
linked in a host cell such as a cukaryotic and/or prokaryotic cell. Vectors capable of dirccting

the expression of operatively linked genes are referred to herein as “expression vectors.”

HCV Nomenclature

[0040] 1t is well known by those skilled in the art that HCV nomenclature typicatly utilizes an

3

Arabic numeral {e.g., 1,7 2,7 “3,” “4,” etc.) that represents HCV genotype and a lowercase

i

letter (e.g., “"a,” “b,” efc.) that represents HCV subtype. Although the rules of nomenclature arc
gencrally accepted in the art, those of ordinary skill in the art recognize that the rules of
nomenclaturc arc not always strictly followed by those of skill in the art in pubhications,
presentations, conversation, efc. Thus, those skilled in the art would recognize that, for example,
it 1s implicit that “HCV 1a,” “HCV genotype 1a,” and “HCV subtype 1a” could be uscd
intcrchangeably by onc of skill in the art, and that all three terms are intended to refer to HCV
genotype 1, subtype a.

[0041]  As uscd herein, Arabic numerals (e.g., “1,7 “2,7 3,7 “4,” erc.) are used to refer to

[

HCV genotype, and lowcercase letters (e.g., “a,” “b,” erc.) arc used to refer to HCV subtypes. 1t
will also be understood that, when HCV of a particular genotype is referred to herein, it is meant
to cncompass all subtypes of the named penotype. To give but one example, “genotype 17 1s
uscd herein to refer to all subtypes of genotype 1 (e.g., genotype |, subtype a; genotype 1,
subtype b; efc.).

[0042]  As used herein, any Arabic numerals (e.g., 1,7 “2,7 “3,” “4,” etc.) that arc present

after the genotype and subtype designations will be understood to refer to the HCV strain,

Brief Description of the Drawing

[0043]  Figure !: Binding 1o different HCV genotvpes by indirect inmmunofluorescent assay.
293T cells were transfected with the constructs bearing E1E2 sequences of genotypes 1 1o 6.

Twenty-four hours post-transfection, cells were fixed onto slides, and antibody binding to fixed
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cells was detected by fluorescence microscopy. HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 bound to
genotypes la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, and 6.

[0044]  Figure 2: Human monoclonal antibodies Vy, and Vi domain CDR sequences
transtated from cDNA sequences. Analysis revealed that cach antibody contains distinct Vy, and
Vi CDR scquences.

[0045]  Figure 3: IgG subclass typing. HC-1 is 1gG2, whercas HC-3, HC-11, and CBH-23 arc
1G1.

[0046)  Figure 4: Neutralization with different HCV genotypes. Each antibody was tested at
20 pg/ml for its ability 1o ncutralize different HCV genotypes. The numbers are percent
neutralization compared to no antibody confrol, RO4 is an isotype-matched human monocional
antibody to HCMV and scrves as a ncgative control.

10047 Figure 5: Antibody competition assay. Competition analysis with representative
biotin-labeled domains A (CBH-4D), B (CBH-5), and C (CBH-7) HCV antibodies was
performed. HC-1 and HC-11 showed minimum competition with domains A and C antibodics,
and 60% — 80% competition with CBH-5, suggesting that cpitopes recognized by these new
antibodies are located within domain B. CBH-23 showed minimum or no competition with
domains A and B antibodics, and >90% compctition with CBH-7, suggesting that this epitope is
located within domain C. HC-3 showed minimum or no competition with domains A, B, and C
antibodics, suggesting that this antibody recognizes a new distinct domain. Each control
antibody (i.e., CBH-4D, CBH-5 and CBH-7) inhibits itself and minimally inhibits the other two
antibodics.

[0048]  Figure 6: Inhibition of E2 binding to CD&1 by human monoclonal antibodies.
Genotype 1b ETE2 expressed in 293T containing | ng/ml E2 was mcubated with cach test
antibody at 10 pg/ml and the antibody-antigen complex was then added onto CDS1 pre-coated
wells. Detection of bound E2 to CD81 was measured with biotinylated CBH-4D. CBH-5 was
used as a positive control and RO4 as a negative control. Preincubation of E2 glycoprotcins with
HC-1, HC-11, CBH-23, or CBH-5 reduced by over 90% E2 binding to CD81 compared to the
RO4 negative control. Similar to other domain B or C HCV antibodies, these HCV antibodics
ncutralize HCV by blocking E2 binding to CD81. In contrast, preincubation of E2 glycoproteins
in the presence of HC-3 did not reduce E2 binding to CD81. Experiments were performed twice

in triplicate. Error bars indicate one standard deviation from the mean.
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10049]  Figure 7: Epitope mapping of HC-1 and HC-11 by alanine replacement. Mutations
were introduced into E2 from genotype 1a H77¢ strain (GenBank accession no, AF009606) by
site-directed mutagenesis (Strategene, CA). Mutated E2 proteins were expressed in 293T cells
and analyzed by ELISA. Mutated amino acids are depicted on the y-axis. The number at the
beginning of cach peptide corresponds to the position in the polyprotein of reference strain H.
(A) HC-1 and (B) HC-11 HCV antibodies binding to cach mutant is expressed as the percent of
binding valuc normalized by the binding of CBH-17 and divided by HC antibody binding to the
wild-type on the x-axis.

[00S0]  Figure 8: Epitope mapping of HC-3 by alanine replacement. Alanine replacement
was petrformed as shown in Figure 7.

[00S1]  Figure 9: Time course of antibody-mediated newtralization of HCVpp infection. To
approximate the step that HC-3 mhibits during the entry pathway, a time course study was
performed compared to domain B and an antibody to CD81. There are similar patterns of
progressive lost in blocking virus entry with both anti-CD81 and the domain B HCV antibody,
HC-11. This is expected as domam B HCV antibodies inhibit virus entry by blocking 2
binding to CD81. The similarity in patterns with HC-3 with these two antibodies suggests that
HC-3 inhibits virus entry at a temporal step ncar virus interaction with CD81. This includes the
possible inhibition of E2 interaction with a different HCV co-receptor, such as SR-B1 or a step
immediately following CDR1 engagement.

|0052]  Figure 10: HC-3 epitope is involved in E1-E2 dimerization. Compared to H77¢,
HCVpp mutants R657A and D658A (and to a lesser extent, F679A) showed significant reduction

in E1 in the cushion pellet HCVpp. This suggests that these residues are involved in heterodimer

formation between El and E2. These residues have not been previously identificd as being

involved in E1E2 dimerization. Similar obscrvations were observed with E1E2 from cell lysates.

The E431A mutant scrves as a control of a mutation not affecting heterodimer formation.

[0053]  Figure 11: Effect of HC-3 epitope mtagenesis on the infectivity of HCVpp.
Infectivity of virus having R657A, D658A and FOTIA, LG92A, 1696A, or DOIRA mutations was
determined. Each mutation is lethal to the virus. A control mutation at E431 A showed no

chanpe.

Description of Certain Embodiments of the Invention
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|0054]  The present invention provides antibodies which recognize hepatitis C virus (HCV)
envelope glycoprotein 2 (E2). In some embodiments, HCV E2 antibodies are monoclonal
antibodies, such as human monoclonal antibodies. In some embodiments, HCV E2 antibodics
bind to E2 associated with one or more hepatitis C virus (HCV) genotypces and/or subtypes. In
some cmbodiments, HCV E2 antibodies are useful for therapeutic, diagnostic, and/or
prophylactic applications. The present invention provides pharmaccutical compositions
comprising HCV E2 antibodics and mecthods for treating patients using HCV E2 antibodies.
[00SS5]  In somc cmbodiments, HCV E2 antibodics arc identified and isolated from serum
from infected patients. As described in the cxamples, a group of human monoclonal antibodies
from peripheral B-cells of threc HCV-infected individuals having high serum neutralization of
binding titers were produced and characterized. Four human monoclonal antibodies to HCV E2
were produced and isolated, HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23. All four antibodics bind to
genotypes la, Ib, 2a, 2b, 3a, 4, 5, and 6 of HCV (Figurc 1). Thesc antibodies bind to
conformational cpitopes, which arc conserved across virus types and genotypes. HC-1, HC-11
and CBH-23 inhibit the interaction of 2 protein with human CD81 (Figure 6). HC-3 does not
inhibit E2 binding to CD&1 (Figure 6).

[0056]  In some embodiments, HCV E2 antibodics in accordance with the invention provide
for neutralization of a broad spectrum of HCV genotypes and/or subtypes. Both breadih of
reactivity to multiplec HCV genotypes and/or subtypes and the ability to interferc with the
binding of HCV virions to susceptible cells are desirable for a therapeutically useful neutralizing
antibody. The present invention also provides for design of peptide and non-peptide structural

mimetics of HCV envelope proteins.

Hepatitis C Virus (HCV)

[0057]  Hepatitis C virus (HCV) is an enveloped virus the genctic information for which 1s
encoded in a 9.5 kb positive strand RNA genome. A highly conserved noncoding region of 341
bp is localized at the 57-end of this viral genome, which is followed by a long open-reading
frame coding for a polyprotcin of approximately 3,010 amino acids. Two putative cnvelope
glycoproteins E1 (gp35) and E2 (gp72) have been identified with 5 or 6 and 11 N-linked
glycosylation sitcs, respectively. A high level of genetic vanability is associated with the

envelope genes. This variability is highly accentuated at the 5’-end of the E2 gene, where two
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hypervariable regions termed HVR 1 and HVR2, have been described. Antibodies to HVR
appear to mediate virus neutralization in ccll culture and chimpanzee protection studics (FFarci et
al., 1996, Proc. Natl, Acad. Sci., USA, 93:15394-15399; and Shimizu et a/., 1994, ). Virol.,
68:1494-1500; both of which are incorporatcd herein by reference). Although progress has been
made at inducing a broader immune response to HVR1 related sequences (Puntoricro ef al.,
1998, EMBO .J., 17:3521-3533; incorporatcd herein by reference), unfortunately, antibodices to
HVRI tend to be isolate-specific and over time drive the replication of new viral variants that the
existing immunc response does not recognize (Farci ef al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
01:7792-7796, Weiner et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:3468-3472; and Kato et al.,
1993, .1 Virol., 67:3923-3930; all of which arc incorporated hercin by reference). HCV envelope
antigens appear to be highly immunogenic when expressed in glycosylated forms (da Silva
Cardoso et al., 1997, Ann. Hematol., 74:135-7; incorporated herein by reference). Preliminary
data suggest the exisience of conserved epitopes within the B2 protein (Lesnicwski et al., 1995,
J. Med. Virol., 45:415-22; incorporated herein by reference). The existence of ncutralizing
antibodies in scrum from infected patients has been proposcd.

[0058]  Studics using HCV E1-I22 proteins expressed m mammalian cells have shown that
infected individuals have an antibody respense to HCV E2 composed in part to epitopes that arc
both conformational and lingar in nature (Harada ef al., 1994, .J. Gen. Virol., 76:1223-1231;
incorporated herein by reference). Studies involving the isolation of human monoclonal or
rccombinant antibodics to HCV E2 protein showed that a substantial fraction of these antibodies
recognize conformational cpitopes (da Silva Cordoso et al., 1998, /. Med. Virol., 55:28-34,
-incorporated herein by reference). As to biological function of these domains, investigators have
employed surrogate assays (o provide insights into virus ncutralization since the virus cannot be
agrown in vitro (Houghton, “Hepatitis C viruses,” In Ficlds, Knipe, Howley (eds.) Firology,
Lippincott-Raven, Philadelphia, 1035-1058; incorporated herein by reference). One surrogate
assay, the neutralization of binding (NOB) assay, cvaluaics the ability of a given antibody or
scrum to prevent the association of HCV E2 protein with a human T-cell line (Rosa et al., 1996
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93:1759-1763; incorporated herein by reference). The finding that
scrum antibodies obtained from chimpanzeces profccted by vaccination were strongly posifive in

the NOB assay provides support for the relevance of the assay as a mcasurc of virus
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ncutralization activity (Rosa er al., supra; and Ishii et al., 1998, Hepatology, 28:1117-1120; both
of which arc incorporated herein by reference).

[0059]  The human tetraspannin cell surface protein CD81 (also known as TAPA-I; for
review see Levy ef al., 1998, Ann. Rev. Immunol., 16:89-109; incorporatced herein by reference)
is the target protcin bound by HCV E2 in the NOB assay (Pileri ef al., 1998, Science, 282:938-
941; incorporatcd herein by reference). Furthermore, human CD81 binds to frec virions, and
subsequently is a possible receptor for HCV (Pileri er al., supra). Howcver, little 18 known about
the conservation of the epitopes recognized by the previously identificd NOB positive antibodics
in HCV E2 protcins of different genotypes and/or sublypes.

[0060]  Other approaches o detection of and protection against HCV include the development
of peptide mimetics. As an cxample, peptide mimetics of Hepatitis type A and C viral proteins
have been created through production of randomly generated synthetic and phage-display
peptide librarics for use in detection assays and vaccination therapies {Mattioli ef al., 1995, /.
Virol., 69:5294-5299; and Prezzi et al., 1996, /. Immumol., 156:4504-4513; both of which arc
incorporated herein by reference). However, cffective antibody binding of these mimotopes has
only been comparced to linearly defined viral epitopes. The scquential recombinant fusing of
scveral lincarly defined immunodominant HCV epitopes has been described for use in diagnostic
assays (Chein et al., 1999, ). Clin. Microbiol., 37:1393-1397; incorporated herein by reference).
However, this multiple-cpitope fusion antigen designed from linear epitopes was not created to
function i the same capacity as a conformational mimctic. It was not designed to interfere with
binding to a target receptor.

[0061]  References providing background information concerning HCV include Abrignani,
1997, Springer Semin. Immunopathology, 19:47-55; Simmonds, 1995, Hepatology, 21:570:583;
and Mahaney et al., 1994, Hepatology, 20:1405-1411; all of which are incorporated herein by
refercnce. Vaccinia virus or baculovirus constructs having a portion of the HCV genome arc
described by Ralston et al. (1993, ). Firology, 67:6733-6761; incorporated herein by reference)
and Lanford et al. (1993, Virology, 197:225-235; incorporated herein by reference).

HCV Antibodies

[6062] HCV cnvclope glycoprotein genes display some of the highest levels of genctic

heterogeneity across genotypes and subtypes, with E2 displaying greater variability than E1. A
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hypervariable region (HVRT) found at the N-terminus of E2 is highly immunogenic and is the
major determinant for isolate-specific neutralizing antibody responses (Farci er af., 1996, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 93:15394; and Shimizu et al., 1994, /. Virol., 68:1494; both of which are
incorporated herein by reference). A study of sequential HCV isolates obtained from serum
samples collected over a 26-year period from a specific patient showed that the serum antibodies
fail to neutralize the concurrent dominant E1E2 species present at the same time point (von Hahn
et al., 2007, Gastroenterology, 132:667, incorporated herein by reference). Escape 1s associated
with mutations in HVR1 leading to decreased binding and ncutralization by monoclonal
antibodies to HVR that were produced to the earliest isolate obtained from this patient. More
broadly neutralizing antibodies are usually directed against conformational epitopes within E2
(Allander et al., 2000, .J. Gen. Virol., 81:2451; Bugh et al., 2001, J. Virol., 75:9986; Habersctzer
et al., 1998, Virology, 249:32; Hadlock et af., 2000,./. Virol., 74:10407; and ls}llii etal.,, 1998,
Hepatology, 28:1117; all of which are incorporated hercin by reference).

[0063]  The present inventors previously described a panel of neutralizing and nonncutralizing
human monocional antibodies to conformational epitopes on HCV E2 derived from peripheral B
cells of an individual infected with genotype 1b HCV. By cross-competition analysis three
immunogenic clusters of overlapping epitopes with distinct functions and propertics were
wdentificd (Keck et al, 2005, J. Virol,, 79:13199; and Keck et al., 2004, .. Virol., 78:9224; both
of which arc incorporated herein by reference). All nonncutralizing antibodics fell within onc
cluster designated as domain A (Keck et al., 2005, . Virol., 79:13199; incorporated herein by
reference). Neutralizing antibodies segregated into two clusters, designated as domains B and C,
with domain B antibodics having greater potency than domain C antibodies in blocking genotype
2a infectious cell culture virus (HCVcc) infection (Keck et al., 2007, J. Virol., 81:1043;
incorporated herein by reference). All domain B aniibodics as well as domain C antibodics were
shown to inhibit E2 binding to CD81, a rcceptor for HCV shown to be cssential for HCVpp and
HCVcc entry into host cells (Hsu et a/., 2003, Proc. Narl. Acad. Sci., USA, 100:7271; and
Tschernc et al., 2000,./. Virol,, 80:1734; both of which arc incorporated herein by reference).
[0064]  Alihough four antibodies to overlapping epitopes within domain B were previously
isolated from one HCV infected individual, it remains unclear to the extent that domatin B
epitopes on E2 arc dominant targets of the immune response. Example 1 describes the isolation

of two ncw human monoclonal antibodics, HC-1 and HC-11, from a genotype 1a HCV infected
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imndividual that cross-compete with domain B antibodics from the carlier pancl, thus, expanding
the number of overlapping epitopes within this domain. Thesc antibodies arc directed at
conformational cpitopes conserved among all genotypes and/or subtypes; neuiralize HCVpp and
HCVec, with some having greater potency than previously noted with other antibodies to this
domain. The mechanism of neutralization with these antibodies is by inhibiting £2 binding to
CDSI1. In addition, alanine substitution studies on E2 in a region that has been defined to engage
CD8I (Owsianka et al., 2006, .J. Virol., 80:8693; incorporated hercin by reference) show that
some contact residucs within these HCV antibody cpitopes arc the same contact residucs needed
for E2 binding to CD81. A third human monoclonal antibody, CBI-23, was isolated from a
genotype 1b HCV infected individual. CBH-23 cross-compeies with a representative antibody (o
domain C and mediates neutralization by inhibiting E2 binding to CD81. A fourth human
monoclonal antibody, HC-3, was isolated from a genotype 1b HCV infected individual. HC-3
does not cross-compete with representative domain A, B, and C antibodies from the carlier
pancl, thus indicating a new domain, designated D. HC-3 does not inhibit E2 binding to CD81
{(Figure 6). The present invention cncompasses the recognition that mechanisms by which HC-3
mediates virus ncutralization occur at approximaicly the same time during virus entry as the
virus intcracts with CD81. While not wishing to be bound by any onc particular theory, HC-3
may mediate virus neutralization by blocking virus attachment, which occurs prior to 22 binding
to CD81T; blocking virus interaction with a different co-receptor just before or after E2 binds to
CDEI; and/or blocking a conformational change in one or more viral envelope glycoproteins
involved in successful virus entry.

10065] By virtue of the varicty of binding profiles of the antibodies, diagnostic assays may be
cmploycd which will detect a plurality of types and genotypes and/or subtypes, so as to provide a
pan-anti-HCV antibody. In some cmbodiments, antibodies may be used for passive
immunization, as protective therapy for individuals at risk for HCV or as a therapy for pcople
who are scropositive for HCV.

[0066]  Recfcrences relating to the use of antibodics to HCV include Akatsuka et al., 1993,
Hepatology, 18:503-510; DeLalla et al., 1993,.). Hepatol., 18:163-167, Mondelhi er al., 1994/,
Virol., 68:4829-4830; Siecmoneit et al., 1994, Hvbridoma, 13:9-13; and Moradpour et al., 1996,

J Med. Virol., 48:234-241; all of which ar¢ incorporated herein by reference.
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[0067] HCV antibodics in accordance with the invention offer several advantages over
existing antibodies against HCV. Because non-homologous primary amino acid scquences may
stilt define immunologically identical three-dimensional protein structures, antibodies binding to
structurally conserved epitopes can recognize multiple, sequentially divergent HCV genotypes
and/or subtypes in native conformation, whereas antibodics recognizing only lincar or denatured
epitopes may not. In particular, antibodics that recognize conformationally dependent cpitopes
of E2 may effectively interfere with the interaction of HCV virus with its cellular target recepior,
Using antibodics that recognize conformationally dependent epitopes to actively interfere with
the ability of native HCV virus to bind to target cell receptors (e.g., CD81) has specific
therapeutic application for reducing viral load in infected individuals, and/or preventing infcction
or re-infection of organs in non-infected individuals (for example, by (i) recognizing HCV E2
protcins encoded by diffcrent HCV genotypes and/or subtypes; (ii) binding HCV particles;
and/or (1) preventing attachment and entry of HCV viral particles to their target cells),
particularly in recent organ transplant recipients, individuals undergoing renal dialysis, babics
born to HCV-infected mothers, and/or individuals undergoing treatment for hemophilia or other
blood clotting disorders. In some embodiments, other recipients include individuals recently
exposed to HCV (e.g., via exposure to HCV-containing bodily fluids). In some ecmbodiments,
HCV antibodics may be useful for treatment of patients with strains of HCV that are identical to
the strain of HCV to which the antibodics were raised. In some embodiments, HCV antibodics
may be uscful for treatment of paticnts with strains of HCV that are different from the strain of
HCV to which the antibodics were raised. Both individual HCV antibodics and a cocktail of
several HCV antibodies recognizing several epitopes may be employed.

[0068]  In somc embodiments, HCV antibodies may interfere with E2-associated viral
infection by mechanisms other than preventing direct interaction with CD8&1, In some
embodiments, HCV antibodics may interfere with viral infectivity by a number of possible
mechanisms, including preventing E2 binding to co-receptor proteins, disrupting conformational
changes in E2 proteins nccessary for target cell binding, inhibiting E2-mediated viral fusion to
target cells, and/or inhibiting uncoating of FICV virions. In some embodiments, HCV antibodies
that directly interferc with E2 binding to CD81 may effectively complement HCV antibodics that

interfere with infectivity by other mechanisms.
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[0069]  HCV antibodics in accordance with the invention which recognize viral epitopes and
interfere with virus/target receptor interaction and viral epitopes which bind to such antibodics
may also scrve as templates for rationally designing peptide and other structural mimics of the
viral epitopes. Structural molecular mimics defined by these IHCV antibodics find use in their
ability to block binding of the native virus to target receptors by binding to the target receptor
themselves.

[0070] By producing human or humanized monoclonal antibodies, it is possible to dircctly
analyze the human immunc response to HCV. In some cases, it is desirable to use human or
humanized monoclonal antibodics. By using human monoclonal antibodies, immune responses
against the antibodics themsclves as foreign antigens can be minimized, whereas vigorous
immune responses are typically generated against monoclonal antibodics produced from non-
human sourccs, becausce they are recognized as forcign antigens. Sclecting for HCV antibodies
that recognize conserved viral conformational epitopes affords broader and more effective
therapeutic application of these reagents for ameliorating or preventing HCV infection than
antibodies able to bind only lincar or denatured epitopes. Antibodics described herein recognize
conformational cpitopes, which arc highly conserved HCV E2 protcins of multiple different
genotypes and/or subtypes. Thus, antibodies described herein have the advantage that they arc
more potent against a wide range of HCV isolates than many previously described neutralizing
antibodics. An additional advantage is that the high conservation of the epitopes recognized by
the antibodics described herein indicates that these antibodics recognize scquences with
functional and/or structural significance within the HCV E2 protein. Thus peptides or small
molecules isolated with these antibodics have a high probabihity of being functional regions
within HCV E2.

Production and Characterization of HCV Antibodies

[0071]  The overall strategy employed for the development of the subject HCV antibodics is
described in Example 1. Briefly, (1) individuals with cvidence of exposure to HCV were
identificd; (2) antigen specific B-cells from their peripheral blood were expanded and activated
in vitro, (3) these cells were immortalized by clectrofusion with a suitable mouse-human
heteromycloma; (4) relevant human antibody scereting hybridomas were identified; and (5) the

relevant hybridomas were stabilized by cloning. This strategy resulted in the identification of
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HCV antibodies that are specific to the HCV E2 protein and which bound to conformational
epitopes of E2 of HCV genotypes 1a, 1b, 2a, 2D, 3a, 4, 5, and 6 (Figure 1).

[0072]  Asdescribed in Example I, peripheral B cells from individuals with cither HCV 1a or
1b infection and high serum antibody ncutralization activitics were uscd to produce and
characterizc a pancl of human monoclonal antibodics. The initial screcning made use of a
genotype 1b E2 protein to screen for antibodics derived from a 1a infected donor, or 1a E2
protein to screen for antibodics derived from a 1b infected donor. This step biased the screening
approach used to the selection of antibodies to epitopes conserved between genotypes la and 1
since the donor was infected with cither a genotype 1a or 1b isolate. Antibodies identificd by
such screening (i.e., HC-1, HC-3, HC-11, and CBI-23) did not recognize E2 protein by western
blot, but did recognize E2 protein by immunoprecipitation. These results suggest that these HCV
antibodics recognize conformational cpitopes.

[0073}  HCV antibodics HC-1, HC-3, HC-11, and CBI1-23 were all able to bind to E1E2 of
HCV genotypes la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, and 6 (Figure 1). HC-1 and HC-11 neutralize the
majority of HCV genotypes la, b, 2a, 2, 3a, 4, 5, and 6 HCVpp la (Figure 4) and 1b infection,
as well as HCVee la and 2a infection (Figure 4). HC-3 was able to neutralize HCVpp la and
HCVcc 2a. HC-3 ncutralizes 1a HCVpp and 2a HCVcc (Figure 4), and CBH-23 neutralizes
genotype 1a, 1b, 2a HCVpp, and 2a HCVcc (Figure 4). These data indicate that all four HCV
antibodics arc able to recognize and neutralize multiple HCV genotypes. CD81 capture assays
show that three of these four antibodies (i.e., HC-1, HC-11, and CBH-23) arc capablc of
blocking the interaction of E2 and CDS81 (Figure 6). The present invention shows that cpitopes
that partially or fully overlap the CD81 binding site within HCV E2 are both conformational in
nature and highly conserved. A high degree of sequence conservation in the CD81 binding site
is consistent with the proposition that the interaction between HCV E2 and CDRI1 is biologically
relevant. The present invention encompasscs the recognition that, since HC-3 neutralizes HCV
la and 2a but does not inhibit E2 binding to CDR1, HC-3 might utilize alternative mechanisms of
virus neutralization,

[0074]  Competition analysis has been employed to define antibodies with similar binding
sites in HCV E2. Previously identified HCV antibodies that recognize onc of HCV E2 domains
A, B, or C were biotinylated, and the binding of the biotinylated antibodics to HCV E2 in the

presence of increcasing amounts of competing HCV antibodies (i.e., IC-1, HC-3, HC-11, and
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CBH-23) was determined. HCV antibodies HC-1 and HC-11 effectively competed with
antibodies that recognize domain B, but not domains A or C. CBH-23 effectively competed with
an antibody recognizing domain C and not domains A or B. HC-3 did not compcte with any
domain A, B, or C antibodics.

[0075]  These results indicate that conformational ¢pitopes within HCV E2 glycoprotein are
highly conscrved among divergent HCV genotypes and/or subtypes. The antibodics thai
recognize these epitopes are uscful as reagents to better define the structure of HCV E2,
Furthermore, the antibodies that inhibited binding of HCV virions to human CD&1 were shown
to mediate virus neutralization of HCVpp and HCVce models, which are well-aceepted HCV
models in the art. Indeed, one of ordinary skill in the art recognizes that successful neuatralization
of HCVpp and/or HCVcc is predictive of in vivo therapeutic activity (sce, e.g., Lavie et al., 2007,
Curr. Issues Mol. Biol., 9:71-86; Barlosch et al., 2003, .. Exp. Med., 197:633-642; and Law et
al., 2008, Nat. Med., 14:25-27; all of which are incorporated herein by reference).

[0076]  Thus, the present invention provides HCV 2 antibodies HC-1, HC-3, HC-11, and/or
CBH-23. The present invention provides antibodics that recognize the same or similar ¢pitopes
as HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23. In some embodiments, the invention provides
antibodies that compete with HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23 for binding to E2 protcin, In
some embodiments, the invention provides antibodics that decrease HC-1, HC-3, FIC-11, and/or
CBH-23 binding to E2 protcin by about 30%, about 40%, about 50%, about 60%, about 70%,
about 80%, about 90%, about 95%, or more than about 95%.

[0077]  In somc embodiments, the invention provides agents (e.g., small molecules, peptides,
nucleic acids, lipids, nanoparticles, erc.) that compete with HC-1, HC-3, HC-1!, and/or CBH-23
for binding to E2 protein. In some embodiments, the invention provides (e.g., small molecules,
peptides, nucleic acids, lipids, nanoparticles, ete.) that decrease HC-1, HC-3, HC-11, and/or
CBH-23 binding to E2 protcin by about 30%, about 40%, about 50%, about 60%, about 70%,
about 80%, about 90%, about 95%, or morc than about 95%.

[0078])  The HCVpp (HCV pscudotyped particle) model comprises infectious retroviral
particles pseudotyped with unmedified HCV E1 and E2 proteins (sce, e.g., Bartosch ef af., 2003,
J. Exp. Med., 197:633-642; Drummer et al., 2003; FEBS Letr., 546:385-390; Op Dc Beeck er al.,
2004, .J. Virol., 78:2994-3002; and Hsu et af., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 100:7271-72706;

all of which arc incorporated herein by reference). HCVpp preferentially infect human hepatic
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cells, are neutralized by anti-E2 antibodics, are ncutralized by HCV-infecied patient serum, and
mimic the carly stages of HCV infection, including viral entry (Bartosch er al., 2003, supra; and
Lavie et al., 2007, Curr. fssues Mol. Biol., 9:71-86; both of which are incorporated hercin by
referencc). HCVpp-based assays arc useful to observe virus entry and correlate with
physiological conditions in vivo, and arc suitable for development of new antiviral therapies
(Bariosch ef af., 2003, supra).

[0079]  The HCVcc (cell cultured HCV virion) model provides a cell-culture system that
allows production of infectious, fully replicative HCV virions (Lindenbach et al., 2005, Science,
309:623-626; Wakita et al., 2005, Nar. Med., 11:791-796; and Zhong et al., 2005, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 102:9294-9299; all of which are incorporated herein by reference). The HCVec
system is bascd on the transfection of the human hepatoma cell line Hub-7 with genomic HCV
RNA of the genotype 2a JFH I strain cloned from an individual with fulminant hepatitis, In
order to allow comparative studics between different HCV strains, chimeric genomes encoding
structural proteins from different genotypes and non-structural proteins from the JFH1 isolate
have also been made (Pietschmann ct al, 2006). HCVec models arc able to replicate in vitro in
cell culture and 7r vivo m chimpanzees (Wakita et al., 2005, supra). The HCVec system allows
for the study of the complete viral cycle life and confirms data generated with the HCVpp
system.

[080] It is well-cstablished that the results of virtually all experiments performed using
HCVec virtons arc consistent with the results of similar experiments performed using HCVpp
virions. See Lindenbach et al., 2005, Science, 309:623-6206; Lavie ef al., 2007, Curr. Issues Mol
Biol., 9:71-86; Chapcl et al., 2007,.1. Gen. Virol, 88:1133-1143; Répeard et af., 2007, FEBS /.,
274:4705-4718, Pictschmann et af., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 103:7408-7413; Wakita
et al., 2005, Nature Medicine, 11:791-796; Yi ef al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
103:2310-2315; Zhong et al., 2005, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 102:9294-9299; all of which are
incorporated herein by reference.

[0081]  Another cstablished model for studying HCV is the “HCV-Trimera” mouse modecl
(llan et al., 2002, J. Infect. Dis., 185:153-61; incorporated herein by reference). The HCV-
Trimera mouse model was developed by using lethally irradiated mice, reconstituted with Severe
Combined Immunodeficiency (SCID) mouse bone marrow cells, in which human hver fragments

infected ex vivo with HCV had been transplanted. HCV Trimera mice may.be uscful for
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assessing in vivo therapeutic cfficacy of potential HCV therapeutic and/or diagnostic agents (1lan
et al., 2002,/ Infect. Dis., 185:153-61; Eren et al., 2006, .J. Virol,, 80:2654-2664; both of which
are incorporated herein by reference).

[0082] [t is well-established that the results of experiments performed using either HCVcc or
HCVpp virions in culture systems are consistent with the results of animal experiments
performed using human liver-mousc chimeric modecls (Eren ef al., 2006, /. Virol., 80:2654-2664;
and Law et al., 2008, Nat. Med., 14:25-27; both of which are incorporated hercin by reference).
Furthermore, it has been established that inhibition of HCV replication in both in vitro assays
and, by extension, in vivo small animal human mousc chimera models, e.g., the Trimera mousc
model, corrclate with inhibttion of HCV in non-human primates /n vivo. For example, in a study
that focused in part on the ability of sclected polyclonal human 1gG preparations in preventing
mfection in chimpanzeces, preparations with high neutralization titers as defined by HCVpp
assays were protective while preparations with low ncutralization titers were not. Sce Yu et al.,
2004, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 101:7705-7710; incorporated herein by reference.

[0083]  Given the predictive value of these model sysiems, one of ordinary skill in the art will
readily recognize that HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23 (or antibodies that recognize the
same epitopes as HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23) may be successfulty used for
ncutralization of HCV in vivo. Analogous to the success achicved with hepatitis B
immunoglobulin in liver transplantation (Dickson, 1998, Liver Transpl. Surg., 4(5 Suppl 1):873-
S78; and Markowitz et al., 1998, Hepatology 28:585-589; both of which arc incorporated herein
by reference), one possible application is to suppress HCV infection in liver transplant recipients
with broadly reactive ncutralizing human monoclonal antibodics.

[0084]  While human monoclonal antibodies arc provided, other antibodics from other sources
may recognize the same epitopes recognized by the human antibodies described herein, and may
also be employed. Generally antibodics from murine sources (e.g., mice, rats, lagomorpha, efc.)
and domestic animals (e.g., rabbit, guinea pig, goat, shcep, pig, chicken, horse, hamster, efe.)
find use. One may produce antibodics having the conscrved regions of mammalian sources
using genetic engineering and replacing the constant regions of the HCV antibodies provided
herein or may use the proteins to be described below as immunogens for immunizing the animals
and then immortalizing the resulting B cells and screening as described below for immortalized

cells which produce monoclonal antibodices having analogous broad range binding specificity.
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By screening in competitive assays with the subject HCV antibodies, one can deicrmine whether
the non-human antibodics bind to the same epitope.

[0085]  Instead of using hybridomas as a source of the antibodies, gencs encoding an HCV
antibody or portion therecof may be isolated and introduced into an appropriate mammalian host
cell, e.g., CHO, CHO-K1, 293T, Huh7, Huh7.5, Hel.a, CV1, or the like. Suitable expression
plasmids include pcDNA3.T Zeo, pIND(SP 1), pREPS (all available from Invitrogen, Carlsbad,
CA) (see Example 1), and the like. Antibody genes may be expressed via viral or retroviral
veetors, which may be exemplified by MLV based vectors, vaccinia virus bascd vectors, erc.
Similarly, antibody genes may be expressed using the pCOMB serics of vectors on the surface of
M 13 phage, as two independent chains, which may be renatured to form the intact antibody.
Alternatively, antibodies may be expressed as a single chain, including at least the variable
regions. Genes may be used for gene therapy by introducing the genes into appropriate cells,
such as lymphocytes, muscle cclls, fibroblasts, and the like, where antibodies may be cxpressed
and sccreted, cither constitutively or inductively, to provide a continuous or intermtittent source
of antibody over a predetermined period of time, basced on the lifetime of the host cell, Genes in
conjunction with a marker gene (e.g., antibiotic resistance; fluorescent labcel; nutrient selection;
etc.) may be introduced in ccll cultures of cclls taken from a subject, the modified cells sclected
by means of the marker and the marked cells returned to the host. DNA may be introduced into
cells using various plasmid DNA, naked DNA, DNA virus constructs (e.g., adenovirus, adeno-
associated virus, or vaccinia virus), and/or RNA viruses (e.g., Vesicular stomatitis virus, sindbis
virus, and semiliki forest virus), to name but a few. In some embodiments, a DNA construct has
a promoter for which transcription factors are present in the subject cclls or can be induced or
introduced and the genes under the transcriptional control of such promoter, Other regulatory
sequences may also be present, such as Icaders for seerction, enhancers, RNA stabilizing
sequences, and the like.

[0086]  In some cmbodiments, antibodies arc of the IgG class. In some embodiments,
antibodies arc of of the IgG1 or 1gG2 class (Figure 3). In somc embodiments, antibodics are of
of the 1gGi class. In certain embodiments, antibodics are of the 1gG;,; class. In some
cmbodiments, antibodies arc of the 1gGy,, 18G5, or IgG;, class. In some embodiments,
antibodics arc of the 19G,, 12Gs, or 1gGy class. In some embodiments, antibodics arc of the 1gA,

IgD, 1gE, or [gM class. In some embodiments, antibodies arc of the IgA | or 1gAs class.
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[0087]  Antibodies may be used in their native form or may be truncated to provide Fab or
F(ab’), fragments. Genes encoding heavy and light chains may be isolated and modified in a
number of different manners. Conveniently, using RT-PCR, cDNA may be obtained for the
genes in a convenient construction for further manipulation. Nucleotide sequences of variable
rcgions of heavy and light chains may be isolated and joined, cither directly or indircctly or
through a chain of 3n nucleotides, where n 1s at lcast 1 and not more than about 60, usually not
more than about 40, to provide a linker of amino acids between the two variable regions. The
length of the chain can be determined empirically to provide the optimum affinity and other
propertics, e.g., linkage through mercapto, carboxy, or amino groups, for chelation, bonding to a
surfacc or other molecule, or the like.

[0088]  Labcls or tags may be attached to the gene encoding the antibody to provide for
specific affinity isolation methods for the cxpressed antibody, attachment to a surface, labels or
tags for identification, efc, Labels or tags may otherwise improve the utility of the isolated
antibody gene. In some embodiments, labels or tags are associaled with antibodics via linkcers,
such as cleavablc arms, protease sites, ¢fc. In some embodiments, labels or tags arc dircctly
associated (e.g., covalently or non-covalently) to an antibody, a genclencoding an antibody, or
fragments thercof.

[0089]  Labels may include cnzymes, chelating groups, ligands for binding to ligand binding
proteins, e.g., biotin/streptavidin, digoxigenin/antidigoxigenin, erc., green fluorescent protein,
and the like. The biotinylation sequence of £, coli biotin carboxylase carrier protein (BCCP) can
be used for in vivo biotinylation of proteins expressed in £. cofi or introduced in a lysate of £.
coli. A sequence of six histidines or a sequence of alternating histidines and aspartic acids that
arc suitable for allowing binding of the antibody to a column containing immobilized divalent
cations can bc used. Scquences encoding high affinity epitopes may be employed, such as the
FLAG epitope DYKDDDDK (SEQ ID NO: 1), the T7 tag sequence MASMTGGQOMG (SEQ [D
NO: 2}, the S-tag sequence KETAAAKFERQHMDS (SEQ ID NO: 3), or any other sequence
that confers high affinity binding to its correlative binding member or a protein reagent. Fusion
proteins, besides the ones indicated above, include glutathione-S-transferase, luciferase, ligands
to cell surface receptors found on hepatocytes, T-cells or other desirable cellular target, and the
like. Such fusions are usually joined via a linker sequence of 3-50 amino acids that promotcs the

bi-functionality of the protcin.
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[0090]  In some cmbodiments, labels include fluorescent, radioactive, luminescent, and/or
enzymatically detectable moictics. Alternatively, antibodics may be linked to chelaied toxic
heavy metals or radioactive isotopes (e.g., technetium, radioactive iodine, erc.). Antibodics may
be chemically linked to fluorophores or chemiluminescent molecules, Chemical coupling may
involve biotinylation using the activated carboxylic acid group or biotin-C11-
hydroxysuccinimide ester, which will react with cysicines; coupling through the use of CNBr
activation of various beads (sepharosc, agarosc, magnctic, polystyrene, efe.) or surfaces to link
the antibodics, and the like; any number of other methods generally involving bridging the
antibody to a useful chemical moiety, usually accomplished by modifying lysine or other basic
residues or through use of reagents specific for free sulfhydryl groups.

[0091]  In some embodiments, a fabel may provide cysteines for forming thioethers with
maleimide groups, polyhistidine/cysteincs or polyhistidines/aspartic acids for chelating metals,
polylysincs for reacting with aldchydes in reductive animation rcactions, efc.

[0092] In some embodiments, a label may be a ioxin, such as diphtheria toxin, ricin, abrin,
ribosome inactivating proteins, apoptosis signaling proteins, pore forming protcins (e.g.,
perforin), efc.

[0093]  Genes for antibedy heavy and light chain variable regions (particularly the
hypervariable regions of the variable regions) may be mutated in accordance with known ways to
cnhance antibody binding affimty or to broaden reactivity. One may use in vitro sclection to
identify the optimum binding antibodics using phage display methodologies, random or directed
mutagenesis of sequences, or other similar methodologics. Alternatively, one may usc an alanine
or glycine walk of the hypervariable regions to identify essential amino acids and then vary the
amino acids at those or other sites to identify improved binding of the epitope. Other techniques
known in the art may be employed to provide the mutagenized antibodies. Sec, e.g., Gram e/ al.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:3576-80; Gniffiths ef af., 1993, FMBO J., 12:725-34; de
Kruif et al., 1995, ). Mol. Biol., 248:97-105; Low et al., 1996, .]. Mol. Biol., 260:359-368; FHanes
et al., 2000, Nat. Biotechnol., 18:1287-1292; Boder et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
97:10701-10705; Graff er al., 2004, Protein Eng. Des. Sel., 17:293-304; Cumbers et al., 2002,
Nar. Biotechnol., 20:1129-1134; Chowdhury and Pastan, 1999, Nat. Biotechnol., 17:568-572,
Neuberger and Milstein, 1995, Curr, Opin. Immunol., 7:248-254; Jolly et al., 1996, Semin.
Immunol., 8:159-168; Ncuberger et al., 199R, Inumimol. Rev., 162:107-116; Neuberger, 2002,
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Biochem. Soc. Trans., 30:341-350; Beers er al., 2000, Clin. Cancer Res., 6:2835-2843; and
Salvatore et al., 2002, Clin. Cancer Res., 8:995-1002; all of which are incorporated herein by
reference.

[0094]  References relating to production of human antibodics include Foung et al., 1990,.7.
Immunol. Methods, 70:83-90; and Zimmermann et af., 1990, .. Immunol. Methods, 134:43-50;
both of which are incorporated herein by reference. References relating to production of
modified antibodies using combinatorial librarics, Burton and Barbas, Dixon, F) (Ed.) Advances
in Immnunofogy, Vol. 57, Vi+391 p. Academic Press, Inc., San Diego, CA, 191-280, 1994,
Plaisant ef al., 1997, Res. Virol., 148-169; and Barbas and Burton, Monoclonal Antibodies from
Combinatorial Libraries. Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor,
NY, 1994; all of which are incorporated herein by reference. Modified antibodies can be
produccd by mutagenesis followed by in virro selection for a desirable property, such as
increased affinity to a target antigen or broader or narrower specificity. Antibodies can also be
modificd by a toxin or other bioactive moleculc. An assay for antibodics binding to HCV E2 is
described by Rosa er al. (1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93:1759-1763; incorporaied hercin

by reference).

Conformational Epitopes

Characterizalion of Epitopes

[0095]  Antibodies may be used to identify the structural epitopes on E2 protein that they bind.
Two basic approaches may be employed using the monoclonal antibodics for identifying
conformational cpitopes. In the first, natural variants or mutation analysis of HCV isolates may
be used to identify regions, and ultimately individual amino acids that are involved in the
cpitopes recognized by the monoclonal antibodies (Schwartz er al., 1999, .1 Mol. Biol., 287.983-
999; incorporated herein by reference). Antibodies are screened against a number of different
HCV E2 isolates, identifying isolates that are selectively non-reactive with individual antibodies.
“Chimeric” E2 envelope proteins are then constructed in which portions of the chimera arc
derived from E2 protein from one HCV genotype and other portions are derived from 2 protein
of another HCV genotype. Chimeric E2 proteins are constructed by PCR amplifying
overlapping fragments, and/or by using restriction sites common to both E2 proteins, An

alternative method 18 DNA shuffling as pionecred by the biotechnology company MaxyGen
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(reviewed in Cohen, 2001, Science, 293:237; Locher et al., 2005, DNA Cell Biol., 24: 256-263;
Locher er al., 2004, Expert Opin. Biol. Ther., 4:589-597; Locher et al., 2004, Curr. Opin. Mol.
Ther., 6:34-39; Kurtzman et al., 2001, Curr, Opin. Biotech., 12:361-370; and Minshull and
Stemmer, 1999, Cirr. Opin. Chem. Biol., 3: 284-290; all of which are incorporated herein by
reference). By surveying the observed binding reactivities of different chimeric E2 proteins with
different monoclonal antibodies, amino acid regions in the E2 proteins involved in forming
conformational epitopes are identified. Once the relevant regions are identified, individual
amino acids that differ between the different genotypes arc mutated to compose a reactive E2
sequence. Mutants that restore full reactivity identify amino acids that arc invelved in forming
the epitope.

[0096] A sccond basic approach to defining a conformational epitope is to synthesize a scries
of overlapping peptides 10 — 15 residues in Iength that encode the desired scquence of HCV E2
(see, e.g., Petit et af., 2003, /. Biol. Chem., 278:44385-44392; Moskalenko et al., 2000, .J. Virol.,
74:1761-1766; Pctiersson, 1992, Mol. Biol. Rep., 16:149-53; Gerlofs-Nijland er af., 2003,
Nephron Exp. Nephrol., 94:¢25-34; all of which arc incorporated herein by refercnce). Peptides
are then screencd against the antibodics using high concentrations of antibody (often 100 pg/ml
or higher). Individual regions that comprise the full conformational epitope often rctain residual
binding activity with the antibody that can be detected. Once these regions are identified, they
can be conftrmed using mutational studics involving the 10 — 15 residues of the peptide, either in
the context of the peptide or by substituting into a conformationally intact HCV E2 protein. A
variation of this methodology is described in Reincke et af, (1999, Nat. Biotech., 17:271-275,
incorporated hercin by reference).

[0097]  Insome cmbodiments, the present invention provides definition of conformational
cpitopes in HCV E2 protein, and further provides compositions and compounds containing such
cpitopes. For example, the present invention provides mimicking agents (e.g., proteins, peptides,
small molecules, carbohydrates, lipids, nanoparticles, nucleic acids, mimotope, organic
compound, organometallic compound, inorganic compound, efc.) comprising conformational
epitopes of HCV E2 protein. Peptide agents may contain one or morc epitopes recognized by the
antibodies of the present invention. In certain embodiments, proteins arc strings of concatenated
peptides at least one of which contains a conformational epitope of HCV E2. The peptides of the

string may contain different conformational epitopes of HCV or the peplides may contain the
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same epitope. The peptides of the string should preferably fold properly in order to display the
conformational cpitope substantially as it appears in nature. Such proteins and peptides may be
used in formulating vaccines or may be used in diagnostic tests,

[0098]  The present invention provides a method for stratifying patients based on their
immunological responsc to HCV and of identifying those patients likely to respond well to HCV
immunotherapy. For cxample, a paticnt’s scrum may be uscd to test for the presence of
antibodies directed against a particular epitope of HCV E2. If the patient docs not have adequate
levels of antibodies directed to such an epitope, human monoclonal antibodics directed against
the cpilope may be administered to the patient.

[0099]  In formulating vaccines to HCV, any agent that mimics at least one conformational
cpitope of HCV E2 protein may be used. In some embodiments, cpitopes represented in a
vaccine includce oncs that arc conserved among different genotypes of the virus or among
different strains of the virus. In some embodiments, peptides or proteins that contain the
conformationally-defined epitopes of E2 of HCV are uscd in the formulation of a vaccine to
prevent an infection by HCV or to treat an HCV infection. In some embodiments, peptide or
protein mimics may be less than 500, less than 200, less than 100, less than 50, less than 40, less
than 30, or less than 20 amino acids in length. In some embodiments, peptides to be used in
formulating a vaccine are peptide fragments of E2 protein of HCV. In some embodiments, a
peptide folds 1n a manner similar to its fold in the native E2 protein thus preserving the three-
dimensional structure of the conformational epitope.

[00100] A vaccine may also contain proteins that represent concatenated peptides that have the
conformational epitope to which antibodies arc desired. Several different peptides making up the
multimer may be used so that cach peptide contains a different epitope, or the same peptide may
be used more than oncce in the multimer.

[00101] Peptides may be synthesized using any method known in the art including Merrifield
solid phase chemistry. The peptides may also be obtained by cleavage of E1 or 2 protcin and
purification. The peptides may be made recombinantly and produced in £. coli, yeast (e.g., S.
cerevisiae), insect cells (e.g., SO cells), or mammalian cells (e.g., CHO cclls) using any available
techniques in the art (Sambrook et al.; Miller & Calos, eds., Gene Transfer vectors for
Mammalian Cells | 1987; Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, 1987,

cach of which is incorporated herein by reference). Peptides may be modified to increasc their
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immunogenicity, solubility in aqueous solution, or to increase their propensity to fold correctly.

For example, peptides may be glycosylated, farnesylated, hydroxylated, reduced, oxidized, erc.

[00102]

In some cmbodiments, a peptide comprises amino acids 657-698 of the E2 protecin of

HCV. In some embodiments, a peptide comprises onc or more of amino acids D658, F679,

1692, 1696, or DGIS of the E2 protein of HCV. As would be appreciated by one of ordinary skill

in this art, analogous amino actd scquences of 2 proteins from any genotype of HCV may be

used. Analogous sequences may be determined by aligning multiple scquences of the E2 protein

from different strains or genotypes of HCV. Homologous sequences that preserve the desired

epitope may also be uscd in the formulation of vaccines. In some embodiments, sequences are at

lcast 50%, at lcast 60%, at least 70%, at least 75%, at [cast B0%, at least 85%, at [cast 90%, at

least 95%, at lcast 98%, or morc homologous to the native sequence from HCV E2 protein.

[00103]

In some embodiments, full-length HCV E2 proteins, as described herein, may have a

scquence that is derived from a wild type HCV polyprotein. In some embodiments, full-length

HCV E2 proteins, as described hercin, may have a sequence that is derived from a non-wild type

HCV polyprotein. Amino acid sequences of a varicty of different HCV polyproteins (e.g., from

different genotypes, subtypces, isolates, etc.) arc known in the art and are available in public

databases such as GenBank. Exemplary HCV polyprotein scquences of mulliple HCV

genotypes, subtypes, and/or isolates are provided in Table 1 below.

Table 1: Exemplary HCV Polyprotein Sequences

GenBank
Accession

Genotype
& Subtype

HCYV Polyprotein Sequence

AAB67038

1a

(H77)

MSTHNPKPQRK
KTSERSQPRG
RGSRPSWGPT
LAHGVRVLED
YHVTNDCPNS
GKLPTTQOLRR
TQDCNCSIYFR
AHWGVLAGIA
GLLTPGAKQN
GCPERLTSCR
SVCGPVYCTET
GCTWMNSTGE
PWITPRCMVD
RCDLEDRDRS
YLYGVGSSIA
LVILNAASLA
LATLPQRAYAL
TRVEAQLHVW
ILOQASLLKVP
NHLTPLRDWA

TKRNTNRREQ
RROQPIPKARR
DPRRRSRNLG
GVNYATGNLP
SIVYEAADAI
HRIDLLVGSAT
GHITGHRMAW
YESMVGNWAK
IQLINTNGSW
RLTDFAQGWG
PSPVVVGTTD
TKVCGAPPCV
YPYRLWHYPC
ELSPLLLSTT
SWATKWEYVV
GTHGLVSFLV
DTEVAASCGG
VEPLNVRGGR
YEVRVQGLLR
HNGLRDLAVA

DVKFPGGGQI
PEGRTWAQPG
KVIDTLTCGT
GCSFSIFLLA
LHTPGCVPCVY
LCSALYVGDL
DMMMNWSPTA
VLVVLLLFAG
HINSTALNCHN
PISYANGSGL
RSGAPTYSWG
IGGVGNNTLL
TINYTIFKVR
OWQVLPCSFET
LLFLLLADAR
FFCTAWYLKG
VVLVGLMALT
DAVILLMCVV
ICALARKIAG
VERPVVISRME

VGGVYLLPRR
YPWPLYGNEG
ADIMGYIPLV
LLSCLTVPAS
REGNASRCWV
CGSVFLVGQL
ALVVAQLLRI
VDAETHVTGG
ESLNTGWLAG
DERPYCWHYP
ANDTDVFVLN
CPTDCFRKHP
MYVGGVEHRL
TLPALSTGLI
VCSCLWMMLL
RWVPGAAYAF
LSPYYKRYIS
HPTLVEDITK
GHYVQOMAIIK
TKLITWGADT

GPRLGVRATR
CGWAGWLLSP
GAPLGGARRA
AYQVRNSSGL
AVTPTVATRD
FTFSPRRHWT
POATIMDMIAG
NAGRTTAGLV
LEYQHKENSS
PRPCGIVPAK
NTRPPLGNWT
EATYSRCGSG
EAACNWTRGE
HLHQNIVDVQ
ISQAEAALEN
YGMWPLLLLL
WCMWWLOYFL
LLLAIFGPLW
LGALTGTYVY
AACGDIINGL
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PVSARRGQET
DERNQVEGEVQ
YTNVDODLVG
SLLSPRPISY
LGTTMRSPVY
VLVLNPSVAA
ADGGCSGGAY
PPGSVTVSHP
DELAAKLVAL
VIDCNTCVTQ
FVAPGERPSG
CODHLEFWEG
PESWDOMWKC
ADLEVVTSTW
LYQEFDEMEE
QTNWQKLEVFE
LTTGQTLLFN
ILAGYGAGVA
ILRRHVGPGE
LTVTQLLRRL
PCLPGIPIVS
TCRNMWSGTF
YVSGMTTDNL
LEEYPFVGSQL
SSASQLSAPS
VILDSFDPLV
WKKPDYEPPV
SFGSSSTSGT
SDGSWSTVSS
LRHHNLVYST
NLLSVEEACS
VIPIDTTIMA
KLPLAVMGSS
SDIRTEEATIY
ASGVLTTSCG
EDAANLRAFT
VYYLTRDETT
SVLIARDQLE
EINRVAACLR
RTKLKLTPIT
AGVGIYLLPN

LLGPADGMVS
IVSTATQTFL
WPAPQGSRSL
LKGSSGGPLL
TDNSSPPAVDE
TLGFGAYMSK
DIIICDECHS
NIEEVALSTT
GINAVBYYRG
TVDFSLDPTF
MFDSSVLCEC
VFTGLTHIDA
LIRLKPTLHG
VILVGGVLAAL
CSQHLPYIEQ
WAKHMWNFIS
ILGGWVAAQL
GALVAFKIMS
GAVOWMNRLI
HOWISSECTT
CORGYRGVWR
PINAYTTGEC
KCPCQIPSPE
PCESERDVAV
LKATCTANHD
AEEDEREVSV
VHGCPLEPPPR
TGDNTTTSSE
GADTEDVVCC
TSRSACQRQK
LTPPHSAKSK
KNEVFCVQPE
YGFQYSPGQR
QCCDLDPQOAR
NTLTCYIKAR
EAMTRYSAPP
PLARAAWETA
QALNCEIYGA
KLGVPPLRAW
AAGRLDLSGW

KGWRLOAPTT
ATCINGVCWT
APCTCGSSDL
CPAGHAVGLF
QSFQVAHLHA
AHGVDPNIRT
TDATSILGIG
GEIPFYGKAI
LDVSVIPTSG
TIETTTLRQD
YDAGCAWYEL
HFLSQTKQSG
PTPLLYRLGA
RAYCLSTGCV
GMMLAEQFIQ
GIQYLAGLST
AAPGAATAFV
GEVPSTEDLV
AFASRGNHVS
PCSGSWLRDI
GDGIMHTRCH
TPLPAPNYKF
FFTELDGVRL
LTSMLTDPSH
SPDAELIEAN
PAEILRKSRR
SPPVPPPRKK
EAPSGCPPDS
SMSYSWTGAL
KVTFDRLQVL
FGYGAKDVRC
KGGRKPARLT
VEFLVQAWKS
VAIKSLTERL
AACRAAGLQD
GDPPQPEYDL
RHTPVNSWLG
CYSIEPLDLP
RHRARSVRAR
FTAGYSGGDI

R (SEQ ID NO: 4)

AYTOQTRGLL
VYHGAGTRTI
YLVTRHADVI
RAAVCTRGVA
PTGSGKSTKV
GVRTITTGSP
TVLDQAETAG
PLEVIKGGRH
DVVVVSTDAL
AVSRTQRRGR
TPAETTVRLR
ENFPYLVAYQ
VQNEVTLTHE
VIVGRIVLSG
KALGLLQTAS
LPGNPAIASL
GAGLAGARAIG
NLLPAILSPG
PTHYVPESDA
WDWICEVLSD
CGAEITGHVK
ALWRVSAEEY
HRFAPPCKPL
ITAEAAGRRL
LLWROEMGGN
FARALPVWAR
RTVVLTESTL
DVESYSSMPP
VTPCAAEEQK
DSHYQDVLKE
HARKAVAHIN
VFPDLGVRVC
KKTPMGFSYD
YVGGPLTNSR
CTMLVCGDDL
ELITSCSSNV
NIIMFAPTLW
PIIQRLHGLS
LLSRGGRAAT
YHSVSHARPR

GCIITSLTGR
ASPKGPVIONM
PVRRRGDSRG
KAVDFIPVEN
PAAYRAQGYK
ITYSTYGKFL
ARLVVLATAT
LIFCHSKKKC
MTGETGDFDS
TGRGKPGIYR
AYMNTPGLEV
ATVCARAQAP
ITKYTMTCMS
KPAIIPDREV
RHAEVITPAV
MAFTARVTSP
SVGLGRVLVD
ALVVGVVCAA
AARVTAILSS
FKTWLKAKLM
NGTMRIVGPR
VEIRRVGDFH
LREEVSTRVG
ARGSPPSMAS
ITRVESENKV
PDYNPPLVET
STALAELATK
LEGEPGDEDL
LPINALSNSL
VKAAASKVKA
SVWKDLLEDS
EKMALYDVVS
TRCFDSTVTE
GENCGYRRCR
VVICESAGVQ
SVAHDGAGKR
ARMILMTHFT
AFSLHSYSPG
CGKYLFNWAV
WFWFCLLLLA

AAKOR509

Ib

MSTNPKPQREK
KTSERSQPRG
RGSRPSWGPT
LAHGVRVLED
YHVTNDCSNS
SSIPTTTIRR
VQODCNCSIY P
AHWGVLAGLA
SWLSQGPSQK
GCPERMASCR
QVCGPVYCFET
GCTWMNSTGE
PWLTPRCLVD
RCDLEDRDRS
YLYGVGSVVV
LVVLNAASVA

TKRNTNRRPQ
RROPIPKARR
DPRRRSRNLG
GVNYATGNLP
S5IVYEAADMI
HVDLLVGAARA
GHVSGHRMAW
YYSMVGNWAK
IQLVNTNGSW
PIDKFAQGWG
PSPVVVGTTD
TKTCGGPPCN
YPYRLWHYPC
ELSPLLLSTT
SVVIKWEYVL
GAHGLLSFLV

DVKFPGGGQI
PEGRTWAQPG
KVIDTLTCGF
GCSFSIFLLA
MHTPGCVPCV
LCSAMYVGDL
DMMMNWSPTT
VLIVMLLFAG
HINRTALNCN
PITHVVPNIS
RSGVPTYSWG
IGGVGNNTLI
TINFTIFKVR
EWQVLECSFT
LLFLLLADAR
FFCAAWYIKG

VGGVYLLPRR
YPWPLYGNEG
ADLMGYIPLV
LLSCLTIPAS
RESNFSRCWV
CGSVFLVSQL
ALVVSQLLRI
VDGHTHVTGG
DSLOTGFIAA
DQRPYCWHYA
ENETDVLLLN
CPTDCFRKHP
MYVGGVEHRL
TLPALSTGLI
VCACLWMMLL
RLVPGAAYAL

GPRLGVRATR
MGWAGWLLSP
GAPLGGAARA
AYEVRNVSGI
ALTPTLAARN
FTFSPRRYET
POAVVDMVAG
RVASSTQSLV
LEYAHRFNAS
PQPCGIVPAS
NTRPPQGNWF
EATYTKCGSG
NAACNWTRGE
HLHONTVDVQ
IAQAEATLEN
YGVWPLLLLL
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LALPPRAYAM
TRAEAHLQVW
VLQAGITRVP
NHLTPLRDWA
PVSARRGKEI
DKNQVEGEV(
YTNVDODLVG
SLLSPRPVSY
METTMRSPVF
VLVLNPSVARA
ADGGCSGGAY
PPGSVTVPHP
DELAAKLSGL
VIDCNTCVTO
FVTPGERPSG
CODHLEFWES
PPSWDQMWKC
ADLEVVTSTW
LYQOEFDEMEE
ESKWRALETTF
LTTQSTLLFN
ILAGYGAGVA
ILRREVGPGE
LTITQLLKRL
PQLPGVPFFS
TCSNTHHGTF
YVTGMTTDNV
LNOYLVGSQL
SSASQLSAPS
VVLDSFDPLR
WKDPRYVEPV
TFGSSESSAV
SDGSWSTVSE
RHHNMVYATT
LLSVEEACKL
TPIDTTIMAK
LBQVVMGSSY
DIRVEESIYQ
SGVLTTSCGN
DARSLRVFTE
YYLTRDPTTP
ILLAQEQLEK
INRVASCLRK
TKLKLTPIPA
GVGIYLLPNR

DREMAASCGG
VPPLNVRGGR
YFVRAGGLIH
HAGLRDLAVA
LLGPADSLEG
VVSTATQSFL
WQAPPGARSL
LKGSSGGPLL
TDNSSPPAVE
TLGFGAYMSK
DIIICDECHS
NIEEVALSNT
GINAVAYYRG
TVDFSLDPTF
MFDSSVLEEC
VETGLTHIDA
LIRLKPTLHG
VLVGGVLAAL
CATHLPYIEQ
WAKHMWNFIS
ILGGWVAARQL
GALVAFKVMS
GAVOWMNRLI
HOWINEDCST
CORGYKGVWR
PINAYTTGPC
KCPCOVPAPE
PCEPEPDVAV
LRATCTTHHY
AEEDEREVSV
VHGCPLPPIK
DSGTATALPD
EASEDVVCCS
SRSAGLROKK
TPPHSAKSKE
NEVFCVQPEK
GFQYSPGQRV
CCDLAPEARQ
TLTCYLKASA
AMTRYSAPPG
LERAAWETAR
ALDCQIYGAC
LGVPPLRVWR
ASQLDLSGWF

(SEQ ID NO:

AVFVGLVLLT
DAIILLTCAV
ACMLVRKVAG
VEPVVFSDME
RGWRLLAPIT
ATCVNGVCWT
TPCTCGSSDL
CPSGHAVGIF
QSFQVAHLHA
AHGIDPNIRT
TDSTTILGIG
GEIPFYGKAI
LDVSVIPTIG
TIETTTVPQD
YDAGCAWYEL
HFLSQTKQAG
PTPLLYRLGA
ARYCLTTGSV
GMOLAEQFKQ
GIQYLAGLST
APPSAASAFV
GEMPSTEDLV
AFASRGNHVS
PCSGSWLRDV
GDGIMQTTCP
TPSPAPNYSR
FFSEVDGVRL
LTSMLTDPSH
SPDADLIEAN
PAEILRKSKK
APPIPPPRRK
OASDDGDKGS
MSYTWTGALI
VTFDRLQVLD
GYGAXDVRNL
GGRKPARLIV
EFLVNTWKSK
AIKSLTERLY
ACRAARKLODC
DPPQPEYDLE
HTPVNSWLGN
YSIEPLDLPQ
HRARSVRARL
VAGYSGGDIY
5)

LSPYYKVFLA
HPELIFDITK
GHYVQMAFMK
TKIITWGADT
AYSOQTRGLL
VYHGAGSKTL
YLVTRHADVI
RARVCTRGVA
PTGSGKS TRV
GVRTITTGAP
TVLDQAETAG
PIEAIRGGRH
DVVVVATDAL
AVSRSORRGR
TPAETSVRLR
DNFPYLVAYQ
VONEVTLTHP
VIVGRIILSG
KALGLLQTAT
LPGNPAIASL
GAGIAGAAVG
NLLPAILSPG
PTHYVPESDA
WDWICTVLTD
CGAQITGHVK
ALWRVAAEEY
BRYAPACRPL
ITAETAKRRL
LLWRQEMGGN
FEAAMPIWAR
RTYVLTESSV
DVESYSSMPP
TPCRAEESKL
DHYRDVLKEM
SSKAVNHINS
FPDLGVRVCE
KNPMGFSYDT
IGGPLTNSKG
TMLVNGDDLY
LITSCSSNVS
IIMYAPTLWA
IIERLHGLSA
LSQGGRAATC
HSLSRARPRW

RLIWWLQYFI
LLLAILGPLM
LGALTGTYIY
AACGDIILGL
GCIITSLTGR
AGPKGPITOM
PVRRRGDSRG
KAVDFVPVES
PAAYAAQGYK
VTYSTYGKFL
ARLVVLATAT
LIFCHSKEKKC
MTGYTGDFDS
TGRGRRGIYR
ARYLNTPGLPEV
ATVCARAQAP
ITKYIMACMS
RPATIVPDREL
KQAEARAPVV
MAFTASITSP
SIGLGKVLVD
ALVVGVVCAR
AARVTQILSS
FKTWLOSKLL
NGSMRIVGPK
VEVTRVGDFH
LREEVTFQVG
ARGSPPSLAS
ITRVESENKV
PDYNPPLLES
SSALAELATK
LEGEPGDPDL
PINALSNSLL
KAKASTVKAK
VWKDLLEDTV
KMALYDVVST
RCFDSTVTEN
QONCGYRRCRA
VICESAGTQE
VAHDASGKRV
RMILMTHEFS
FSLHSYSPGE
GRYLENWAVEK
FMLCLLLLSV

BAB32872

2a
(JFH-1)

MSTNPKPORK
KTSERSQPRG
RGSRIPSWGPT
VAHGVRVLED
YMVTNDCSND
PGALTQGLRT
VQECNCSTIYP
AHRWGVMFGLA
GVFSHGPOON
GCPGRLSACR
ARSVCGPVYC
WEFGCTWMNST

TKRNTNRRPE
RRQPIPKDRR
DPRHRSRNVG
GVNYATGNLP
SITWQLEAAV
HIDMVVMSAT
GTITGHRMAW
YFSMOGAWAK
JIQLINTNGSW
NIEAFRIGWG
FTPSPVVVGT
GFTETCGAPP

DVKFPGGGQOI
STGKAWGKPG
KVIDTLTCGF
GFPFSIFLLA
LHVPGCVPCE
FCSALYVGDL
DMMMNWSPTA
VIVILLLAAG
HINRTALNCHN
TLQYEDNVTN
TDRRGVPTYT
CRTRADFNAS

VGGVYLLPRR
REWPLYGNEG
ADLMGYIPVV
LLSCITVPVS
RVGNTSRCWV
CGGVMLAAQV
TMILAYVMRV
VDAGTTTVGG
DSLNTGTLAA
PEDMRPYCWH
WGENETDVFEL
TDLLCPTDCF

GPRLGVRTTR
LGWAGWLLSP
GAPLSGARARA
AAQVENTSSS
PVSPHNMAVRQ
FIVSPQYHWEF
PEVIIDIVSG
AVARSTNVIA
LFYTNRFNSS
YPPKPCGVVFE
LNSTRPPQGS
RKHPDATYIK
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CGSGPWLTPK
TRGDRCDLED
VDVQYMYGLS
ALEKLVVLHA
CLLLMALPRQ
CYLLTLGEAM
GPAYLLRAAL
TYIYDHLTEM
LHGLPVSARL
MTGRDRTEQA
VTOMYSSAEG
DKRGALLSPR
PVETLDVVTR
QGYKVLVLNP
GKFLADGGCA
ATATPPGSVT
KKKCDELAAA
DFDSVIDCNV
GTYRYVSTCE
GLPVCQDHLE
AKAPPPSWDA
TCMQADLEVM
DEEVLYEAFD
QPAMQASWPK
LTSPLSTSTT
VLVDILAGYG
ICAATLRRHV
LLGSLTITSL
SKLFPKLPGL
TGPKTCMNTW
GSYSYVTGLT
FCVGLNSYAV
SEASSSVSOL
PVLDFLEPMA
WRRPDYQPPT
TEGQPPSSGD
DEDLESDQVE
ALITPCSPEE
VLDAHYDSVL
RSLSGRAVNH
LIVYPDLGVR
AEKKDPMGES
RLYVGGPMEN
VAPTMLVCGD
DLELITSCSS
LGNIIQYAPT
LPATIERLHG
ASLISRGGEA
DIFHSVSRAR

CLVHYPYRLW
RDRSQLSPLL
PATTKYVVRW
ASAANCHGLL
AYAYDAPVHG
IQEWVPPMOV
THVPYFVRAH
SDWAASGLRD
GOEILLGPAD
GEVOQILSTVS
DLVGWPSPPG
PISTLKGSSG
SPTFSDNSTP
SVAATLGFGA
SGAYDIIICD
TPHPDIELEVG
LRGMGLNAVA
AVIQAVDFSL
RASGMFDSVV
FWEAVFTGLT
MWKCLARLKP
TSTWVLAGGV
EMEECASRAA
VEQFWARHMW
ILLNIMGGHI,
AGISGALVAF
GPGEGAVQWM
LRRLHNWITE
PFISCOKGYK
OGTFPINCYT
TDNLKIPCQL
GSQLPCEPEP
SAPSLRATCT
EEESDLEPESI
VAGCATLPPPK
AGSSTGAGAAR
LOPPPQGGGY
EKLPIMNPLSN
KDIKLAASKYV
IKSVWKDLLE
VCEKMALYDI
YDTRCFDSTV
SKGOTCGYRR
DLVVISESQG
NVSVALGPRG
TWVRMVLMTH
LDAFSMHTYS
AVCGRYLFNW
PRSLLFGLLL

HYPCTUNFTI
HSTTEWAILP
EWVVLLFLLL
YFAIFFVAAW
QIGVGLLILI
RGGRDGIAWA
ALIRVCALVK
LAVAVEPIIF
GYTSKGWKLL
QSFLGTTISG
TKSLEPCKCG
GPVLCPRGHV
PAVEPQTYQVG
YLSKAHGINP
ECHAVDATSI
LGREGEIPFY
YYRGLDVSII
DPTFTITTQT
LCECYDAGAA
HIDAHNFLSQT
TLAGPTPLLY
LAAVAAYCLA
LIEEGQRIAE
NFISGIQYLA
ASQIAPPAGA
KIMSGEKPSM
NRLIAFASRG
DCPIPCSGSW
GVWAGTGIMT
EGQCAPKPPT
PSPEFFSWVD
DADVLRSMLT
THSNTYDVDM
PSECMLPRSG
KAPTPPPRRR
ESGGPTSPGE
APGSGSGSWS
SLLRYHNKVY
SARLLTLEEA
DPQTPIPTTI
TOKLPQAVMG
TERDIRTEES
CRASGVLTTS
TEEDERNLRA
RRRYYLTRDP
FFSILMVQDT
HHELTRVASA
AVKTKLKLTP
LFVGVGLFLL

FPKIRMYVGGY
CTYSDLPALS
ADARVCACLW
HIRGRVVPLT
TLETLTPGYK
VTIFCPGVVF
QLAGGRYVQV
SPMEKKVIVW
APITAYAQQT
VLWTVYHGAG
AVDLYLVTRN
VGLFRAAVCS
YLUAPTGSGK
NIRTGVRTVM
LGIGTVLDOA
GRAIPLSCIK
PAQGDVVVVA
VPQDAVSRSQ
WYDLTPAETT
KQAGENFAYL
RLGPITNEVT
TGCVSI IGRL
MLKSKIQGLL
GLSTLPGNPA
TGFVVSGLVG
EDVINLLPGI
NHVAPTHYVT
LRDVWDWVCT
TRCPCGANIS
NYKTATWRVA
GVQIHRFAPT
DPPHITAETA
VDANLLMEGG
FERALPAWAR
RTVGLSESTI
PAPSETGSAS
TCSEEDDTTV
CTTSKSASOR
COLTPPHSAR
MAKNEVECVD
ASYGFQYSPA
IYQACSLPEE
MGNTITCYVK
FTEAMTRYSA
TTPLARAAWE
LDONLNFEMY
LRKLGAPPLR
LPEARLLDLS

EHRLTAACNE
TGLLHLHQNT
MLILLGQAEA
TYCLTGLWPFE
TLLGQCLWWL
DITKWLLALL
ALLALGRWTG
GAETAACGDT
RGLLGAIVVS
NEKTLAGLRGP
ADVIPARRRG
RGVAKSIDFI
STKVPVAYAR
TGEAITYSTY
ETAGVRLTVL
GGRHLIFCHS
TDALMTGYTG
RRGRTGRGR(Q
VRLRAYFNTP
VAYQATVCAR
LTHPGTKYIA
HVNQRVVVAP
QOASKQAQDI
VASMMAFSAR
AAVGSIGLGK
LSPGALVVGY
ESDASQRVTD
ILTDFKNWLT
GNVRLGSMRI
ASEYAEVTOQH
PKPFFRDEVS
ARRLARGSPEP
VAQTEPESRV
PDYNPPLVES
SEALOQLAIK
SMPPLEGEPG
CCSMSYSWTG
AKKVTTDRTQ
SKYGFGAKEV
PAKGGKKPAR
QRVEYLLKAW
ARTAIHSLTE
ALAACKAAGI
PPGDPPRPEY
TVRHSPINSW
GSVYSVNPLD
VWKSRARAVR
SWETVGAGGG

PAR {(SEQ ID NO: 6}

BABOSI07

2b
(JPUT971017)

MSTNPKPQRK
KTSERSQPRG
RGSRPTWGPS
LAHGVRVLED
YYATNDCSNN
RGALTHNLRA
TOQECNCSIYQ
GHWGVVFGLA

TEKRNTNRRPQ
RRQPIPKDRR
DPRHRSRNLG
GINYATRNLP
STITWQLTNAV
HVDVIVMAAT
GHITGQRMAW
YFSMOGAWAK

DVKFPGGGQT
STGKSWGKPG
RVIDTITCGF
GCSFSIFLLA
LHLPGCVPCE
VCSALYVGDV
DMMLNWSPTL
VIATLLLVAG

VGGVYLLFRR
YPWPLYGNEG
ADLMGYIPVV
LLSCVTVPEVS
NDNGTLRCWI
CGAVMIVSQA
TMILAYARRV
VDATTYSTGA

GPRLGVRATR
CGWAGWLLSP
GAPVGGVARA
SVEIRNISTS
QVTPNVAVKH
LIVSPERHNF
PELVLEIVFG
TVGRTVGSFA
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GLFKLGAQQN
GCPERLSSCR
AQSVCGPVYC
WFGCTWMNGT
CGAGPWLTPR
TRGDRCRLED
VDVOYLYGLS
ALEKLIILHS
LLLVLALPQQ
SYMLVLAEAQ
GSRYLLKASL
TYIYDHLSPL
LHGLPVSARL
LTGRDKNEQA
VTOMYTSAEG
DRRGALLSPR
PVESLDIARR
QGYKVLVLNP
GKFLADGGCS
ATATPPGTVT
KKKCDELAARA
DFDSVIDCNV
GTYRYVSSGE
GLPVCQDHLE
AKAPPPSWDV
TCMQADLEVM
DKEILYEAFD
OPRMOSSWPK
LTSPLPTSTT
ILVDVLAGYG
ICARILRRHV
VLSSLTITSL
AKLLPKMPGL
TGPKTCLNMW
GSFSYVTGLT
FTVGLNSLVV
SOASSSASQL
IVLDSLDSMT
WKRPDYEPPT
VLSPLODTND
DPDLEFEPAR
ALITPCGPEE
VLDAHYDSVL
RSLSRGAVNH
LIVYPDLGVR
GSKKDPMGF'S
RLYVGGPMTN
VDPTMLVCGD
DLELITSCSS
LGNIIQYAPT
LPATIIERLHG
ASLITQGGRA
DIFHSVSHAR

VOQLINTNGSW
GLDDFRIGHWG
FTPSPVVVGT
GFTRTCGAPP
CLIDYPYRLW
RDRGOOSPLL
PAVTKY IVKW
ASAASANGPL
AYMALDAAEQG
VOQWVPPLEA
LRVPYFVRAH
STWAAQGLRD
GREVLLGPAD
GOVOVLSSVT
DLVGWPSPPEG
FLSTLKGSSG
TPSFSDNSTE
SVAATLGFGA
AGAYDIIICD
TPHANIEEVA
LRGMGVNAVA
AVTQIVDESL
REPSGMFDSVV
FWEAVFTGLT
MWKCLTRLKP
TSTWVLAGGV
EMEECASKAA
IEQFWARHMW
ILLNIMGGHWL
AGISGALVATF
GQGEGAVQWM
LRRLHAWITE
PFISCQKGYR
QGTFPINCYT
SDNLKVPCQV
GSQLPCDPEP
SAPSLKATCT
EVEDDREPSVY
VLGCALPPTP
SGHSTGADTG
SAPPSEGECE
EKLPISPLSN
QDVKRRASKV
IRSVWEDLLE
VCEEMALYDI
YDTRCFDSTV
SKGOSCGYRR
DLVYVISESQG
NVSVALDSRG
IWVRMVIMTH
LDAFSLHTYS
ATCGRYLFNW
PRLLLLCLLL

HINRTALNCN
TLEYETNVTN
TDRQGVPTYN
CRIRKDFNST
HYPCTVNFTI
HSTTEWAVLP
EWVVLLFLLL
WEFFIFFTAAW
ELGLVILMII
RGGRDGI IWV
ALLRVCTLVR
LAVAVEPVVTF
GYTSKGWKLL
QSFLGTSISG
TKSLDPCTCG
GPVLCPRGHA
PAVPQTYQVG
YMSKAHGINP
ECHSVDATTI
LGHEGEIPFY
YYRGLDVSVI
DPTFTITTQT
LCECYDAGAR
HIDAHFLSQT
TLTGPTPLLY
LAAVAAYCLA
LIEEGQRMALE
NFISGIQYLA
ASQIAPPAGA
KIMSGEKPSYV
NRLIAFASRG
DCREVEPCSGSW
GVWAGTGVMT
EGPCVPKEPP
PAPEFFSWVD
DTEVLASMLT
THKTAYDCDM
PSEYLTRRRK
OAPVEPPRRR
GDSVOOPSGE
VIDSDSKSWS
SLMRFHNKVY
SARLLSVEEA
DQHTRIDTTA
AQKLPKAIMG
TERDIRTEES
CRASGVFTTS
NEEDERNLRA
RRRYFLTRDP
FFSILLAQDT
PHELSRVAAT
AVKTKLXLTP
LSVGVGIFLL

DSLHTGFMAR
VEDMRIPYCWH
WGDNETDVFL
LDLLCPTDCE
FKVRMY VGGV
CSFSDLPALS
ADARICACLW
YLKGRVVPAAR
SIFTLTPAYK
AVILHPHLVF
HLAGARY IQM
SPMEKKVIVH
APITAYTQQT
VLWTVYHGAG
AVDLYLVTRN
VGLFRARVCA
YLHAPTGSGK
NIRTGVRTVT
LGIGTVLDOA
GKAIPLASIK
PTOGDVVVVA
VPODAVSRSO
WYELTPAETT
KQGGDNFAYL
RLGAVTNEIT
TGCISTIGRI
MLKSKILGLL
GLSTLPGNEA
TGFVVSGLVG
EDVVNLLPAI
NHVAPTHYVA
LRDIWEWVCS
TRCSCGANIS
NYKTAIWRVA
GVQINRFAPT
DPSHITAETA
VDANLFMGGD
FPPALPEWAR
RARVLTQDNV
TAASDAGSLS
TVSDQEDSVI
STTSRSASLR
CALTPPHSAK
MAKNEVFCID
PSYGFQYSPA
IYQACSLPQE
MGNTMTCYIX
FTEAMTRYSA
TTPITRAAWE
LNONLNFEMY
LRKLGAPPLR
LPEASRLDLS

LFYANKFNSS
YPPKPCGIVP
LNSTRPPRGA
RKHPDATYVK
EHRFSAACNF
TGLLHLHQNI
MLIILGOAEA
TYSVLGLWST
ILLSRSVWWL
EVIKWLLAIL
LLITMGRWTG
GALTVACGDI
RGLLGAIVVS
NKTLASPRGP
ADVIPVRRKD
RGVAKSIDFI
STKVPAAYTS
TGDSITYSTY
ETAGVRLVVI,
GGRHLIFCHS
TRALMTGYTG
RRGRTGRGRL
VRLRAYFNTP
TAYQATVCAR
LTHBVTKYIA
HLNDOVVVAP
QOATKOBRODT
VASMMAFSAR
AAVGSIGLGK
LSPGALVVGY
ESDASLRVTQ
ILTDFKNWLS
GHVRLGTMKI
ESEYVEVTOH
PGPFFRDEVT
ARRLARGSPP
VTRIESDSKV
PDYNPPVIET
EGVLREMADK
SMPPLEGEPG
CCSMSYSWTG
AKKVTFDRVQ
SRYGFGAKEV
PAKGGKKPAR
ERVDFLLKAW
ARTVIHSITE
ALAACKAAGI
PPGDLPRPEY
TVRHSPVNSW
GAVYSVNPLD
AWKSRARAVR
GWFTVGAGGG

PAR {(SEQ ID NO: 7)

CAAT2338

4
(ED43)

MSTNPKPQRK
KTSERSQPRG
RGSREPSWGEN
LAHGVRALED

TKRNTNRRPM
RROPIPKARR
DPRGRSRNLG
GINYATGNLEP

DVEFPGGGQOT
PEGRSWAQPG
KVIDTLTCGEF
GCSFSTFLLA

VGGVYLLPRR
YPWPLYGNEG
ADLMGYIPLV
LLSCLTVPAS

GPRLGVRATR
CGWAGWLLSP
GAPVGSVARA
AVNYRNVSGI

38
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YHVTNDCPNS
IGAPLESLRS
TODCNCSIYT
GHWGVLVGVA
NLFSSGSKQN
GCSERLACCK
SSVCGPVYCF
FGCVHMNSTG
PWITPRCLID
VCGLEHRDRV
YLYGVGSAVY
LININAASAA
LMLPERAYAY
ARTEAVLHVY
ILQASLLRIP
DHLTPMSDWP
PVSARLGNEI
DTNENCGEVQ
YTNVDODLVG
ALLSPRPISI
LETTMRSPVF
VLVLNPSVAA
ADGGCSGGAY
PPGSVTTPHS
DELARQLTSIL
VIDCNTSVIQ
YVTPGERPSG
CODHLEFWES
PPSWIDTMRKC
ADLEVVTSTW
LYQQFDEMEE
QSNFAKLEQF
LTTQQTLLEN
ILPGYGAGVR
ILRRHVGPGE
LTVTSLLRRL
PLMPGIPLLS
TCSNTWHGTF
YVTGVTQDNI
LNSFVVGSQL
SSASQLSPRL
SFESCVAEQN
ODYQAPTVHG
QSEPSSDRDT
TSDSWSTVSG
HNMVYATTTR
TTEEACDLTP
IPTTIMAKNE
LAVMGBRAYGF
RVEEEVYQCC
VYTTSFGNTL
RALRAFTEAM
LTRDPETPLA
QSQEALEKAL
RVAGALRKLG
LKLTPLPAAA
GIFLLPAR

SIVYEADHHI
HVDLMVGAAT
GHITGHRMAW
YFSMOANWAK
LOLINSNGSW
SLDSYGQGWG
TPSPVVVGTT
FTKTCGAPPC
YPYRLWHEPC
ELSPLLLTTT
SWALKWEYVV
GAQGFWYAIL
DORVAGSLGG
IPSFNVRGPR
YFVRAQALVK
PYGLRDLAVA
LLGPADTETS
VLSTATOSFL
WPAPPGVRSL
LKGSSGGPLL
TDNSTPPAVP
TLGFGVYMSK
DIIICBECYS
NIEEVALPTT
GLNAVAYYRG
TVDFSLDPTF
MFDTRELCEC
VEFTGLTHIDG
LIRLKPTLHG
VLVGGVLAAL
CSKHLPLVEH
WANDMWNEIS
ILGGWVASQI
GRVVTFKIMS
GAVQWMNRLI
HKWINEDCST
WPRGYKGEWR
PINAYTTGPG
KFPCQVPAPE
PCEPEPDVAV
LOATCTAPHD
DDREVSVAAE
CALPPAKQPP
DLTTPTETTD
SEDVVCCSMS
SAVTROKKVT
PHSARSKFGY
VFAVNPAKGG
OYSPAQRVETF
DLEPEARKVI
TCYLKATAAT
TRYSAPPGDA
RAVWETVRHT
DEDMYGVTYS
VEPLRAWRHR
KLDLSGWETV

(SEQ TD NO:

MHTLPGCVPCV
VCSGLYIGDL
DMMMNWSPTT
VILVLFLFAG
HINRTALNCN
PLGVANISGS
DHVGVPTYTW
EVNTNNGTWH
TANFSVFNIR
AWQILPCSFT
LAFLLLADAR
FICIVWHVKG
ATVVMLTILT
DSVIVLAVLV
ICSLLRGVVY
LEPVVETPME
KGWRLLAPIT
GTAVNGVMWT
APCTCGSADL
CPMGHRAGIF
OTYQVAHLHA
AYGIDPNTRS
TDSTTILGIG
GEIPFYGKAT
LDVSVIPTSG
STETTTVPOD
YDAGCAWYEL
HFLSQTKQSG
PTPLLYRLGS
ARYCLSVGSV
GLQLAEQFKQ
GIQYLAGLST
RDSDASTAFV
GEMPSTEDLV
AFASRGNHVS
PCAESWLWEV
GDGVMHT'ICE
VPIPAPNYKF
LFTEVDGIRI
LTSMLTDPSH
SPGTDLLEAN
ILRPTKKFPP
VPSPRRKRTV
SGPIVVDDAS
YSWTGALVTER
FDRLQVVDST
GKKDVRSHSR
RKPARLIVYP
LLTAWKSKND
TALTDRLYVG
RAAALRDCTM
POPAYDLELYX
PVNSWLGNII
ITPLDLPAIL
ARAVRAKLIA
GAGGGDTYHS

8)

REGNQSRCWV
CGGLFLVGOM
TLVLAQVMRT
VDAETHVSGA
DSLNTGFLAS
SDDRPYCWHY
GENETDVFLL
CPTDCFRKHE
TFVGGIEHRM
TLPALSTGLI
VSAYLWMMFM
RFPAARAYAA
LSPHYKLWLA
CPDLVFDITK
GKYFOMVVLK
KKVIVWGADT
AYAQOTRGLF
VYHGAGAKTI
YLVTRHADVI
RAAVCTRGVA
PTGSGKSTKV
GVRTITTGAP
TVLDQAETAG
PLELIKGGRH
DVVVCATDAL
AVSRSQRRGR
TPAETTTRLK
ENFPYLVAYQ
VONEVVLTHP
VIVGRVVLSG
KALGLLNFAG
LPGNPATAST,
VSGLAGARVG
NLLPAILSPG
PTHYVEESDA
WDWVLHVLSD
CGADLAGHIK
ALWRVSAEDY
HRHAPKCKPL
ITAESARRRL
LLWGSTATRV
ALPIWARPDY
QLTESVVSTA
DDGSYSSMPPR
CAREESKLPT
YNEVLKETKA
KAINHISSVW
DLGSRVCEKR
PMGFSYDTRC
GPMHNSKGDL
LVCGDDLVVI
TSCSSNVSVA
VYAPTIWVRM
QRLHGLSAFT
QGGRAKICGI
MSHARPRYLL

ALTPTVAAPY
FSFRPRRHWT
PTTLVDLLSG
AVGRSTAGLA
LFYTHKFNSS
APRPCGIVPA
NSTRPPHGAW
ETTYAKCGSG
QAACNWTRGE
HLHQNIVDVQ
VSQVERALSN
CGLWPCFLLL
RGLHWWIQYFI
YLLAILGPLH
SRGLTGTYIY
ARCGDIIRGL
STIVTSLTGR
SGPKGPVNQM
PVRRRGDTRG
KAVDEVPVES
PARHAAQGYK
ITYSTYGKFL
VRLTVLATAT
LIFCHSKKKC
MTGFTGDFDS
TGRGRLGTYR
AYFDTPGLPV
ATVSAKVHTLA
ITKYIMACMS
QPAVIPDREV
KOAQEATPVI
MSFTAAVTSP
SVGLGKILVD
ALVVEVVCPA
ARRVTTILSS
FKTCLKAKFV
NGSMRITGEK
VEVRRVGDFH
LRDEVSFSVG
ARGSRPSLAS
ETDEKVIILD
NPPLTETWKQ
LAELAAKTFG
LEGEPGDFDL
SPLSNSLLRH
RASRVKPRLL
KDLLDDNNTP
ALHDVIKKTA
FDSTVTEKDI
CGYRRCRATG
AESDGVEEDN
HDVTGKKVYY
TLMTHFFSIL
LHGYSPHELN
YLENWAVETK
LCLLILTVGY
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MSTLPKPORK
KTSERSQPRG
RGSRPHWGPEN
LAHGVRAILD
YHLTNDCPNS
ASTSATGFRR
VQDCNCSIYT
GHWGILIAVA
FLAPGPKQONL
CPERMAACRP
STVCGPVYCF
FGCTWMNSTG
RCGSGPWLTP
WTRGERCELH
IVDVQYLYGY
AAVERLVVLN
LLLTILALPR
NQYFLARAER
LAPLYILGYS
GTYVYDHLAP
ILSGLPVSAR
SLTGRDKNEV
PVCOMYTNVD
GDSRAALLSP
T PVENMETTM
SQGYKVLVLN
YGKFLADGGC
LATATPPGSV
SKKKCDELAG
GDFDSVIDCN
PGVYRTFVSQG
PGLPVCQDHL
RAKAPPPSWD
MTCMSADLEV
PDREVLYQQF
LKPAVHSAWP
SLTSPLRTSQ
RVLVDVLAGY
VVCAAILRRH
QILTSLTITS
KAKLLPRLPG
ITGFKTCSNT
LGDCHYVVGA
TFSVGLSTYA
PSLASSSASQ
SENKVVILDS
PPLIQAWQMP
AQLADKVEVE
PLEGEPGDPD
INPLSNSLIR
LRASTVOAKL
WEDLLEDSDT
MALYDVTRKL
CFDSTVTERD
SCGYRRCRAS
ICESAGVQED
AHDGNGKRYY

TKRNTNRRPM
RRQPIPKARQ
DPRRRSRNLG
GINYATGNLP
SIVLEADAMI
HVDLLAGRAV
GHVTGHRMAW
YFGMAGNWLK
OLINTNGSWH
LADFRQGWGQ
TPSPVVVGTT
FTKTCGAPPC
RCLVHYPYRL
DRDRIEMSPL
SSSVTSWVVK
AASAAGTAGW
RAYAMDNEQA
MIHEWVPDLR
LLKVPYFVRA
LSDWASDGLR
LGNLVLLGPA
EGEVOVVSTA
ODLVGWPSPP
RPISTLKGSS
RSPSFTDNST
PSVAATLSFG
SGGAYDIIIC
TVEHENITET
KLKSLGLNAV
VAVTQUVDES
ERPSGMFDTV
EFWEGVFTGL
TMWKCLIRLK
ITSTWVIVGG
DEMEECSRHI
RVEEFWRKHM
TLLLNILGGH
GAGVSGALVA
VGPAEGANQW
LLRRLHQWVT
IPFLSCQTGY
WHGTFPINAT
TAEGLKCPCO
IGSQLPCEPE
LSAPSLKATC
FEPLTADYDE
GYEPPVVSGC
SSDGPGPSSD
LSSGSWSTVS
HHNMVYSTTS
LSIEEACDLT
PIPTTIMAKN
BOAVMGPAYG
IRTENEIYQS
GVLPTSMGNT
TASLRAFTDA
¥YLTRDCTTPL

DVKFPGGGQI
POGRHWAQPG
KVIDTLTCGF
GCSFSIFLLA
LELPGCLPCV
VCSSLYIGDL
DMMMNWSPTT
VLAVLFLFAG
INRTALNCND
ITYKDNISGP
DRRGNETYTW
QIVPGDYNSS
WHYPCTINFT
LFSTTQLSIL
WEYIVLMFLV
WWAVLFLCCVY
ASLGAVGLLV
VRGGRDSIIL
HILLRACLLV
DLAVAVEPVI
DDMQRGGWKL
TQSFLATSIN
GARSLTPCTC
GGPIMCPSGH
PPAVEOTYQV
SYMRQAYGVE
DECHSTDPTT
ALPTTGEIPF
AFYRGVDVSV
LDPTFSIETT
VLCEAYDTGC
THIDAHFLSQ
PTLTGPTPLL
VLAALAAYCL
PYLAEGOQIA
WNFVSGIQYL
IATQVAPPPA
FKIMSGECPES
MNRLIAFASR
EDTATPCATS
RGVWAGDGVC
TTGPSTPRPA
VPAPEFFTEV
PDVTVVTSML
TTSKDHPDME
REISVSAECH
AVAPPKPAPI
SGLSITSPVP
DODDVVCCSM
RSAESLROKKV
PSHSARSKYG
EVFCVDPSKG
FOYSPNQRVE
COLDPMARKA
LTCYLKAQAA
MTRYSAPPGD
ARAAWETARH

VGGVYLLPRR
YPWPLYGNEG
ADLMGYIPVV
LLSCLTTPAS
RVDNOSTCWH
CGSLFLAGQL
TLVLSSILRV
VEATTTIGRE
SLOTGFIASL
SDDRPYCWRHY
GENETDVEML
ANELLCPTDC
VHEKVREMEVGG
PCSFSTMPAL
LADARICTCL
WYVKGRLVPA
ITIFTITEMY
LTCLLHPQLG
RRLAGGKYV(Q
FSPMEKKIIT
LAPITAYAQQ
GVMWTVYHGA
GSNDLYLVTR
VVGLFRAAVC
GYLHAPTGSG
PNVRTGVRTI
VLGIGTVLDQ
YGKAIPLEYI
IPTSGDVVVC
TVPQDAVSRS
AWYELTPSET
TKQGGENFAY
YRLGAVONEI
SVGCVVICGR
EQFRQKVLGL
AGLSIWPGNP
STAFVVSGLA
TEDMVNLLPA
GNHVSPTHYV
WLRDVWDWVC
HTTCTCGAVI
PNYQRALWRY
DGVRIHRYAP
TDPTHITAET
LIEANLLWRQ
REPPRHKFPPA
PRPRRKRLVH
PTPTTPDDAC
SYSWTGALIT
TFDRVOVFDQ
YGAKDVRSHA
GRKPARLIVF
YLLEKMWRSKK
VSSLTERLYV
CRAANIKDYD
APQPTYDLEL
TPVNSWLGNT

GPRLGVRATR
CGWAGWLLSP
GAPLGGVAAA
ALTYGNSSGL
AVSPTLAIPEN
FTFQPRRHWT
PEICASVIFG
MGSTTAGLVR
FYRHTFNSSG
APRPCSVVPA
GSLRPPTGGW
FRKHPEATYQ
TEHRFDAACN
STGLIHLHQN
WLMLLISNVE
CTYTALGMWD
KKLLTCFIWW
FEVTKILLAI
ACLLRLGAWT
WGADTAACGD
TRGLVGTIVT
GSKTLAGPKG
EADVIPARRR
TRGVAKSLDF
KSTRVPARYRA
TTGGAITYST
AETAGVRLTV
KGGRHLIFCH
ATDALMTGYT
QRRGRTGRGK
TVRLRAYLNT
LVAYQATVCA
ITTHPITKYI
ITLTGKPVVV
LOASAKQALL
AVASLMSFTA
GATVGSIGLG
LLSPGALVVG
PETDASKNVT
TVLSDFKVWL
AGHVKNGSMK
SAEDYVEVRR
PCKPLLRDEV
AARRLKRGSP
EMGGNITRVE
LPIWARPDYN
LDESTVSHAL
SEAESYSSMP
PCAAEEEKLP
BYQEVLKEIK
SKAVDHIRSV
PDLGVRVCEK
VPMGFSYDTR
GGPMVNSRKGD
MLVCGDDLVV
ITSCSSNVSV
IMFAPTIWVR
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MVIMTHFFSI LQSQEQLEKA LDFDIYGVTY SVSPLDLPAI IQRLHGMAAT
SLHGYSPVEL NRVGACLRKL GAPPLRAWRH RARAVRAKLI AQGGKAAICG
KYLFNWAVKT KLKLTPLASA SKLDLSDWEV AGYDGGDIYH SVSLARPRLL
LLGLLLLTVG VGIFLLPAR (SEQ ID NO: 9)

[00104]  While scquences of exemplary HCV polyproteins are provided herein, it will be
appreciated that any scquence having characteristics of an epitope of 22 protcin may be
employed. In some embodiments, an HCV polyprotein for use in accordance with the present
invention has an amino acid sequence which is about 60% identical, about 70% identical, about
80% identical, about 85% identical, about 90% identical, about 91% identical, about 92%
identical, about 93% identical, about 94% identical, about 95% identical, about 96% identical,
about 97% identical, about 98% 1dentical, about 99% identical, or 100% identical to a scquence
sclected from the group consisting of SEQ 1D NOs: 4-9. In some embodiments, such an HCV
polyprotein comprises a sequence that retaing the ability to bind one or more HCV E2 antibodies.
[00105]  In some embodiments, a portion of an HCV polyprotein has an amino acid scquence
which comprises about 50 contiguous amino acids of a sequence sclected from the group
consisting of SEQ 1D NOs: 4-9. In somc cmbodiments, a portion of an HCV polyprotein has an
amino acid sequence which is about 60% identical, about 70% identical, about 80% identical,
about 85% identical, about 90% identical, about 91% identical, about 92% identical, about 93%
identical, about 94% identical, about 95% identical, about 96% identical, about 97% identical,
about 98% identical, about 99% identical, or 100% identical to a contiguous stretch of about 50
amino acids of a sequence selected from the group consisting of SEQ 1D NQOs: 4-9.

[00106] In some embodiments, a portion of an HCV polyprotein has an amino acid scquence
which comprises about 42 contiguous amino acids of & sequence sclected from the group
consisting of SEQ 1D NOs: 4-9. In somec ecmbodiments, a portion of an HCV polyprotein has an
amino acid sequence which 1s about 60% identical, about 70% identical, about 80% identical,
about 83% identical, about 30% identical, about 91% identical, about 92% identical, about 93%
identical, about 94% identical, about 95% identical, about 96% identical, about 97% identical,
about 98% identical, about 99% identical, or 100% identical to a contiguous sirctch of about 42
amino acids of a sequence selected from the group consisting of SEQ 1D NQOs: 4-9.

[00107] In some cmbodiments, a portion of an HCV polyprotein has an amino acid scquence
which comprises about 45, about 40, about 35, about 30, about 25, about 20, about 15, about 10,

or about 5 contiguous amino acids of a sequence sclected from the group consisting of SEQ 1D
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NOs: 4-9. In some cmbodiments, 4 portion of an HCV polyprotein has an amino acid sequence
which is about 60% identical, about 70% identical, about 80% identical, about 85% identical,
about 90% identical, about 91% 1dentical, about 92% identical, about 93% ideniical, about 94%,
identical, about 95% identical, about 96% identical, about 97% identical, about 98% identical,
about 99% identical, or 100% identical to a contiguous siretch of about 45, about 40, about 35,
about 30, about 25, about 20, about 15, about 10, or about 5 contiguous amino acids of a
sequence sclected from the group consisting of SEQ 1D NOs: 4-9.
[00108] Onc of skill in the art will recognize that the HCV polyproteins listed in Table 1 are
merely representative examples of HCV polyproteins. Various genotypes, subtypes, and/or
isolates of HCV exist and continue to be identified. It will be understood by onc skilled in the art
that the methods and compositions provided herein may be adapted to utilize sequences of
additional genotypes, subtypes, and/or tsolates. Such variation 1s contemplated and encompassed
within the methods and compositions provided herein.

Mimotopes
[00109] A mimotope, in its broadest sense, refers to a macromalecule which mimics the
structure of an epitope. In some embodiments, a mimotopce clicits an antibody responsc identical
or similar to that clicited by its corresponding cpitope. In some embodiments, an antibody that
recognizes an epitope also recognizes a mimotope which mimics that epttope. In some
cmbodiments, a mimotope is a peptide. In some embodiments, a mimotope is a small mofccule,
carbohydrate, lipid, or nucleic acid.
[00110] Antibodics in accordance with the invention may be used for screcming for mimotopes.
Mimotopes may be prepared using phage display, and the peptides screened with the subject
antibodics (Livnah et al., 1996, Science, 273:464; and Prezzi et al., 1996, J. Immunol., 156:4504;
both of which arc incorporated hercin by reference). In some embodiments, mimotopes arc
peptide or non-peptide mimotopes of conformationally-conserved HCV epitopes. Antibodics
that recognize conformationally conserved HCV cpitopes may be used as templates for the
rational design of peptide or non-peptide structural mimics of the conformational cpitobc or
mimotopcs.
[00111] In somc embodiments, by mimicking the structure of the conformationally defined
viral epitope, a mimotope interfercs with the ability of HCV virus particles to bind to its natural

binding partners (e.g., HCV target receptor), e.g., by binding to the natural binding partner itself.
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For example, analysis of a solved crystal structure defining the interface between a monoclonal
antibody and tumor necrosis factor (TNF) enabled the rational design of a non-peptide mimetic
capable of antagonizing the biological function of TNF by binding to the TNF rcceptor {Takasaki
et al,, 1997, Nat. Biotech., 15:1266-1270; incorporated herein by reference). Computational
techniques that may be employed to rationally deduce protein folding from a primary amino acid
scquence for use in designing a peptide structural mimetic are reviewed in Teichmann ef al.
(1999, Curr. Opin. Struct. Biol., 9:390-399; incorporated herein by reference). The practical
application of computer programs for use in structurally modcling conformationatly conserved
cpitopes is described by Schwartz er af. (1999, 1. Mol. Biol. 287:983; incorporated herein by
reference). An alternative method for rationally creating a peptide structural mimic of an
antibody cpitope involves systematic permutations of synthetic peptides designed to be a linear
representation of a discontinuous antibody-binding site (Reincke et al., 1999, Nat. Biotech.,
17:271; incorporated herein by reference).

[00112] Peptides or other small molecules may have spectfic affinity for a monoclonal
antibody and may be competitive with an epitope of a conformationally intact E2 protein.,
Alternatively or additionally, peptides or other small molecules may have specific affinity for a
monoclonal antibody and may be competitive with an epitope of E2 complexed with E1. Such
peptides may be used as vaccines, in diagnostic assays, for immunization for the production of
antibodics to a specific HCV epitope, in competitive assays for defining genotype and/or
subtype, and the like, Sec, for example, Puntoriero er af. (1998, EMBQO J., 17:3521-3533;
incorporated hercin by reference), Menla et al. (1995, J. Immunol., 154:3162-3172; incorporated
herein by reference), and Tafi et al., (1997, Biol. Chem., 378:495-502; incorporalcd herein by
reference).

[00113]  Another approach to effectively create structural mimetics of conformationally
conserved HCV epitopes is to produce anti-idiotypic antibodics to conformationally dependent
HCV antibodics. Anti-idiotypics may effectively block the binding of native virus with its target
receptor (Chanh et al., 1987, Proc. Natl, Acad. Sci., USA, 84:3891-3895; Kopecky er al., 1999,
Intervirol., 42:9-16; and Xuc et al., 1993,.7. Gen. Virol., 74:73-79; all of which arc incorporated
herein by reference). Anti-idiotypic antibodies recognizing the conformational binding sites of

any onc of HCV antibodics HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 could prevent viral infectivity by
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interfering with E2 binding to a target ccllular protein, or cven by interfering with virion
attachment to the target ccll.

[00114] In some embodiments, cpitope mimics (e.g., mimolopes) can serve as tools for drug
discovery. To give but onc example, an cpitope mimic (e.g., peptide, small molecule, erc.) that
mimics the binding of E2 protein to an HCV antibody could be usced to screen for other agents
(e.g., peptides, protcing, antibodies, small molccules, efe.) that bind to the epitope. In some
embodiments, such identified agents may exhibit similar binding specificity and/or affinity for
the E2 epitope than an HCV E2 antibody docs. In some ecmbodiments, such identified agents
may exhibit increased binding specificity and/or affinity for the E2 ¢pitope than an HCV 2

antibody does.

Applications

[00115] In some embodiments, HCV antibodics in accordance with the invention may be used
for prophylactic, therapeutic, and/or diagnostic purposes. In some embodiments, HCV
antibodies in accordance with the invention may be used to treat (e.g., alleviate, ameliorate,
relicve, delay onsct of, inhibit progression of, reduce severity of, and/or reducc incidence of onc
or more symploms or features of) HCV infection, HCV-mediated liver disease, and/or any other
HCV-associated condition. In some embodiments, HCV antibodics may be used for a varicty of
therapeutic purposes, e.g., immunotherapy. In some embodiments, HCV antibodies may be used
for a varicty of prophylactic purposes and/or passive immunization, e.g., for development of
vaccines for HCV. In some embodiments, HCV antibodies may be uscd for a variety of
diagnostic purposes, e.g., for capturing and/or identifying HCV virions and/or E2 protecin, These
and other uses for HCV antibodies are described in further detail in the sections below. Tn some
embodiments, therapeutic, diagnostic, and/or prophylactic applications utilize HCV antibodics
and/or pharmaccutical compositions thercof, as described herein. 1t will be appreciated that
antibodics can be dirccted to conformational epitopes, as described herein,

[00116] Tn some embodiments, HCV E2 antibodics can be directed to E2 ¢pitopes of a single
HCV genotype, two HCV genotypes, three HCV genotypes, four HCV genotypes, five HCV
genotypes, six HCV genotypes, seven HCV genotypes, ¢cight HCV genotypes, ning HCV
genotypes, ten HCV genotypes, cleven HCV genotypes, or more than eleven HCV genotypes,

should new HCV genotypes be discovered in the future.
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[00117]  In some embodiments, HCV E2 antibodies can be dirccted to B2 epitopes of a single
HCV subtype, two HCV subtypes, three HCV subtypes, four HCV subiypes, five HCV subtypes,
six HCV subtypes, seven HCV subtypes, cight HCV subtypes, ning HCV subtypes, ten HCV
subtypes, |1 HCV subtypes, 12 HCV subtypes, 13 HCV subtypes, 14 HCV subtypes, 15 HCV
subtypes, 16 HCV subtypes, 17 HCV subtypes, 18 HICV subtypes, 19 HCV subtypes, 20 HCV
subtypes, 21 HCV subtypes, or morc than 21 HCV subtypes, should new HCV subtypes be
discovered in the future.

[00118] In some embodiments, HCV E2 antibodics can be dirceted 1o E2 epitopes of a single
HCYV strain, two HCV straing, three HCV strains, four HCV straing, five HCV strains, six HCV
strains, seven HCV strains, cight HCV strains, ninc HCV strains, ten HCV strains, 20 HCV
strains, 30 HCV straing, 40 HCV strains, 50 HCV strains, 75 HCV strains, 100 HCV strains, or
morc than 100 HCV strains, should new HCV strains be discovered in the future.

Therapeutic Applhications

[00119]  The present invention provides systems and methods for treating patients suffering
from, susccptible to, and/or displaying symptoms of HCV infection. In some embodimenis, the
invention provides systems and methods uscful for stratifying paticnts suffering from,
susceptible to, and/or displaying symptoms of HCV infection.

[00120] In some cmbodiments, therapeutic applications comprise administering a
therapeutically cffective amount of at least one HCV antibody in accordance with the invention
to a subject in need thercof. In some embodiments, administration of HCV antibodics to a
subjcct may alleviate, amcliorate, relieve, delay onsct of, inhibit progression of, reduce scverity
of, and/or reduce incidence of one or more signs, symptoms, and/or features of HCV infection.
[00121] In some cmbodiments, administration of HCV antibodics reduces the level of HCV
virions circulating in a subject {e.g., HCV virions that are capable of infecting new cells). In
samgc embodiments, administration of HCV antibodies reduces the level of HCV virions
circulating in a subjcct by about 10%, about 20%, about 30%, about 40%, about 50%, about
60%, about 70%, about 80%., about 90%, about 95%, about 39%, or about 100% rclative to non-
trcated controls.

[00122] In some embodiments, HCV antibodies may be used in vitro to reduce viral load in a
subject. For reducing viral load of a body component, particularly a body component of a paticnt

infected with HCV, a patient’s blood is passed through a deviee comprising antibodics bound to
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a surface or solid support for capturing HCV virions (sce, for example, U.S. Patent Numbers
5,698,390 and 4,692,411; both of which arc incorporated herein by reference). Various other
devices found in the literaturc can be used with the subject antibodies to achieve a similar result,
A body component can be a biological {luid (e.g., blood, serum, efc.), a tissuc, an organ, such as
the hiver, and the like.

[00123]  In some embodiments, the “level of HCV virions circulating in a subjeet” refers to an
absolutc number of virions circulating in a subject. In some ecmbodiments, the “level of HCV
virions circulating in a subject” refers to the number of virions per unit volume {e.g., milliter,
liter, efc.) of the subject’s blood. [n some embodiments, the “level of HCV virions circulating in
a subject” refers to viral load and/or HCV RNA levels.

[00124] In some embodiments, administration of HCV antibodics inhibits replication of HCV
virions in a subject, for example, by blocking infection of uninfected cells. In some
embodiments, administration of HCV antibodies inhibits replication of HCV virions in a subject
by about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 3-fold, about 10-fold, about 50-fold, about
100-fold, about 500-fold, about 1000-fold, about 10,000-fold, or greater than about 10,000-fold
relative 1o non-treated controls.

i00125] 1In some ecmbodiments, administration of HCV antibodics kills and/or inactivates HCV
virions in a subject. In some embodiments, administration of HCV antibodics kills and/or
inactivates about 10%, about 20%, about 30%, about 40%, about 50%, about 60%, about 70%,
about 80%, about 90%, about 95%, about 99%, or about 100% of HCV virions in a subject
relative o non-treated controls.

[00126] In some embodiments, administration of HCV antibodies inhibits binding of virus to
cellular target proteins. In some embodiments, administration of HCV antibodics inhnbits
binding of virus to at least onc cellular target protein by about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold,
about 5-fold, about 10-fold, about 50-fold, about 100-fold, about 500-fold, about 1000-fold,
about 10,000-fold, or greater than about 10,000-fold relative to non-treated controls. To give but
onc example, administration of HCV antibodies may inhibit binding of HCV virus to CD&1. [n
some embodiments, administration of HCV antibodics inhibits binding of HCV to CD81 by
about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 5-fold, about 10-fold, about 50-fold, about 100-
fold, about 500-fold, about 1000-fold, about 10,000-fold, or greater than about 10,000-fold

relative to non-treaicd controls.
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[00127] In somc embodiments, administration of HCV antibodics inhibits virus-mediated
fusion with a target cell. In some embodiments, administration of HCV antibodics inhibits virus-
mediated fusion with a target cell by about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 5-fald, about
10-fold, about 50-fold, about 100-fold, about 500-fold, about 1000-fold, about 10,000-fold, or
grecater than about 10,000-fold relative to non-treated controls.

[00128] In somc embodiments, administration of HCV antibodics inhibits conformational
changes of one or more proteins associated with virus entry. In some embodiments,
administration of HCV antibodies inhibits conformational changes of onc¢ or more proteins
associated with virus entry by about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 5-fold, about 10-
fold, about 50-fold, about 100-fold, about 500-fold, about 1000-fold, about 10,000-fold, or
greater than about 10,000-fold relative 1o non-treated controls.

100129] In somc embodiments, administration of HICV antibodics promotes antibody-mediated
complement activation. In some embodiments, administration of HCV antibodies promotes
antibody-mediated complement activation by about 2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 5-
fold, about 10-fold, about 50-fold, about 100-fold, about 500-fold, about 1000-fold, about
10,000-fold, or greater than about 10,000-fold relative to non-treated controls.

[00130] In some cmbodiments, administration of HCV antibodics promotes antibody-mediated
aggregation of virions, which leads to clearance by phagocytic cells. In some embodiments,
admimistration of HCV antibodies promotes antibody-mediated aggregation of virions by about
2-fold, about 3-fold, about 4-fold, about 5-fold, about 10-fold, about 50-fold, about 100-fold,
about 500-fold, about 1000-fold, about 10,000-fold, or greater than about 10,000-fold relative to
non-treated controls.

[00131] The chimpanzee is an accepted animal model for screening HCV vaccines and
therapeutics (see, for example, Farci et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., US4, 93:15394-15399;
Farci et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sei., USA, 91:7792-7796; Farci et al., 1992, Science,
258:135-140; Krawczynski et al., 1996,./. Infect. Dis., 173:822-828; and Bassett e af., 1998, .J.
Virol., 72:2589-2599; all of which arc incorporated herein by reference). Antibody effectivencss
can be determined by monitoring for the presence and titer of HCV RNA using quantitative PCR
methods. A successful reduction of viral load, or prevention of infection in a test animal or
subject is reflected as a reduction or elimination of HCV RNA in scrum. Enzymalic tests such as

measurement of alanine aminotransferase or other liver enzymes and/or usc of sequential punch
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necdle liver biopsics also may also be used to test cffectiveness, where improvement in the rating
of cither would indicate a reduction in viral-induced liver damage.

[00132] In some embodiments, administration of HCV antibodics results in interference with
conformational changes in the viral envelope proteins necessary for cell infectivity, For
cxample, administered HCV antibodies may bind to such viral envelope proteins, thereby
sterically blocking an envelope protein’s ability to recognize and/or interact with ccllular
surfaces (e.g., with proteins, e.g., CD81; lipids; carbohydratcs; receptors; etc. on cell surfaces).
In some embodiments, admimistered HCV antibodies may bind to such viral envelope proteins,
thereby changing the threc-dimensional conformation of the cnvelope protein in such a way that
renders the envelope protein incapable of recognizing and/or inleracting with cellular surfaces
(e.g., with proteins, lipids, carbohydrates, receptors, efc. on cell surfaces).

[00133] In some ecmbodiments, trcatment regimens are particularly tailored for the individual
being treated. Briefly, a patient to be treated is provided, and a sample of scrum is taken from
the patient. The serum sample is then analyzed for the presence of particular antibodies, to give
but a few examples, neutralizing antibodics, antibodies that bind to a particular region or ¢pitope
of a protein of HCV, etc. Any method known in the art, including but not limited to those
described in this application, may be used to determine the presence of the antibodics to be
detected (e.g., ELISA, competition assay, virus ncutralization-of-binding assay, efc.). Based on
the level of antibodics in the patient’s serum, treatment can be designed for the patient. For
cxample, a patient who does not have antibodies known to interfere with the binding of virions to
their natural receptor may be treated with monoclonal antibodies of this type. In some
embodiments, scrum from a paticent (e.g., a patient suffcring from, susceptible to, infected with,
and/or displaying symptoms of HCV infection, HCV-mediated liver discase, and/or any other
HCV-associated condition) is considered positive for the presence of a competing antibody if
50% or greater inhibition of E2 binding is obtained at a dilution of the patient’s scrum of 1/100
or greater, 1/200 or greater, 1/300 or greater, 1/400 or greater, 1/500 or greater, 1/600 or greatcr,
1/700 or greater, 1/800 or greater, 1/900 or greater, or 1/1000 or greater.

[00134] In some embodiments, mcthods such as those described above may be advantageous
because the treatment is tailored to the particular individual being treated, for example; only
those antibodies that are needed and not produced naturally by the patient arc administered. This

avoids or reduces the risk of adverse reactions from administering therapeutics that are not
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needed. Such methods eliminate the expense of treating patients who would not bencfit from
such treatment. For example, if a patient were alrcady producing therapeutic levels of an
antibody to a particular epitope of IE2, there may be no nced to administer a human monoclonal
antibody directed against the epitope cxogenously.

[00135] Treatment of a subjcct with HCV antibodics may be given alone, during the coursc of
another treatment, and/or after the cessation of trecatment of other antivirat compounds.
Alternatively or additionally, HCV antibodies may be physically conjugated (e.g., covalently or
non-covalently) to known toxins or proteins capable of inducing apoptosis or other cell death
processes. Modified HCV antibodics can be administered to individuals suffering from,
susceptible to, infected with, and/or displaying sympioms of HCV infection, HCV-mediated liver
disease, and/or any other HCV-associated condition as a means of killing HCV infected cells.

Prophylactic Applications

[00136] In some embodiments, ICV antibodies in accordance with the invention may be
utilized for prophylactic applications. In somc cmbodiments, prophylactic applications involve
systems and methods for preventing, inhibiting progression of, and/or delaying the onset of HCV
infection, HCV-mediated liver discase, and/or any other HCV-associated condition in individuals
susceptible to and/or displaying symptoms of HCV infection, HCV-mediated liver discase,
and/or any other HCV-associated condition. In some embodiments, prophylactic applications
involve systems and methods for preventing, inhibiting progression of, and/or delaying the onsct
of chronic liver discase. In some embodiments, prophylactic applications involve systems and
methads for preventing, inhibiting progression of, and/or delaying the onset of liver disease. In
some embodiments, prophylactic applications involve systems and methods for preventing,
inhibiting progression of, and/or delaying the onset of liver failure.,

[00137] In somc embodiments, vaccines to HCV may be utilized for passive immunization
(i.e., immunization wherein antibodies arc administered to a subject). In some cmbodiments,
vaccines to HCV for passive immunization may comprise HCV antibodics, such as any of the
compositions described hercin. 1n some embodiments, passive immunization occurs when
antibodies arc being transferred from mother to fetus during pregnancy. In some embodiments,
antibodics are administered directly to an individual (e.g., by injection, orally, erc.).

[00138] In some embodiments, prophylactic applications may include administering vaccines.

In some embodiments, vaccination is tailored to the individual patient. For example, as
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described above, serum may be collected from a patient and tested for presence of HCV
antibodies. In some embodiments, a vaccine may be designed to induce production of antibodies
that have been found to be lacking in the patient. In some cmbodiments, it is desirable for
vaccine compositions to comprise antigens that have a native conformation, mediate a protective
response (e.g., complement activation, virus ncutralization, ete.), and/or can induce a strong
antibody response. [n some embodiments, a vaccine contains an epitope or mimotope thercof to
which antibodies are not being produced naturally in the individual. For example, synthetic
peptide mimotopes 1solated with HCV antibodics (e.g., HCV antibodies recognizing multiple
genotypes and/or subtypes) have the potential to induce a potent immune responsc similar to the
antibody used in the original isolation of the mimotope. Administration of such a vaccine might
induce a paticnt’s immune system to start producing a sct of antibodies directed against the
administered epitope. 1t will be appreciated that the mimotopes {or ¢pitopes) in accordance with
the mvention can be used alone or in combination with recombinant proteins, inactivated HCV
virus, killed HCV virus, and/or as a cocktatl of scveral different mimotopes.

[00139] [n some cmbodiments, vaccines to HCV may be utilized for active immunization (i.e.,
immunization wherein microbes, proteins, peptides, cpitopes, mimotopes, efc. arc administered
to a subject). In some embodiments, vaceines to HCV may comprise any agent that mimics at
least onc conformational epitopc of HCV E2 protein may be uscd. For cxample, the agent may
be a peplide, protein, glycopeptide, glycoprotein, small molecile, mimotope, organic compound,
lipid, saccharide, organometallic compound, inorganic compound, efc. In some cmbodiments,
epitopes represented in a vaceine include those against which antibodics known to prevent
infection arc dirccted. In some embodiments, epitopes represented in a vaccine in accordance
with the mvention include ones that arc conscrved among different genotypes and/or subtypes of
the virus or among different strains of virus. In some embodiments, peptides or proteins that
contain conformationally defined epitopes of E2 of HCV are used in formulations of a vaccine to
prevent, delay onscet of, treat, ameliorate symptoms of, and/or reduce severity of infection by
HCV. In some embodiments, HCV E2 ¢pitopes may be lincar cpitopes. In some embodiments,
E2 epitopes may be a mixture of lincar and conformational epitopes. In some embodiments, E2
cpitopes may be conformational epitopes. In some embodiments, peptide epitopes arc less than
100 amino acids in length. In certain embodiments, peptide epitopes are less than 50, less than

40, lcss than 30, less than 20, or less than 10 amino acids in length. In some cmbodiments,
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peptides 1o be used in formulating a vaccine arc peptide fragments of E2 protein of HCV,
Typically, a peptide ts used that folds in a manner similar to its three-dimensional fold in the
native E2 protein, thus preserving the three-dimensional siructure of the conformational epitope.
[00140] In somec embodiments, a vaccine may contain proteins that represent concatenated
peptides that have onc or more conformational cpitopes to which antibodics arc desired. Scveral
different peptides making up a multimer may be used so that cach peptide contains a different
cpitope, or the same peptide may be used more than once in the multimer.

[00141] Peptides in accordance with the invention may be synthesized using any method
known in the art, including Merrificld solid phasc chemistry (sce, e.g., Atherton and Sheppard,
1989, Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, 1LR Press, Oxford, England;
Stewart and Young, 1984, Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed., Pierce Chemical Company,
Rockford; Mernficld, 1963, .. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154; all of which are incorporated
herein by reference). Alternatively or additionally, peptides may be obtained by cleavage of E2
protcin and optional purification of cleavage products. In some cmbodiments, peptides may be
madc recombinantly and produced in £. coli, yeast (e.g., S. cerevisiae), insect cells {e.g., /9
cells), and/or mammalian cclls (e.g., CHO cells) using any available techniques in the art (e.g.,
Sambrook et al.; Miller & Calos, cds., Gene Transfer vectors for Mammalian Cells, 1987, and
Ausubel er al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, 1987; both of which are
incorporated herein by reference). In some embodiments, peptides may be modified to increase
their immunogemicity, solubility in aqucous solution, and/or to increase their propensity to fold
correctly. For example, peptides may be glycosylated, farnesylated, hydroxylated, reduced,
oxidized, methylated, esc.

[00142] In certain embodiments, a peptide is or comprises amino acids 523 through 540 of the
E2 protcin of HCV subtype 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, §, and/or 6. As would be appreciated by one of
ordinary skill in this art, analogous, homologous, similar, and/or identical amino acid sequences
of E2 proteins from other subtypes of HCV may be used. Analogous sequences may be
determined by aligning multiple scquences of the E2 protein from different strains or subtypes of
HCV. Homologous, similar, and/or tdentical scquences that preserve the desired epitope may
also be used in the formulation of vaccines. |

[00143] In some embodiments, the sequences arc about 50% homologous to the native

sequence from HCV la, 1b, 24, 2b, 3a, 4, 5, and/or 6 E2 protein, about 60% homologous, about
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70% homologous, about 80% homologous, about 90% homologous, about 95% homologous,
about 99% homologous, or more than about 99% homolegous. In some embodiments, the
scquences are about 50% simtlar to the native sequence from HCV 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, and/or
6 E2 protein, about 60% similar, about 70% similar, about 80% similar, about 90% similar, about
95% similar, about 99% similar, or more than about 99% similar. In some embodiments, the
sequences are about S0% identical to the native sequence from HCV la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5,
and/or 6 E2 protein, about 60% tdentical, about 70% identical, about 80% identical, about 90%
identical, about 95% identical, about 99% identical, or more than about 99% identical.

[00144] In somc embodiments, the sequences are at least 50% homologous to the native
sequence from HCV Ta, 10, 24, 2b, 3a, 4, 5, and/or 6 E2 protein, at least 60% homologous, at
least 70% homologous, at least 80% homologous, at least 90% homotogous, at lcast 95%
homologous, at least 99% homologous, or substantially 100% homologous. Tn somc
embodiments, the scquences arc at least 50% similar to the native sequence from FHCV la, 1b,
24, 2b, 3a, 4, 5, and/or 6 E2 protein, at least 60% similar, at least 70% similar, at lcast 80%
similar, at lcast 90% similar, at lcast 95% similar, at Icast 99% similar, or substantially 100%
similar. In some cmbodiments, the scquences are at least 50% identical to the native scquence
from HCV la, 1b, 24, 2b, 3a, 4, 5, and/or 6 E2 protcin, at least 60% identical, at least 70%
identical, at lcast 80% identical, at lcast 90% identical, at lcast 95% identical, at lcast 99%
identical, or substantially T00% identical.

[00145)  In some embodiments, a vaccine composition compriscs at teast one adjuvant. Any
adjuvant may be used mn accordance with the present invention. A large number of adjuvants are
known; a useful compendium of many such compounds is preparcd by the National Institutes of
Health and can be found on the intemet

(www.niaid nih.gov/daids/vaccine/pdf/compendium.pdf). Sce also Allison (1998, Dev. Biol.
Stand., 92:3-11; incorporated herein by reference), Unkeless et al. (Y998, Annu. Rev. Immminol.,
6:251-281; incorporatcd herein by reference), and Plullips er al. (1992, Vaccine, 10:151-158;
incorporated herein by reference). Hundreds of different adjuvants are known in the art and
could be employed in the practice of the present invention. Excmplary adjuvants that can be
utilized in accordance with the invention include, but are not limited to, cytokines, gel-type
adjuvants (e.g., aluminum hydroxide, aluminum phosphate, calcium phosphate, efc.); microbial

adjuvanis (e.g., immunomodulatory DNA scquences that include CpG motifs; endotoxins such as
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monophosphoryl lipid A; cxotoxins such as cholera toxin, £, coli heat tabile toxin, and pertussis

e

toxin; muramyl dipeptide, erc.); oil-emulsion and cmulsifier-based adjuvants (e.g., Freund’s
Adjuvant, MF59 [Novartis], SAF, etc.); particulate adjuvants (e.g., liposomes, biodegradable
microspheres, saponins, efc.); synthetic adjuvants (e.g., nonionic block copolymers, muramyl
peptide analogues, polyphosphazene, synthetic polynucleotides, efc.); and/or combinations
thercof. Other exemplary adjuvants include some polymers (e.g., polyphosphazenes; described
in U.S. Patent 5,500,161, which is incorporaied hercin by reference), @57, QS21, squalene,
tetrachlorodecaoxide, erc.

|00146] Pharmaccutically acceptable excipicnts are described in further detail below in the
scction entitled “Pharmacentical Compaositions.”

Diagnostic Applications

[00147] In some cmbodiments, HCV antibodics in accordance with the invention are used for
diagnostic applications. For example, by virtuc of the varicty of binding profiles of HCV
antibodies, diagnostic assays may be employed which will detect & plurality of HCV genotypes
and/or subtypes, so as to provide a pan-HCV antibody, while at the same time being able to
disscct individual genotypes and/or subtypes by subtractive analysis.

[00148] For diagnostic purposes, antibodies may be used in a wide varicty of formats for
detecting E2 protein, disccrning HCV genotypes and/or subtypes, detecting virions and

antibodies (see, e.g., U.S. Patent Number 5,695,390; incorporated herein by reference).

Antibodics may be used individually or in combination with other antibodies of the subject group

or other antibodies or with lecting which bind to the glycosyl groups present on HCV envcelope
proteins (i.c., E1 or E2) and/or other proicins with which HCV E2 complexes (e.g., a HCV
E1:MCV E2 complex). For diagnostic purposcs, a wide varicty of labels may be cmploycd,
which for the most part have been mentioned previously. These include, but are not limited to,
fluorophores, chemiluminescent moietics, radioisotopes, enzymes, particles (e.g., colloidal
carbon particles, gold particles, latex particles, etc.) ligands for which there are high affinity
receptors, and prolabels, which can be activated to provide a detectable signal.

[00149] In some cmbodiments, a surface is coated with a proten, which can bind to HCV

antigens as free protein (e.g., circulating proteins) or as part of an intact or partially intact virion.

One may usc antibodics of the subject invention which bind to multiple HCV genotypes and/or

subtypes or to lectins (e.g., Galanthus nivalis lecting “GNA”). One may also use antibodics in
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accordance with the invention which bind to HCV subtypes 1, 2, 3, 4, 5, and 6. In some
embodiments, antibodies in accordance with the invention bind to at lcast onc, two, three, four,
five, or more than five different genotypes and/or subtypes.

[00150] In some embodiments, assays may involve contacting a surface with a medium, which
may contain frec or HCV-associated protein(s), where the medium may be the sample or a
solution of known E2 of one or more genotypes and/or subtypes. After incubation and washing
to removce non-specifically bound protein, the assay may proceed in various manners depending
upon what is being assayed. Where a blood sample suspecied of being scropositive is being
assayed, the sample may be applied to the layer of E2 protein, incubated, and washed, and the
presence of human antibodics bound to the protein layer determined. Onc may use labeled a-
human antibodics.(other than against the isotype of the subject antibodies, where the subject
antibodics have been initially used). In assays for antibodics in scropositive subjects, subject
antibodies may be used as controls with the same rcagent used to detect any human anti-HCV
antibodies in the sera of such subjcets. The specificity of the antibodics in the sample can be
confirmed by using the subjcct antibodics, which arc differentially labeled from the anti-human
antibodics and determine whether they are blocked by the antibodics in the sample.

[00151] Where the sample is assayed for HCV E2 protein, detection employs labeled subject
antibodies, the selection depending upon whether one is interested in genotyping or detection of
E2 protein. After washing away non-specificatly bound antibody, the presence of labeled
antibodics is determined by detecting the presence of the label in accordance with known
techniques. Alternatively or additionally, where the subject antibodics are bound to a surface, a
labeled lectin for E2 may be employed to detect the presence of E2 protein.

[00152] Antibodics in accordance with the invention can be usced to measure the reactivity of
other antibodies, including antibodics in scra, monaclonal antibodies, antibodies expressed as a
result of genctic engineering, efc. In some embodiments, intact virions are used. In some
cmbodiments, conformationally conserved envelope proteins are used. For virion capture, sec,
for example, Kimura et al., 1998, /. Med. Virology, 56:25-32; Morita et af., 1996, Hapato-
Gastroenterology, 43:582-585; Sata et al., 1993, Virology, 196:354-357; and Hijikata et al.,
1993,.1. Virol., 67:1953-1958; all of which arc incorporated herein by reference. Onc protocol
involves steps of coating a solid support with a lectin (e.g., GNA) and then contacting the surface

with a medium (e.g., scrum of a seropositive paticnt) comprising intact HCV virions. Additives
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which might destroy virions should usually be avoided (e.g., detergents). After incubating the
medium and washing to remove non-specifically bound components of the medium, virions may
be contacted with antibodies in accordance with the invention and antibodies of the sample. This
may be performed concurrently or consecutively, where the samplc is added first. An amount of
the subject antibody is used which is sensitive to displacement by another antibody. Such
amount may be detcrmined empirically, and onc may wish to usc different amounts of the
subject antibody in a serics of tests. By knowing the signal, which is obtained in the absence and
presence of the sample, one can determine the reactivity or binding affintty of the antibodies in
the sample. Various techniques may be used to determine the amount of a subject antibody
bound fo the virions. Where the subject antibodics are labeled, e.g., with biotin or digoxigenin,
streptavidin or anti-digoxigenin labeled with a fluorophore or enzyme whose substrate produces
a detectable signal can serve to determine the amount of the subject antibodics.

[00153] Labeled subject antibodies may be used in assaying for the presence of HCV from
biopsy material. Labeled antibody may be incubated with immobilized biopsy material, such as
a liver slice, with a solution of one or more of the subjeet labeled antibodics. After washing
away non-specifically bound antibodics, the presence of the antibodies bound to the cells of the
biopsied tissue may be detected in accordance with the nature of the label.

[00154] In some cmbodiments, HCV antibodies in accordance with the invention can be uscd
to identify HCV receptors. Those skilied in the art will appreciate the multitude of ways this can
be accomplished (Sambrook J., Fritsch E. and Maniatis T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989; and Ausubel ef af., cds.,
Current Protocols in Molecular Biology, 1987; both of which are incorporated herein by
reference). Typically, protein and peptide receptors can be identified by determining whether an
antibody to E2 can inhibit attachment of HCV virions to a cell susceptible to HCV infection.
Thus, receptors for HCV E2 proteins and peptides can be identified in this manner. A
susceptible cell can be incubated in the presence of HCV and anti-HCV E2 antibody, and a celi-
binding assay can be utilized to determine whether attachment is decreascd in the presence of the
antibody.

[00155] Ceclls cxpressing putative receptors for HCV and/or librarics of putative receptors for
HCV may be screened for their abilities to bind HCV. For example, cclls expressing a putative

HCV receptor (e.g., a receptor for HCV E2) can be contacted with an HCV protein or peptide in
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the presence of an antibody for a time and under conditions sufficicnt to allow binding of the
HCV protein or peptide to putative receptor on the surface of the cell. Alternatively or
additionally, HCV protcins, peptides, or virions can be pre-incubated with antibody prior to
contacting the putative reeeptor on the cell surface. Binding can be detected by any means
known in the art, e.g., flow cytometry efc. (sce Ausubel ef al. or Sambrook et al., supra). A
decrease in binding to the surface of the celt in the presence of antibody compared to binding in
the absence of the cell in the absence of the antibody indicates the identification of an HCV
receptor,

{00156] In somec embodiments, methods of identifying HCV receptors (e.g., such as E2
receptors) include the usc of solid supports, such as beads, columns, and the like. For example,
recepiors for HCV proteins and peptides (e.g., E2 proteins and/or fragments thercof) and/or HCV
virions can be identified by attaching an HCV antibody to a solid support and then contacting the
antibody with an HCV protein or peptide for a time sufficient for the HCV protein or peplide to
bind to the antibody. This provides an HCV protein ligand for putative HCV receptors that can
be contacted with the antibody:ligand complex on the solid support for a time and under
conditions sufficient to allow binding of a receptor to the HCV protein or peptide. Proteins can
be expressed from a library or provided as a cell extract or purificd protein preparation from
natural ot recombinant cclls. Once specific binding complexes between the HCV protein peptide
are formed, unbound HCV proteins or peplides, e.g., library proteins or peptide that did not bind
specifically to the HCV proteins or peptides, are removed, e.g¢., by standard washing steps.

Bound proteins are then cluted and identified, e.g., by gel electrophoresis.

Administration

[00157] HCV antibodics in accordance with the invention and pharmaceutical compositions
thereof in accordance with the present invention may be adminisicred using any amount and any
route of administration cffective for treatment.

[00158] The exact amount required will vary from subject to subject, depending on the species,
age, and general condition of the subject, the severity of the infection, the particular composition,
its mode of administration, its modc of activity, and the like. HCV antibodics are typically
formulated in dosage unit form for case of administration and uniformity of dosage. It will be

understood, however, that the total daily usage of the compositions of the present invention will
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be decided by the attending physician within the scope of sound medical judgment. The specific
therapeutically effcctive dosc level for any particular subject or organism will depend upon a
varicty of factors including the disorder being treated and the severity of the disorder; the activity
of the specific HCV antibody employed; the specific pharmaccutical composition administered,;
the half-life of the composition afler administration; the age, body weight, gencral health, sex,
and diet of the subject; the ttme of administration, route of administration, and rate of cxcretion
of the specific compound cmployed; the duration of the treatment; drugs used in combination or
coincidental with the specific compound employed; and like factors, well known in the medical
arts.

[00159] Pharmaccutical compositions of the present invention may be administered by any
route. In some cmbodiments, pharmaccutical compositions of the present invention are
administered by a varicty of routes, including oral (PO), intravenous (IV), intramuscular (IM),
intra-artertal, intramedullary, intrathecal, subcutancous (SQ), intraventricular, transdermal,
interdermal, intradermal, rectal (PR), vaginal, intraperitoneal (1P), intragastric (1G), topical (e.g.,
by powders, ointments, creams, gels, lotions, and/or drops), mucosal, intranasal, buccal, enteral,
vitreal, sublingual; by intratracheal instillation, bronchial mstillation, and/or inhalation; as an oral
spray, nasal spray, and/or acrosol, and/or through a portal vein catheter.

[00160] In gencral, the most apprapriate route of administration will depend upon a variety of
factors including the nature of the agent being administered (e.g., its stability in the environment
of the gastrointestinal tract), the condition of the subject (e.g., whether the subject is able to
tolcrale a particular mode of administration), etc. 1n specific embodiments, HCV antibodics in
accordance with the present invention and/or pharmaccutical compositions thercof may be
administered intravenously, for example, by intravenous infusion. In specific embodiments,
HCV antibodies in accordance with the present invention and/or pharmaceutical compositions
thereof may be administered by intramuscular injection. In specific embodiments, HCV
antibodics in accordance with the present invention and/or pharmaccutical compositions thercof
may be administered by subcutancous injection. In specific embodiments, HCV antibodies in
accordance with the present invention and/or pharmaccutical compositions thereof may be
administered via portal vein catheter, However, the invention encompasses the delivery of HCV

antibodics in accordance with the present invention and/or pharmaccutical compositions thercof
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by any appropriatc route taking into consideration likely advances in the scicnces of drug
delivery.,

[00161] In certain cmbodiments, HCV antibodics in accordance wilh the present invention
and/or pharmaccutical compositions thereof in accordance with the invention may be
administered at dosage levels sufficient to deliver from about 0.001 mg/kg to about 100 mg/kg,
from about 0.01 mg/kg to about 50 mg/kg, from about 0.1 mg/kg to about 40 mg/kg, from about
0.5 mg/kg to about 30 mg/kg, from about 0.01 mg/kg to about 10 mg/kg, from about 0.1 mg/kg
to about 10 mg/kg, or from about 1 mg/kg to about 25 mg/kg of subject body weight per day to
obtain the desired therapeutic ¢ffect. The desired dosage may be delivered more than three times
per day, three times per day, two times per day, once per day, cvery other day, every third day,
every wecek, every two weeks, cvery three weeks, every four weeks, cvery two months, every six
months, or every twelve months, In certain embodiments, the desired dosage may be delivered
using multiple administrations (e.g., two, three, four, five, six, seven, eight, nine, ten, cleven,
twelve, thirteen, fourteen, or more administrations).

[00162] 1t will be appreciated that HCV antibodics in accordance with the present invention
and/or pharmaccutical compositions thercof can be cmployed in combination therapics. The
particular combination of therapies (e.g., therapeutics or procedures) to employ in a combination
regimen will take into account compatibility of the desired therapeutics and/or procedures and
the desired therapeutic effect to be achieved. 1t will be appreciated that the therapics employed
may achicve a desired effect for the same purpose (for example, HCV antibodies useful for
trecating, preventing, and/or delaying the onset of HCV infection may be administered
concurrently with another agent uscfut for treating, preventing, and/or delaying the onset of HCV
infection), or they may achicve different cffects (e.g., control of any adverse effects). The
invention encompasses the delivery of pharmaccuticat compositions in combination with agents
that may improve their bioavailability, reduce and/or modify their metabolism, inhibit their
excretion, aﬁd/or modify their distribution within the body.

[00163] Pharmaceutical compositions in accordance with the present invention may be
administered cither alone or in combination with onc or more other therapeutic agents. By “in
combination with,” it is not intended 1o imply that the agents must be administercd at the same
time and/or formulated for delivery together, although these methods of delivery are within the

scope of the invention. Compositions can be admnisterced concurrently with, prior to, or
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subscquent to, one or more other desired therapeutics or medical procedures. In will be
appreciated that therapeutically active agents utilized in combination may be administered
together in a single composition or administercd separately in different compositions. In genceral,
cach agent will be administered at a dose and/or on a time schedule determined for that agent.
100164] In gencral, it is expecied that agents utilized in combination with be utilized at levels
that do not excced the levels at which they are utilized individually. In some cmbodiments, the
levels utilized in combination will be tower than those utilized individually,

[00165]  In some embodiments, HCV E2 antibodics in accordance with the invention {(e.g., HC-
1, HC-3, HC-11, and CBH-23) may be administered with interferon, with ribavirin, or with both
interferon and ribavirin.

[00166] In some cmbodiments, compositions for combination therapy can comprise a plurality
of antibodies directed to a single conformational epitope. In some embodiments, compositions
for combination therapy can comprisc a plurality of antibodies that recognize distinet
conformational cpitopes (e.g., on the same viral envelope protein or on different viral envelope
proteins), thereby simultancously interforing with multiple mechanisms in the infectious process.
100167] In certain embodiments, compositions in accordance with the invention comprisc
exactly one antibody to E2 (e.g., HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23). In certain cmbodiments,
compositions include exactly two, exactly three, exactly four, exactly five, exactly six, or more
than six HCV E2 antibodies. In some embodiments, compositions comprisc all possible
permutations and combinations of HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23. Exemplary compositions
comprising 1, 2, 3, or 4 antibodics sclecied from the group consisting of HC-1, HC-3, HC-11,
and CBH-23 arc shown in Table 2:

Table 2: Exemplary Compositions Comprising HCV Antibodies

One Antibody Two Antibodies Three Antibodies Four Antibodies

HC-1 HC-1 and HC-3 FIC-1, HC-3, and HC-11 HC-1, HC-3, HC-11,
and CBH-23

HC-2 HC-1 and HC-1! HC-1, HC-3, and CBH-23

HC-11 HC-1 and CBH-23 HC-1, HC-11, and CBH-23

CBH-23 HC-3 and HC-11 HC-3, HC-11, and CBH-23

HC-3 and CBH-23

HC-11 and CBH-23
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[00168] In somc embodiments, hybridoma ccll lines that secrete anti-HCV E2 antibodics have
been deposited in the American Type Culture Collection (ATCC). For example, hybridoma cell
lines that sccrete human monoclonal anitbody HC-1 has been deposited under Accession number
PTA-9416; human monoclonal antibody HC-3 secreted by the hybridoma cell line has been
deposited in the ATCC under Accession number PTA-9417; human monoclonal antibody HC- 11
secrcted by the hybridoma ccell line has been deposited in the ATCC under Accession number
PTA-9418; and human monoclonal antibody CBH-23 scercted by the hybridonta cell line has
been deposited in the ATCC under Accession number PTA-9419,

[00169] it will be appreciaied by onc of skill in the art that any permutation or combination of
HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 can be combined with any other antibody (e.g., antibodics that
recognize El, 2, and/or other envelope proteins) to formulate compositions comprising a
plurality of different antibodies. In certain cmbodiments, HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23
can be combincd with any of the following previously described antibodies against E2: CBRH-2,
CBH-4G, CBH-5, CBH-7, CBH-8C, CBH-8E, CBH-9, CBH-11, fragments thereof, and/or
combmnations thereof (see U.S. Patent 6, 692,908; and 1J.S. Patent Publications 2006/0104980
and 2006/0188511; all of which arc incorporated herein by reference). In certain embodiments,
HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23 can be combined with H-111, H-114 (both of which arc
previously described antibodics against E1), fragments thercof, and/or combinations thercof (see
U.S. Patent Publication 2003/180284; incorporated herein by reference). In certain
cmbodiments, HC-1, HC-3, HC-11, and/or CBH-23 can be combincd with humanized AP33
(Owsianka et al., 2005, ./. Virol., 79:11095-104; incorporated herein by reference); Fab ¢137
(Perotti ef al., 2008, .J. Virol., 82:1047-52; incorporated hercin by reference, 2008); mAbs 1:7
and A8 (Johansson et al., 2007, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 104:16269-74; incorporated herctn
by reference); AR3 human MADs (Law er al., 2008, Nar. Med., 14:25-27; incorporated herein by

reference); frapments thereof; and/or combinations thereof.,

Pharmaceutical Compositions

[00170] The present invention provides HCV antibodies and pharmaceutical compositions
comprising at least one HCV antibody and at least one pharmaceutically acceptable excipient.
Such pharmaceutical compositions may optionally comprisc onc or more additional

therapeutically active substances. In accordance with some embodiments, methods of
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administering a pharmaceutical composition comprising administering HCV antibodics to a
subject in need thereof are provided. In some embodiments, pharmaceutical compositions are
administered to humans. For the purposcs of the present disclosure, the phrase “active
ingredient” generally refers to an HCV antibody in accordance with the invention. In certain
embodiments, an HCV antibody is an antibody that recognizes E2 envelope protetn. In certain
embodiments, an HCV antibody is an antibody that recognizes a conformational cpitope of E2
cnvelope protein.

[00171] Pharmaceutical compositions for administration of HCV E2 antibodics may be
provided in a sterile injectible form (e.g., a form that is suitable for subcutancous injection or
intravenous infusion). For example, in some embodiments, antibodics are provided in a hiquid
dosage form that is suitable for injection. In some cmbodiments, antibodies arc provided as
lyophilized sterile powders, optionally under vacuum, which are reconstituted with an aqucous
diluent (e.g., water, buffer, salt solution, efc.) prior to injection. In some embodiments,
antibodies are diluted and/or reconstituted in water, sodium chloride solution, sodium acetate
solution, benzyl alcohal solution, phosphate buffered saline, efc. In some embodiments, powdcer
should be mixed gently with the aqueous diluent (e.g., not shaken).

[00172] In somc embodiments, antibody formulations comprisc onc or morc pharmaccutically
acceptable cxcipients (e.g., preservative, inert diluent, dispersing agent, surface active agent
and/or emulsificr, buffering agent, erc.). In some embodiments, antibody formulations comprisc
one or morc preservatives. In some embodiments, antibody formulations comprise no
preservative,

[00173] In some cmbodiments, antibodies are provided in a form that can be refrigerated
and/or frozen. In some embodiments, antibodics arc provided in a form that cannot be
refrigerated and/or frozen. In some embodiments, reconstituted antibody solutions and/or
antibody liquid dosage forms may be stored for a certain period of time after reconstitution (e.g.,
2 hours, 12 hours, 24 hours, 2 days, 5 days, 7 days, 10 days, 2 weeks, a month, two months, or
longer). In some cmbodiments, storage of antibody formulations for longer than the specificd
time results in antibody degradation.

{00174] Liquid dosage forms and/or reconstituted antibody solutions may comprisc particulate
matter and/or discoloration prior to administration, In general, a solution should not be used if

discolored or cloudy and/or if particulate matter remains after filtration,
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[00175]  Formulations of the pharmaceutical compositions described hercin may be prepared
by any mcthod known or hereafter developed in the art of pharmacology. In peneral, such
preparatory methods include the step of bringing the active ingredient into association with an
cxcipicnt and/or one or more other accessory ingredicnts, and then, if neeessary and/or desirable,
shaping and/or packaging the product into a desired single- or multi-dose unit.

[00176] A pharmaccutical composition in accordance with the invention may be prepared,
packaged, and/or sold in bulk, as a single unit dosc, and/or as a plurality of single unit doscs. As
used herein, a “unit dose” is discrete amount of the pharmaceutical composition comprising a
predetermined amount of the active ingredient. The amount of the active ingredient is gencrally
equal to the dosage of the active ingredicnt which would be administered to a subject and/or a
convenient fraction of such a dosage such as, for example, onc-half or one-third of such a
dosage.

[00177] Relative amounts of the active ingredient, the pharmaceutically acceptable excipient,
and/or any additional ingredicents in a pharmaccutical composition in accordance with the
invention will vary, depending upon the identity, size, and/or condition of the subject treated and
further depending upon the route by which the composition is to be administered. By way of
cxample, the composition may comprisc between 0.1% and 100% (w/w) active ingredient.
[00178] Pharmaccutical formulations of the present invention may additionally comprise a
pharmaccutically acceptable excipient, which, as used herein, includes any and all solvents,
dispersion media, diluents, or other liquid vehicles, dispersion or suspension aids, surface active
agents, isotonic agents, thickening or emulsifying agents, preservatives, solid binders, lubricants
and the like, as suited o the particular dosage form desired. Remington’s The Science and
Practice of Pharmacy, 21" Edition, A. R. Gennaro, (Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore,
MD, 2006) discloses various cxcipicnts used in formulating pharmaccutical compositions and
known techniques for the preparation thercol. Except insofar as any conventional cxcipient
medium 1s incompatible with a substance or its derivatives, such as by producing any undesirable
biological cffect or otherwise interacting in a deleterious manner with any other component(s) of
the pharmaceutical composition, its usc is contemplated to be within the scope of this mvention.
[00179] In some embodiments, the pharmaccutically acceptable excipicnt is at [cast 95%, at
teast 96%, at lcast 97%, at lcast 98%, at least 99%, or 100% purc. In somc embodiments, the

excipient is approved for use in humans and for velerinary use. In some cmbodiments, the
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excipient is approved by United States Food and Drug Administration. In somc cmbodiments,
the excipient is pharmaccutical grade. In some embodiments, the excipient meets the standards
of the United States Pharmacopocta (USP), the Europcan Pharmacopoeia (EP), the British
Pharmacopocia, and/or the International Pharmacopocia.

[00180] Pharmaccutically acceplable excipients used in the manufacture of pharmaccutical
compositions include, but are not limited to, incert diluents, dispersing and/or granulating agents,
surface active agents and/or cmulsificrs, disintegrating agents, binding agents, preservatives,
buffering agents, lubricating agents, and/or oils. Such excipicnts may optionally be included in
the formulations. Excipients such as cocoa butter and suppository waxcs, coloring agents,
coating agents, sweetening, flavoring, and/or perfuming agents can be present in the
composition, according to the judgment of the formulator.

[00181] Exemplary dilucnts include, but are not limited to, calcium carbonate, sodium
carbonate, calcium phosphate, dicalcium phosphate, calcium sulfate, calctum hydropen
phosphate, sodium phosphate lactose, sucrose, ccllulose, microcrystalline cellulose, kaolin,
manniiol, sorbitol, inosito!, sodium chloride, dry starch, corstarch, powdered sugar, erc., and/or
combinations thereof

[00182] Exemplary granulating and/or dispersing agents include, but are not limited to, potato
starch, corn starch, tapioca starch, sodium starch glycolate, clays, alginic acid, guar gum, citrus
pulp, agar, bentonite, cellulose and wood products, natural sponge, cation-ecxchange resins,
calcium carbonate, silicates, sodium carbonale, cross-linked poly(vinyl-pyrrolidonc)
(crospovidone), sodium carboxymethy! starch (sodium starch glycolate), carboxymethyl
cellulose, cross-linked sodium carboxymethy! ccllulose (croscarmellose), methyleellulose,
pregelatinized starch (starch 1500), microcrystalline starch, water insoluble starch, calcium
carboxymethyl! cellulose, magnesium aluminum silicate (VEEG UM®), sodium laury! suifate,
quaternary ammonium compounds, etc., and/or combinations thercof.

[00183] Exemplary surface active agents and/or emulsifiers include, but are not limited to,
natural emulsifiers (e.g., acacia, agar, alginic acid, sodium alginate, tragacanth, chondrux,
cholesterol, xanthan, pectin, gelatin, egg yolk, casein, wool fat, cholesterol, wax, and lecithin),
colloidal clays (e.g., bentonite [aluminum silicate] and VEEGUM® [magnesium aluminum
silicate]), long chain amino acid derivatives, high molecular weight aicohols (e.g., stearyl

alcohol, ccty! alcohol, oleyl alcohol, triacetin monostearate, cthylene glycol distearate, glyceryl
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monostcarate, and propylene glycol monosicarate, polyvinyl alcohol), carbomers (e.g., carboxy
polymethylene, polyacrylic acid, acrylic acid polymer, and carboxyvinyl polymer), carragecnan,
cellulosic derivatives (e.g., carboxymethylcellulose sodium, powdcred cellutose, hydroxymethyl
ccllulose, hydroxypropyl cellulose, hydroxypropyl methylcellulose, methylcellulose), sorbitan
fatty acid esters (e.g., polyoxycthylene sorbitan monelaurate [TWEEN®20], polyoxycthylenc
sorbitan [TWEEN ®60], polyoxyethylenc sorbitan monoolcatc [TWEEN ®80], sorbitan
monopalmitate [SPAN G?’40], sorbitan monostcaratc [SPAN®60], sorbitan tristcaratc [SPAN ®65],
glyceryl monoolcaie, sorbitan monoolcate [SPAN ¥80)), polyoxyethylenc csters (e.g.,
polyoxycthylene monostcarate [MYRI®45], polyoxycthylene hydrogenated castor oil,
polycthoxylated castor oil, polyoxymethylene stearate, and SOLUTOL®), sucrose fatty acid
csters, polyethylene glycol fatty acid csters (e.g., CREMOPHOR®), polyoxyethylene cthers,
{e.g., polyoxycthylene lauryl ether [BRI.‘I%O]), poly(vinyl-pyrrolidone), dicthylcne glycol
monolaurate, tricthanolamine olcate, sodium oleate, potassium oleate, cthyl oleate, aleic acid,
cthyl laurate, sodium lauryl sulfate, PLURONIC®F 6%, POLOXAMER®188, cetrimonium
bromide, cetylpyridinium chloride, benzalkonium chloride, docusate sodium, etc. and/or
combinations thercof.

100184] Exemplary binding agents include, but are not limited 1o, starch {e.g., cornstarch,
starch paste, efc.); gelating sugars (e.g., sucrose, ghucose, dextrose, dextrin, molasses, lactose,
lactitol, mannitol, efc.); natural and synthetic gums (e.g., acacia, sodium alginate, extract of Irish
moss, panwar gum, ghatti gum, mucilage of 1sapol husks, carboxymethylcellulosc,
methylcellulose, cthyleellulose, hydroxyethyleellulose, hydroxypropyl cellulose, hydroxypropyl
methyleellulose, microcrystalline ccllulose, cellulose aceiate, poly(vinyl-pyrrolidone),
magnesium aluminum stlicate [V EEGUM®), larch arabogalactan, erc.); alginates; polycthylenc
oxide; polycthylene glycol; inorganic calcium salts; silicic acid; polymethacrylates; waxcs;
watcr; alcohol; efe.; and combinations thereof,

100185] Excmplary preservatives may include, but arc not limited to, antioxidants, chelating
agents, antimicrobial preservatives, antifungal preservatives, alecohol preservatives, acidic
prescrvatives, and/or other preservatives. Exemplary antioxidants include, but arc not limited to,
alpha tocopherol, ascorbic acid, acorbyl palmitate, butylated hydroxyanisole, butylated
hydroxytolucne, monothioglycerol, potassium metabisulfite, propionic acid, propy! gallate,

sodium ascorbate, sodium bisulfite, sodium metabisulfite, and/or sodium sulfite. Exemplary
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chelating agents include ethylenediaminctetraacetic acid (EDTA), citric acid monohydrate,
disodium cdetate, dipotassium edetate, edetic acid, fumaric acid, malic acid, phosphoric acid,
sodium cdetate, tartaric acid, and/or trisodium cdetate. Exemplary antimicrobial preservatives
include, but are not limited to, benzalkonium chloride, benzethonium chloride, benzyl alcohol,
bronopol, cetrimide, cetylpyridinium chleride, chlorhexiding, chlorobutanol, chlorocresol,
chloroxylenol, cresol, cthyl alcohol, glycerin, hexetidine, imidurea, phenol, phenoxycthanol,
phenylethyl alcohol, phenylmercuric nitrate, propylene glycol, and/or thimerosal. Excmplary
antifungal preservatives include, but arc not limited to, butyl paraben, methyl paraben, cthyl
paraben, propyl paraben, benzoic acid, hydroxybenzoic acid, potassium benzoate, potassium
sorbate, sodium benzoate, sodium propionate, and/or sorbic acid. Exemplary alcohol
prescrvatives include, but are not limited to, cthanol, polycthylenc glycol, phenol, phenolic
compounds, bisphenol, chlorobutanol, hydroxybenzoate, and/or phenylethyl alcohol. Exemplary
acidic prescrvatives include, but arc not limited to, vitamin A, vitamin C, vitamin E, beta-
carotene, citric actd, acetic acid, dehydroacetic acid, ascorbic acid, sorbic acid, and/or phytic
acid. Other preservatives include, but are not limited to, tocopherol, tocopherol acetate,
deteroxime mesylate, cetrimide, butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluened
(BHT), cthylencdiamine, sodium lauryl sulfate (SLS), sodium lauryl ether sulfate (SLES),
sodium bisulfite, sodium mctabisulfite, potassium sulfite, potassium metabisulfite, GLYDANT
PLUS®, PHENONIPY, methylparaben, GERMALL®115, GERMABEN®II, NEOLONE™,
KATHON™, and/or EUXYL®,

[00186] Excmplary buffering agents include, but are not limited to, citrate buffer solutions,
acctate bufTer solutions, phosphate buffer solutions, ammonium chloride, calcium carbonatc,
calcium chloride, calcium citrate, calcium glubionate, calcium gluceptate, calcium gluconate, »-
gluconic acid, calcium glycerophosphate, calcium lactate, propanoic acid, calcium levulinate,
pentanoic acid, dibasic calcium phosphate, phosphoric acid, tribasic calcium phosphate, calcium
hydroxide phosphate, potassium acctate, potassium chloride, potassium gluconate, potassium
mixtures, dibasic potassium phosphate, monobasic potassium phosphate, potassium phosphate
mixtures, sodium acetate, sodium bicarbonate, sodium chloride, sodium citrate, sodium lactate,
dibasic sodium phosphate, monobasic sodium phosphate, sodium phosphate mixtures,
tromethaming, magnesium hydroxide, aluminum hydroxide, alginic acid, pyrogen-free water,

isotoni¢ saling, Ringer’s solution, ethyl alcohol, efc., and/or combinations thereof.

65

a4



WO 2010/039154 PCT/US2008/078884

[00187] Exemplary lubricating agents include, but arc not limited to, magnesium stearate,
calcium stearate, stearic acid, silica, talc, malt, glyceryl behanate, hydrogenated vegetable oils,
polyethylenc glycol, sodium benzoate, sodium acctate, sodium chloride, leucine, magnesium
lauryl sulfate, sodium lauryl sulfate, erc., and combinations thereof.

{00188] Exemplary oils include, but are not limited to, almond, apricot kernel, avocado,
babassu, bergamot, black current secd, borage, cade, camomile, canola, caraway, carnauba,
castor, cinnamon, cocoa butter, coconut, cod liver, coffee, corn, cotton seed, emu, eucalyptus,
cvening primrose, fish, Maxseed, geraniol, gourd, grape sced, hazel nut, hyssop, isopropyl
myristate, jojoba, kukui nut, lavandin, lavender, lemon, litsea cubeba, macademia nat, mallow,
mango sced, meadowfoam sced, mink, nutmeg, olive, orange, orange roughy, palm, palm kernel,
' peach kernel, peanut, poppy seed, pumpkin secd, rapesecd, rice bran, rosemary, safflower,
sandalwood, sasquana, savoury, sca buckthorn, sesame, shea butter, silicone, soybean,
sunflowcer, tea tree, thistle, tsubaki, vetiver, walnut, and wheat germ oils. Exemplary oils
include, but arc not limited to, butyl stcarate, caprylic triglyceride, capric triglyceride,
cyclomethicone, dicthyl scbacate, dimethiconc 360, isopropyl myristate, mineral oil,
octyldodecanol, oleyl alcohol, silicone oil, and/or combinations thereof.

[00189] Liquid dosage forms for oral and parenteral administration include, but are not limited
{0, pharmaccutically acceptable emulsions, microecmulsions, solutions, suspensions, syrups,
and/or elixirs, In addition to active ingredients, liquid dosage forms may comprisc incrt diluents
commonly used in the art such as, for example, water or other solvents, solubilizing agents and
emulsifiers such as ethy! alcohol, 1sopropyt alcohol, ethyl carbonate, ethyl acetate, benzyl
alcohol, benzyl benzoate, propylenc glycol, 1,3-butylence glycol, dimethylformamide, oils (in
particutar, cottonsecd, groundnut, corn, germ, olive, castor, and sesame oils), glycerol,
tetrahydrofurfuryl alcohol, polycthylenc glycols and fatty acid esters of sorbitan, and mixtures
thereof. Besides inert diluents, oral compositions can include adjuvants such as wetting agents,
emulsifying and suspending agents, sweetening, flavoring, and/or perfuming agents. In certain
cmbodiments for parenteral administration, compositions arc mixed with solubilizing agents
such a CREMOPHORY, alcohols, oils, modificd oils, glycols, polysorbates, cyclodextrins,
polymers, and/otr combinations thercof.

[00190] Injcctable preparations, for example, sterile injectable aqucous or olcaginous

suspensions may be formulated according to the known art using suitable dispersing agents,
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wetting agents, and/or suspending agents. Sterile injectable preparations may be sterile
injectable solutions, suspensions, and/or emulsions in nontoxic parenterally acceptable diluents
and/or solvents, for example, as a solution in 1,3-butanediol. Among the acceptable vehicles and
solvents that may be employed are water, Ringer’s solution, U.S.P., and isotonic sodium chloride
solution. Sterile, fixed oils are conventionally employed as a solvent or suspending medium.

For this purpose any bland fixed oil can be employed including synthetic mono- or diglycerides.
Fatty acids such as oleic acid can be used in the preparation of injectablces.

[00191] Injcctable formulations can be sterilized, for example, by filtration through a bacterial-
retaining filter, and/or by incorporating sterilizing agents in the form of sterile solid compositions
which can be dissolved or dispersed in sterile water or other sterile injectable medium prior to
use.

[00192] In order to prolong the effect of an active ingredient, it is often desirable to slow the
absorption of the active ingredient from subcutancous or intramuscular injection. This may be
accomplished by the usc of a liquid suspension of crystalline or amorphous matcrial with poor
water solubility. The rate of absorption of the drug then depends upon its rate of dissolution
which, in turn, may depend upon crystal size and crystalline form. Alternatively, delayed
absorption of a parenterally administered drug form is accomplished by dissolving or suspending
the drug in an oil vehicle, Injectable depot forms arc made by forming microencapsule matrices
of the drug in biodegradable polymers such as poltylactide-polyglycolide. Depending upon the
ratio of drug to polymer and the nature of the particular polymer employed, the rate of drug
rclcasc can be controlled. Examples of other biodegradable polymers include poly(orthoesters)
and poly{anhydrides). Depot injectable formulations arc preparcd by entrapping the drug in
liposomes or microemulsions which are compatible with body tissues.

{00193] Compositions for rectal or vaginal administration are typically suppositortes which
can be prepared by mixing compositions with suitable non-irritating excipicnts such as cocoa
butter, polyethylene glycol or a suppository wax which are solid at ambient temperature but
liquid at body temperature and therefore melt in the rectum or vaginal cavity and releasc the
active ingredient.

[00194]  Solid dosage forms for oral administration include capsules, tablets, pills, powders,
and granules. In such solid dosage forms, the active ingredient is mixed with at lcast one inert,

pharmaccuiically acceptable excipient such as sodium citrate or dicalcium phosphate and/or
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fillers or cxtenders (e.g., starches, lactosc, sucrose, glucose, mannitol, and silicic acid), binders
(e.g., carboxymethylcellulose, algimates, gelatin, polyvinylpyrrolidinone, sucrose, and acacia),
humectants (e.g., glyccrol), disintegrating agents (e.g., agar, calcium carbonate, potato starch,
tapioca starch, alginic acid, certain silicates, and sodium carbonate), solution retarding agents
(e.g., paraffin), absorption accelerators (e.g., quaternary ammonium compounds), wetting agents
{e.g., cctyl alcohol and glycerol monostearate), absorbents (e.¢., kaolin and bentonite clay), and
lubricants (e.g., talc, calcium stearate, magnesium stearate, solid polyethylenc glycols, sodium
lauryl sulfate), and mixtures thercof. In the case of capsules, tablets and pills, the dosage form
may comprise buffering agents.

[00195] Solid compositions of a similar type may be cmployed as fillers in soft and hard-filled
gelatin capsules using such excipients as lactose or milk sugar as well as high molecular weight
polycthylene glycols and the like. The solid dosage forms of tablets, dragees, capsules, pills, and
granules can be preparcd with coatings and shells such as enteric coatings and other coatings
well known in the pharmaccutical formutating art. They may optionally comprisc opacifying
agents and can be of a composition that they release the active ingredient(s) only, or
preferentially, in a certain part of the intestinal tract, optionally, in a delayed manner. Examples
of embedding compositions which can be used include polymcric substances and waxes. Solid
compositions of a similar type may be employed as fillers in soft and hard-filled gelatin capsulcs
using such excipients as lactose or milk sugar as well as high molccular weight polycthylene
glycols and the like.

100196] Dosagc forms for topical and/or transdermal administration of a compound in
accordance with this invention may include ointments, pastcs, crcams, lotions, gels, powders,
solutions, sprays, inhalants and/or patches. Generally, the active ingredient is admixed under
sterile conditions with a pharmaceutically acceptable excipient and/or any needed prescrvatives
and/or buffers as may be required, Additionally, the present invention contemplates the use of
transdermal patches, which often have the added advantage of providing controlled delivery of a
compound to the body. Such dosage forms may be prepared, for example, by dissolving and/or
dispensing the compound in the proper medium, Alternatively or additionally, the rate may be
controlled by cither providing a rate controlling membrane and/or by dispersing the compound in

a polymer matrix and/or gel.
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[00197] Suitable devices for usc in delivering intradermal pharmaceutical compositions
described herein include short needle devices such as those described in U.S, Patents 4,886,499;
5,190,521; 5,328,483; 5,527,288; 4,270,537; 5,015,235; 5,141,496; and 5,417,662, Intradermal
compositions may be administered by devices which limit ihe cffective penctration length of a
ncedle into the skin, such as those described in PCT publication WO 99/34850 and functional
equivalents thereof. Jet injection devices which deliver liquid vaccines to the dermis via a liquid
jet injector and/or via a ncedle which picrees the stratum corncum and produccs a jet which
rcaches the dermis are suitable. Jet injection deviees are described, for example, in U.S. Patents
5,480,381; 5,599,302, 5,334,144; 5,993,412; 5,649,912; 5,569,189, 5,704,911, 5,383,851;
5,893,397, 5,466,220; 5,339,163; 5,312,335; 5,503,627, 5,004,413, 5,520,639; 4,596,556;
4,790,824, 4,941,880; 4,940,460; and PCT publications WO 97/37705 and WO 97/13537.
Ballistic powder/particle delivery devices which use compressed gas to accelerate vaccine in
powder form through the outer layers of the skin to the dermis are suitable. Alternatively or
additionally, conventional syringes may be used in the classical mantoux method of intradermal
administration.

[00198] Formulations suitable for topical administration include, but are not limited to, liquid
and/or semi hiquid preparations such as limments, lotions, o1l in water and/or water in oll
emulstons such as creams, ointments and/or pastes, and/or solutions and/or suspensions.
Topically administrable formulations may, for example, comprise from about 1% to abount 10%
(w/w) active ingredient, although the concentration of the active ingredient may be as high as the
solubility fimit of the active ingredient in the solvent. Formulations for topical administration
may further comprisc one or more of the additional ingredients described herein.

[00199] A pharmaccutical composition in accordance with the invention may be prepared,
packaged, and/or sold in a formulation suitable for pulmonary administration via the buccal
cavity. Such a formulation may comprise dry particles which comprise the active ingredient and
which have a diamcter in the range from about 0.5 nm to about 7 nm or from about 1 nm to about
6 nm. Such compositions arc conveniently in the form of dry powders for administration using a
device comprising a dry powder reservoir to which a stream of propellant may be directed to
dispersc the powder and/or using a self propelling solvent/powder dispensing container such as a
device comprising the active ingredient dissolved and/or suspended in a low-boiling propellant in

a scaled containcr. Such powders comprise particles wherein at lcast 98% of the particles by
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weight have a diamcter greater than (1.5 nm and at least 95% of the particles by number have a
diameter less than 7 nm. Alternatively, at least 95% of the particles by weight have a diameter
greater than 1 nm and at lcast 90% of the particles by number have a diameter less than 6 nm.
Dry powder compositions may include a solid finc powder diluent such as sugar and ar¢
conveniently provided in a unit dose form.

[00200] Low boiling propellants generally include liquid propellants having a boiling point of
below 65 °F at atmospheric pressure. Generally the propellant may constitute 50% to 99.9%
(w/w) of thc composition, and the active ingredient may constitute 0.1% to 20% (w/w) of the
composition. The propellant may further comprise additional ingredients such as a liquid non-
1onic and/or solid anionic surfactant and/or a solid diluent {(which may have a particle size of the
same order as particles comprising the active ingredient).

(00201} Pharmaceutical compositions in accordance with the invention formulated for
pulmonary dclivery may provide the active ingredient in the form of droplets of a solution and/or
suspension. Such formulations may be prepared, packaged, and/or sold as aqueous and/or dilute
alcoholic solutions and/or suspensions, optionally sterile, comprising the active ingredient, and
may conveniently be administered using any nebulization and/or atomization device. Such
formulations may further comprisc onc or more additional ingredients including, but not limited
to, a flavoring agent such as saccharin sodium, a volatile oil, a buffering agent, a surface-active
agent, and/or a prescrvative such as methylhydroxybenzoate. The droplets provided by this route
of administration may have an average diameter in the range from about 0.1 nm to about 200 nm,
[00202] Formulations described heren as being uscful for pulmonary delivery are uscful for
intranasal delivery of a pharmaccutical composition. Another formulation surtable for intranasal
administration is a coarse powder comprising the active ingredient and having an average
particle from about 0.2 ym to 500 ym. Such a formulation is administered in the manner in
which snuffis taken, 7.¢e., by rapid inhalation through the nasal passage from a container of the
powder held close to the nose.

j00203] Formulations suitable for nasal administration may, for example, comprise from about
as little as 0.1% (w/w) and as much as 100% (w/w) of the active ingredient, and may comprise
onc or more of the additional ingredients described herein, A pharmaceutical composition in
accordance with the invention may be preparcd, packaged, and/or sold in a formulation suitable

for buccal administration. Such formulations may, for example, be in the form of tablets and/or
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lozenges made using conventional methods, and may, for example, 0.1% o 20% (w/w) active
ingredient, the balance comprising an orally dissolvable and/or degradable composition and,
optianally, onc or more of the additional ingredients described herein. Alternatcly, formulations
suitable for buccal administration may comprise a powder and/or an aerosolized and/or atomized
solution and/or suspension compnising the active ingredicnt. Such powdered, acrosolized, and/or
acrosolized formulations, when dispersed, may have an average particle and/or droplet size in the
rangc from about 0.1 nm to about 200 nm, and may further comprise one or more of the
additional ingredients described herein.

[00204] A pharmaceutical composition in accordance with the invention may be prepared,
packaged, and/or sold in a formulation suitable for ophthalmic administration. Such
formulations may, for cxample, be in the form of eye drops including, for example, a 0.1/1.0%
(w/w) solution and/or suspension of the active ingredient in an aqueous or oily liquid cxcipient.
Such drops may further comprise buffering agents, salts, and/or one or more other of the
additional ingredients described hercin. Other opthalmically-administrable formulations which
arc uscful include those which comprise the active ingredient in microcrystalline form and/or in a
liposomal preparation. Ear drops and/or cye drops arc contemplated as being within the scope of
this invention.

[00205] General considerations in the formulation and/or manufacture of pharmaccutical
agents may be found, for example, in Remington: The Science and Practice of Pharmacy 21%

cd., Lippincott Williams & Wilkins, 2005.

Kits

[00206] The invention provides a variety of kits for conveniently and/or effectively carrying
out methods in accordance with the present invention. Kits typically comprisc one or more HCV
antibodies in accordance with the invention (e.g., HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23}. In some
cmbodiments, kits comprise a collection of different HCV antibodies to be used for different
purposes (e.g., diagnostics, treatment, and/or prophylaxis). Typically kits will comprise
sufficient amounts of HCV antibodies to atlow a uscr to perform multiple administrations (o a
subject(s) and/or to perform multiple cxperiments. In some embodiments, kits arc supplicd with

or include one or more HCV antibodics that have been specified by the purchaser.
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[00207] In ccrtain embodiments, kits for use in accordance with the present invention may
include one or more reference samples; instructions (e.g., for processing samples, for perforniing
tests, for interpreting results, for solubilizing HCV antibodies, for storage of HCV antibodies,
etc.); buffers; and/or other reagents necessary for performing tests. In certain embodiments kits
can comprise panels of antibodies. Other components of kits may include cells, celi culture
mcdia, tissue, and/or tissue culturc media.

[00208] Kits may comprise instructions for use. For example, instructions may inform the uscr
of the proper procedure by which to prepare a pharmaceutical composition comprising HCV
antibodics and/or the proper procedure for administering pharmaccutical compositions to a
subject.

[00209] In some embodiments, kits include a number of unit dosages of a pharmaceutical
composition comprising HCV antibodies. A memory aid may be provided, for example in the
form of numbers, letters, and/or other markings and/or with a calendar insert, designating the
days/times in the trcatment schedule in which dosages can be administered. Placcbo dosages,
and/or calcium dictary supplements, either in a form similar to or distinct from the dosages of the
pharmaccutical compositions, may be included to provide a kit in which a dosage is taken every
day.

[00210] Kits may comprisc onc or morc vessels or containers so that certain of the individual
components or reagents may be separatcly housed. Kits may comprise a means for enclosing the
individual containers in relatively close confinement for commercial sale, e.g., a plasti'c box, in
which instructions, packaging matcrials such as styrofoam, efc., may be enclosed.

[00211] Tn somc embodiments, kits are used in the treatment, diagnosis, and/or prophylaxis of
a subject suffering from and/or susceptible to HCV. In some ecmbodiments, such kits comprise
(i) at Icast onc HCV antibody; (i1} a syringe, ncedle, applicator, etc. for administration of the at
least one HCV antibody to a subject; and (iii) instructions for use.

[00212] In some embodiments, kits arc used in the trcatment, diagnosis, and/or prophylaxis of
a subject suffering from and/or susceptible to HCV. In some embodiments, such kits compnsc
(i) at lcast onc HCV antibody provided as a lyophilized powder; and (ii) a diluent for
reconstituting the lyophilized powder. Such kits may optionally comprise a syringe, necdle,
applicator, efc. for administration of the at least one HCV antibody to a subjcct; and/or

instructions for use.

72



33

WO 2010/039154 PCT/US2008/r78884

[00213] The present invention provides kits containing reagents for the gencration of vaccines
comprising at least one HCV antibody. In some embodiments, such kits may include cells
cxpressing HCV antibodies, characteristic portions thercof, and/or biologically active portions
thereof, (11) media for growing the cells; and (111) columns, resin, buffers, tubces, and other tools
uscful for antibody purification. [n some cmbodiments, such kits may include (i) plasmids
containing nuclcotides encoding HCV antibodics, characteristic portions thercof, and/or
biologically active portions thercof; (i1} cells capable of being transformed with the plasmids,
such as mammalian cell lines, including but not limited to, Vero and MDCK ccll lines; (iii)
media for growing the cells; (iv) expression plasmids containing no nucleotides encoding HCV
antibodics as negative controls; (v) columns, resin, buffers, tubes, and other tools uscful for
antibody purification; and (vi) instructions for use.

[00214] In some embodiments, kits arc used to deteet the presence of HCV in one or more
samples. Such samples may be pathological samples, including, but not limited to, blood,
serum/plasma, peripheral blood mononuclear cells/peripheral blood lymphocytes (PBMC/PBL),
sputum, urine, feces, throat swabs, dermal lesion swabs, cerebrospinal fluids, cervical smears,
pus samples, food matrices, and tissues from various parts of the body such as brain, spleen, and
liver. Such samples may be environmental samples, including, but not limited to, soil, water,
and flora. Other samplcs that have not been listed may also be applicable. In some
embodiments, such kits comprise (i) at least one HCV antibody; (i1) a sample known to contain
HCV, as a posittve control; and (ii1) a samplc known not o contain HCV, as a negative control;
and (1v) mstructions for usc.

[00215] In some embodiments, kits arc used to neutralize HCV in one or more samples. Such
kits may provide materials necded to treat an HCV-containing sample with at lcast one HCV
antibody and to itest the ability of the treated sample to infect cultured cells relative to untreated
sample. Such kits may include (i) at least one HCV antibody; (ii) cells capable of being cultured
and infected with HCV; (iit) an antibody that is incapable of binding to and ncutralizing HCV, as
a negative control; (iv) an antibody that is capable of binding to and neutralizing HCV, as a
positive control; (v) a sample known not to contain HCV, as a ncgative control; (vi) a sample

known to contain HCV, as a positive control; and (vii) instructions for use.
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[00216] These and other aspects of the present invention will be further appreciated upon
consideration of the following Examples, which are intended to illustrate certain particular

cmbodiments of the invention but are not intended to limit its scope, as defined by the claims.

Examples

Example 1: Definition of a Conserved Immunodominant Domain on HCV 2
Glycoprotein by Neutralizing Human Monoclonal Antibodies

Materials and Methods

Cells and culture conditions

[00217] 2937 and CHO-K1 cells were obtained from ATCC. Huh7 cells were obtained from
Dr. Michacl Lai (University of Southern California) and Huh7.5 cells were obtained from Dr,
Charles Rice (Rockefeller University). Cells were grown in Dulbecco’s modified minimal
cssential medium (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal calf scrum
(FCS, Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO) and 2 mM glutamine. CHO-K1 cells were grown in IF-
12 Kaighn’s medium (Invitrogen 21127-022) containing L-glutamine and supplemented with
10% FCS.

Viruses and virus models

[00218] Production and purification of HCVpp (genotype 1a) have been previously described
(Bartosch et al., 2003, .J. Exp. Med., 197:633-42; and Keck et al., 2005, .. Virol., 79:13199-208;
both of which are incorporated herein by reference). Briefly, 293T cells were transfected with
HCVpp plasmids using the calcium-phosphate method. After 48 hours of growth, cell-free
supcrnatant was collected by filtration using a (.45 pum pore-sizc filter.

[00219] For production of infectious genotype 2a JFH-1 virus, HCVee (Wakita er al., 2005,
Nat. Med., 11:791-96; incorporated herein by reference), Xbal hnearized pJFH-1 plasmid was in
vitro transcribed (MEGAscript; Ambion, Austin, TX) and clectroporated into Huh7.5 cells.
Bricfly, 10 pg of in vitro transcribed JFH-1 RNA was mixed with 0.4 x 10° Huh7.5 cclls in a 4-
mm cuvette in calcium-free PBS containing 10 pg calf liver (RNA and pulsed at 0.27 kV and 960
uF using a Bio-Rad Gene Pulser system.  Electroporated cells were seeded mto 10 cm cell
culture digshes with 10 ml complete DMEM containing 10 % FCS. Expression of HCV E2 was
confirmed by indirect immunofluorcscent assay ([FA) at cach passage of the cells. For JFH-1

virus production, transfected cells were passaged at 4- to S-day intervals with a 1:4 to 1:5 split
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into fresh culture flasks. Virus harvests placed in small aliquots were stored at -80 °C.
Production of la HJ3-5 HCVcc has been described previously (Yi er al., 2006, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 103:2310-15; and Yi et al., 2007, J. Virol., 81:629-38; both of which are incorporated
hercin by reference).

Antibodies and reagents

(00220] CBH-4G, an antibody to HCV E2 has been previously described (Hadlock ef af., 2000,
J. Virol., 74:10407; and Keck et al., 2005, /. Virol., 79:13199; both of which arc incorporated
herein by reference). Murine MAD to c-myc was purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). CDS8!1 LEL was obtained from Dr. Shoshana Levy (Stanford University).
FITC-conjugated goat anti-human IgG, Fc y fragment specific and R-phycocrythrin-conjugated
F(ab*)2 fragment goat anti-mousc 1gG (H-+L) were obtained from Jackson Immuno Rescarch
(West Grove, PA). Alkaline phosphatase conjugated goat anti-human 1gG (H+L) and alkaline
phosphatase conjugated goat anti-mouse [gG (H+L) were purchased from Promega (Madison,
WI). Galanthus nivalis lectin (GNA) and p-nitropheny] phosphate disodium hexa-hydrate
(phosphatase substrate) were purchased from Sigma (St. Louis, MO).

Monoclonal antibody production and purification

[00221] Generation of new HCV antibodics from peripheral blood B cells was performed
esscotially as described in Hadlock et al. (2000, ./. Virol., 74:10407, incorporated herein by
reference). Specific HCV antibodies were sclected by indircct immunofluorescent assay (IFA)
using a subtype la or 1b HCVpp infected cell lysates as the target antigen (GenBank accession
no AF348705). Monoclonality was achieved by limiting dilution cloning and confirmed by

- DNA scquencing (Sequetech, Mountain View, CA) of the IgG genes. Cloning and analyzing the
Vi, and Vj; domains of the 1gG genes were performed as previously described (Keck et al., 2004,
J. Virel., 78:7257; incorporated herein by reference). HCV antibody production and purification
were performed essentially as described in Hadlock et al. (2000, J. Virol., 74:10407,
incorporated hercin by reference) and biotinylation of the antibodics was carried out according to
the manufacturer’s instructions (Pierce Biotechnology, Inc, Rockford, IL).

1gG subclass tvping

[00222] 1gG subclass typing was conducted using the Human IgG Subclass SD Combi
BINDARDID Kit (The Binding Sitc Inc., San Diego, CA) in accordance with the manufacturer’s

protocol,
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Indirect immumofinorescent assay

[00223] 293T cells were transfected with the constructs bearing E1E2 scquences of genotypes
1 10 6, 40-48 hours post-transfection cells were fixed onto HTC Super Cured 24-spot slides (Cel-
Linc Associates, Newficld, N.J.) with 100% acetone for 10 minutes at room icmperature. Fixed
cells were incubated with antibodics as indicated for 30 minutes at 37 °C and washed for 5
minutes with PBS, pH 7.4. Shdes were then mcubated for 30 minutes at 37 °C with a 0.001%
solution of Evan’s bluc counterstain and fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-
human IgG (Jackson ImmunoRescarch Laboratories, West Grove, PA). Bound antibody to fixed
cells was revealed by fluorescence microscopy as described (Hadlock ef al., 1997, .. Virol.,
71:5828-40; incorporated herein by reference).

Antibody sequencing

[00224) Human monoclonal antibodies Vi, and Vi domaim CDR sequences was performed as
deseribed (Keck ef af., 2004, /. Virol., 78:7257-63; incorporated herein by reference).
Esscntially, the entire variable regions of heavy and light chain from H-111 were sequenced to
identify the FRs and CDRs, the germline V gene counterparts, and to determine the maturational
status of the V domains. Vi and V|, domains of HC-1, HC-3, HC-11 and CBH-23 were
amplificd by RT-PCR from total ccllular RNA isolated from the corresponding hybridoma cells
(the RNeasy mini kit, Qiagen, Valencia, CA) using 5° family-specific V leader primers and 37 ]
rcgion primers, as described previously (Campbell et al., 1992, Mol. Immunol., 29:193-203; and
Chan et al., 2001, Blood, 97:1023-26; both of which arc incorporated herein by reference).
Sequences were analyzed using Vector NTT (Invitrogen, San Diego, CA) and aligned with
germline sequences using V-QUEST and VBASE database {Cook and Tomlinson, 1995,
Immuno. Today, 16:237-42; incorporated herein by reference).

Competition assay

|00225] Antibody cross-competition studics were performed as previously described (Keck ef
al., 2004, .J. Virol., 78:9224; incorporated herein by reference). Briefly, 1b HCVpp cell lysate
was capturcd onto 96-well plates coated with GNA in PBS for 1 hour at 37 °C. After washing
and blocking, competing antibodies at 20 ug/ml were added to cach well and imcubated for 30
minutes at room temperature, followed by adding the biotinylated test antibody at 2 pg/ml. Aficr
1.5 hour incubation at room temperature, tcst antibody was detected using alkaline phosphatase-

conjugated streptavidin (R & D Systems, Minncapolis, MN), followed by incubation of p-
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nitrophenyl phosphate for color development. Absorbance was measured with a multiwell plate
reader (Molccular Devices, Sunnyvale, CA) at 405 nm and subtracting the background reading at
570 nm. Mecan OD values, as measured with biotinylated test HCV antibody to E2 in the
prescnce of competing antibody, were divided by signals measured from biotinylated test HCV
antibodies to E2 without competing antibody followed by multiplying by 100 to obtain the
percent of test antibody bound to E2. Relatedness of the new HCV antibodies to other antibodics
was determined by a modificd approach of unweighted pair-group method using arithmetic
averages, as previously described (Keck et al., 2004, J. Virol., 78:9224; incorporaied herein by
reference). This method assumes the extent of bidirectional inhibition as the extent of epitope
overlap by the compcting antibodies. Unidirectional inhibition or enhancement is interpreted as
proximal but not averlapping epitopes.

Immmnoprecipitation

[00226] 293T cclls producing 1b HCVpp were lysed with a buffer containing 10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 20 mM a-lodoacctamide, and proteasc inhibitors. This
was uscd as the source of antigen, and approximately 225 ng/ml E2 was uscd per
immunoprecipitation. 2 pg/mt HCV antibodics was incubated with antigen for 1.5 hours at 4 °C,
followed by tncubation with immobilized protein A (Pierce, Rockford, IL.) for an additional 1.5
hours at 4 °C. Between cach step, beads were washed once with 1P lysis buffer. After the last
step, they were washed 3 times with 1P lysis buffer and once with distilled water. Precipitates
were heated at 70 °C for 5 minutes in SDS-PAGE samplc buffer, run on a 10% SDS-
polyacrylamide gel, and transferred to a nitrocellulose membrane. The membrane was
immunobloticd with murinc MAb AP33 (Owsianka ef al., 2005, .7, Virol, 79:11095;
incorporated herein by reference), followed by incubation with HRP-conjugated secondary
antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and deteetion using ECL Plus Western
blotting dctection system from GE Healthcare.

Antibody affinity measurement

[00227] Antibody affinity mcasurements were performed with ta HCVpp cell lysate
containing 1 pg/ml E2 glycoproteins. Microtiter plates were preparcd by coating cach well with
500 ng of GNA followed by blocking of the welts with BLOTTO consisting of 2.5% non-fat dry
milk and 2.5% normal goat serum in TBST (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1%
Tween-20). After blocking, E2 in cell lysate was captured by GNA on plate and later bound by a
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rangc of 0.01 pg/ml — 200 pg/ml of HCV antibodics. Bound HCV antibodies were incubated
with alkaline phosphatasc-conjugated goat anti-human 1gG (Promega, Madison, W1), followed
by incubation of p-nitrophenyl phosphate for color development. Absorbance was measured al
405 nm and 570 nm. Data were analyzed by nonlincar regression to measure anfibody
disassociation constant, Ky, and maximum binding, B ... (OD), using Prism softwarc
(GraphPad).

HCV RNA transfection and virus production

[00228] Xbal lincarized pJFH-1 plasmid was irn vitro transcribed (MEGAscript; Ambion,
Austin, TX) and clectroporated into Huh7.5 cells. Briefly, 10 pg of in vitro transcribed TFH-1
RNA was mixed with 0.4 x 10* Huh7.5 cells in a 4-mm cuvette in calcium-free PBS containing
10 g calf hiver tRNA and pulsed at 0.27 kV and at 960 pI” using Bio-Rad Gene Pulser system.
Electroporated cells were sceded into 10 ¢cm cell culture dishes with 10 ml complete DMEM
containing 10% FCS. Expression of HCV E2 was confirmed by IFA at cach passage of the cells.
For JFH-1 virus production, transfected cells were passaged at 4- to S-day intervals with a 1:4 o
1:5 split into fresh culture flasks. Pooled medium virus titer was measured as foci forming units
(FFU) as described below, placed in small aliquots and kept at -80 °C.

[00229] A second infectious HCV virus is an inter-genotypic chimeric virus produced by
replacing the core-NS2 scgment of the JFH-1 virus genome with the comparable segment of the
subtype la H77 virus (Y1 et el , 2007, .7, Virol., 81:629; incorporated herein by reference). This
chimeric virus, H-[NS2/NS31-J/Y361H/Q1251L (hereinafter referred to as “HJ3-5,” contains two
compensatory mutations that promote its growth in ccll culture, one of which is within the E1
scquence (polyprotein residue 361) as shown (Yi et al., 2007, ./, Virol., 81:629; incorporated
herein by reference). Virus stocks were produced in FT3-7 cells (Blight et af., 2002, /. Virol.,
76:13001; incorporated herein by reference).

HCVpp neutralization assay

[00230] Neutralization of HCVpp was performed as described previously (Keck et al., 2007, /.
Virol., 81:1043-47; and Keck er al., 2005, .7. Virol., 79:13199-208; both of which arc
incorporated herein by reference). Briefly, Huh-7 cclls were seeded at 8 x 10° cells per well in a
white nontransparent 96 well plate 24 hours before infection, The infection medium was
incubated with various concentrations of antibodies for 60 minutes at 37 °C before adding to

Huh-7 cells using PBS as a no antibody control, Afier 15 hours of incubation, HCVpp medium
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was replaced with fresh complete medium and incubated for an additional 72 hours. Antibody
neutralization activity was determined by the percent reduction of luciferase activity compared
with the infection medium containing PBS.

HCVcc infectivity assay

[00231] Ncutralization of HCVcc was asscssed by NS3 expression reduction in infected cells
as monitored by immunoblotting. 350 pl aliquot of 2a JFH-1 virus (10° FFU/ml) or 1a HI3-5
HCVcc infected cells culture supernatants were incubated with antibodics at 20 pug/mi for 1 hour
at 37 °C prior to inoculation onto naive Huh 7.5 cells seeded 24 hours previously into 24-well
plates at cell density of 32,000 per well. At 3 hours post-infection (hpi), HCV/antibody-
containing medium was removed, and cells were washed with PBS and replaced with fresh
complcte DMEM, Cells were harvested for Western blotting analysis at 72 hpi. Samples were
heated at 70°C for 5 minutes in SDS-PAGE samplc buffer and run on a 10% SDS-
polyacrylamide gel and transferred to a nitroccllulose membrane. Membranes were
immunoblotted with anti-NS3 antibody, followed by incubation with HRP-cenjugated sccondary
antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and detection using ECL Plus Westcrn
blotiing detection system from GE Healthcare, Images were captured with a Bio-Rad gel doc
system. Percent neutralization was compared to no antibody control. RO4 is an isotypc-matched
monoclonal antibody to HCMV and was used as a negative control.

Focus-forming unit (FFU) reduction assay

[00232] A 60 ul aliquot of stock HJ3-5 or JFI-1 virus (approximately 100 FFU) was mixed
with an equal volume of diluted antibody and incubated at 37 °C for 1 hour prior to inoculation
of 100 pl of the virus/antibody mixture onto Huh7.5 cells sceded 24 hours previously into 8-well
chamber slides (Nalge Nunc Rochester, NY). Cultures were placed in a 5% CO; cnvironment at
37 °C for 24 hours, fed with an additional 200 pl of media, and then re-incubated for an
additional 48 hours. Supernatant Nuids were removed, cells were washed once with PBS, and
cells were fixed with 1:1 methanol-acctong prior to labeling with 1:300 MAb C7-50 specific for
the corc protein (Affinity BioReagents, Golden, CO) as described (Yi es al., 2007, .. Virol.,
81:629; incorporatcd herein by reference). Following extensive washing, secondary labeling
with FITC-conjugated goat anti-mouse 1gG (1010-02, Southern Biotech, Birmigham, AL) at a
1:100 dilution, nuclei were counter-stained with Bisbenzimide H (Hoechst, Frankfurt am Main,

Germany), and slides were mounted and examined under a Zeiss UV fluorescence microscope.
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Foci of antigen-positive cells were counted in cach individual slide, with each cluster of infected
cells staining positively for corc antigen considered to constitute a single infectious focus-
forming unit (FIFU), as described (Yi ef af., 2007, 1. Virol., 81:629; and Yi et af., 2006, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 103:2310; both of which arc incorporated hercin by reference). Percent
neutralization was calculated as the reduction in FFU compared to virus incubated with an
irrelevant control antibody, RO4.

Blocking E2 binding to CDS8!

[00233] Genotype 1b E1E2 expressed 1 2937 containing 1 pg/ml E2 was incubated with cach
HCV antibody as indicated at 10 pg/ml for | hour at room temperature, and the antibody-antigen
complex was then added onto CD81 pre-coated wells. Wells were washed and incubated with 5
ng/ml biotinylated CBH-4D for 1 hour. Bound CBH-4D was dcetected with alkatine
phosphatase-conjugated streptavidin (R&D Systems; Minneapolis, MN), foltowed by incubation
of p-nitrophenyl phosphate for color development, Absorbance was measured at 405 nm using
platc reader Spectra Max 190 from Molccular Devices (Sunnyvale, CA). CBH-5 was used as a
positive control and RO4 as a negative control,

LEpitope mapping by site-directed mutagenesiy

|00234] Alanine scanning mutagenesis was conducted using the QuickChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Strategen, La Jolla, CA) in accordance with the protocol provided. Mutations
were introduced into E2 of genotype 1a H77¢ strain (GenBank accession number AF009606).
All mutants were sequenced (Sequetech, Mountain View, CA) to ensure that the clones
possessed only the expected mulation. Mutated E2 proteins were expressed in 293T cells and

- analyzed by ELISA. Bricfly, microtiter plates were coated with 500 ng per well of Galanthus
nivalis lectin (GNA), followed by blocking with BLOTTO, consisting of 2.5% nonfat dry milk
and 2.5% normal goat scrum in TBST 20mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Twcen-
20). After blocking, transfected cell lysates diluted in BLOTTO were added to the plate. Bound
mutant E2 protcins were then incubated with HC-1 or HC-11, followed by alkaline phosphatasc-
conjugated goat anti-human IgG. Samples were then visualized by adding p-nitrophenyl
phosphate disodium hexa-hydrate and reading the absorbance at 405 nm. Results are shown in
Figurc 7. Derived values for the mutant E2 proteins were then displayed as a percent of that
obscrved for the wt H77¢ E2. Mutated amino acids are depicted on the y-axis. The number in

the between two substituted amino acids correspond to the position in the polyprofein of
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reference strain H (GenBank accession number AF009606). HC-1 and HC-11 HCV antibodies
binding to cach mutant is expressed as the percent of binding value normalized by the binding of
CBH-17, an antibody to a lincar ¢pitope on E2, and divided by HC antibody binding to the wild-
type on the x-axis.

Binding of HCV Antihodies to E2 nuttants by ELISA

[00235] ELISA was performed to measure antibody binding to the mutant E2 glycoproteins.
Microtiter plates were coated with 500 ng GNA per well, followed by blocking with BLOTTO
(2.5% nonfat dry milk and 2.5% normal goat serum in TBST [20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0.1% Tween-20]) for | hour. Wild typc and mutated E2 glycoproteins expressed in 293T
ccll lysates were captured onto GNA coated plates. Bound E2 was detected by cach antibody
with the amount of E2 in cach well normalized by using an anti-c-nryc mouse MAb. Bound
antibodics were incubated with alkaline phosphatase-conjugated goat anti-human 1gG and
followed by incubation of p-nitropheny! phosphate for color development. Absorbance was
measurcd at 405 nm and 570 nm. Derived values for the mutant E2 proteins were then displayed
as a percent of that observed for the wild-type 2.

HCVpp neutralization time course

[00236] Antibody-mediated neutralization of HCVpp infection at different time intervals after
attachment was performed essentially as described (Evans ct al., 2007, Nature, 446:801-5;
incorporated hercin by reference) with modifications. Culture supernatants collected from 293T
cells containing HCVpp was filtered using a 0.45 pm filter and cooled to 4 °C. Huh 7.5 cells
were seeded at 3.2 x 10 per well in poly-L-lysine coated 24 well tissue culture plates 24 hours
prior to infection. After pre-cooling of Huh 7.5 cells at 4 °C and at t = -120 minutcs, media was
replaced with 200 pl of HCVpp supernatant containing 4 pg/ml polybrene and 50 mM Hepes,
with or without antibody as indicated. The plates were centrifuged at 2100 rpm for 120 minutes
at 4 °C. Att= 0 minutcs, plates were washed twice with | ml cold PBS and then fresh 37 °C
media containing 4 pg/ml polybrene, with or without antibodies, was added and followed by
placing the plates in a 37°C CO; incubator, At different time intcrvals, antibodics were added to
media at the indicated concentrations. At 18 hours post infection, culture medium was changed
to fresh medium without antibodics. Cells were harvested 3 days post-infection in 100 pl cell
culture lysis buffer and the expression of the luciferase reporter was measured with the addition

of 100 pl Bright Glo reagent from Promega (Madison, WI).

81



QT

WO 2016/039154 PCT/US2008/0 78884

Cushion pellet virus assay

[00237] HCV pseudoparticles (HCVpp) were produced as described (Bartosch et al., 2003, ./,
Exp. Med., 197:633-42; and Keek et al., 2005, ./ Virol., 79:13199-208; both of which arc
incorporated herein by reference) by co-transfection of 293T cells with plasmids containing the
env-defective proviral genome and an expression plasmid encoding the HCV glycoproteins
(gps). Here, HCVpp carrics cach of six mutated residues (R657A, D658a, FOTIA, L692A,
1696A, DGI8A) involved in HC-3 epitope binding. Wild typeH77¢ and/or E431A (a residuc
located outside of HC-3 epitope) arc positive controls. Cells expressing HCV E1E2 and virus
containing cxtraccllular media were collected separately 48 hours post transfection. Cell lysate
was prepared by resuspending cells expressing HCV ETE2 using lysis buffer (150 mM NaCl, 20
mM Tris [pH 7.5], 0.5% deoxycholate, 1.0% Nonidet-P40, | mM EDTA, 0.5 mg/ml Pefabloc, 2
pg/ml aprotinin, 2 pg/ml lcupeptin, 1 pg/mi pepstatin). Nuclei were pelleted by centrifugation at
18,000 x g at 4°C for 10 minutes, and resulting cytoplasmic extracts were collected for the
Western blot analysis. Extracellular medium centaining virus was first separated from cell
debris by passing through a 0.45 pum filter and was further concentrated by processing 30 ml of
filtered supernatant through a 20% sucrose cushion by ultracentrifugation using a Beckman
Coulter SW 28 rotor (25,000 rpm, 2 hours at 4 °C). Cushion pelletted virus was resuspended in
150 pl of NTE buffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4). For Westem
blotting, cqual volumes of 20% sucrosc cushion pellet suspension or 2937 cell lysates were
mixcd with an equal volume of 2x SDS sample buffer and denatured by heating at 95 °C for 5
minuics. All samples were resolved by 10% SDS-PAGE using Tris-HCI Ctriterion gels (Bio-
Rad Laboratorics, Hercules, CA). Proteins on the gel were transferred onto a nitrocellulosc
filter. The filter was blocked with 5% dry-milk in 0.1% T-TBS (20 mM Tris-HCI, pH 7.5,
containing 150 mM NaCl and 0.1% Tween-20).

100238] The following pairs of primary and sccondary antibodies were used to detect the
amount of proteins in the samples: for 1 detection, H111 (Keek et al., 2004, .. Virol., 787257
63; incorporated hercin by reference) at 2 pg/ml and anti-human IgG HRP (1:5000, GE
Healthcare), for E2 detection, AP33 (Owsianka ez al., 2005, .7 Virol., 79:11095-104;
incorporated herein by referencc) at 2 pg and goat anti-mouse 1gG (1:2000, Santa Cruz
Biotechnologics); goat anti-HIV p24 (1:2500, ViroStat, Portland, OR) and bovine anti-goat 1gG
HRP (1:5000, Santa Cruz Biotechnologies). GAPDH and P24 protcins were used as internal
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controls for ccllular protein and HCV particles production, respectively, and were detected by
mousc anti-GAPDH and goat anti-mousc 1gG HRP (Santa Cruz Biotechnologies). The filter was
incubated with ECL plus and chemilumineseent images were capture using & chemi-doc image
system from Bio-Rad.

HCVpp infectivity assay

[00239] The amount of virus in virus-containing medium was first normalized by p24
expression using QuickTiter lentivirus titer kit (Ccll Biolabs Lab, San Diego, CA) in accordance
with the manufacturer’s instructions. Subscquenily, equal amount of virus was added to pre-
seeded Huh-7.5 cells (8 x 10 cells/well) in a white nontransparcnt 96-well plate and infections
were centrifuged at 730 x g for 2 hours at room temperature before placing in a humidified cell
culture chamber containing 5% CO4 at 37°C. Unbound virus was replaced with fresh complete
medium incubated for a total of 72 hours. After adding 100 pl of reconstituted Bright-Glo
(Promega) to cach well followed by mixing for 2 minutes at room tempreature, luciferase
activity was measured by a Veritas microplate luminomcter (Turner Biosystems). Virus

infectivity is shown as luciferase activity (RLU).

Isolation of new domain B HCV Antibodies to HCV E2 glvcoprotein

[00240] HCV 22 contains at least three immunogenic conformational domains with distinct
propertics and biological functions (Keck et af., 2007, J. Virol., 81:1043; Keck et al., 2005, /.
Virol., 79:13199; and Keck et al., 2004, .J. Virol., 78:9224; all of which are incorporated herein
by reference). Each domain containg multiple overlapping epitopes having similar properties
and function. To expand the panel of ncutralizing antibodics, a group of human monoclonal
antibodies from peripheral B-cells of three HCV infected individuals having high serum
ncutralization titers were produced and characterized. Peripheral B cells from individuals with
cither HCV la or Ib infection and high scrum antibody neutralization activities were used to
produce and characterize a panel of human monoclonal antibodics.

[00241} The initial screening made usc of a genotype 1b E2 protein for a 1a infected donor, or
la E2 protein for a 1b infected donor. B cells were activated by Epstein-Barr virus and used to
produce human hybridomas as described (Hadlock et al., 2000, .J. Virol., 74:10407; incorporated
hercin by reference). Four hybridomas, labeled as HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23, were
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sclected secreting antibodies that bound to subtype 1a HCVpp and 1b E2 but not 1b E1
glycoproteins by indirect immunofluorescence assay (IFA; Figure 1). This screcning
emphasized selecting HCV antibodics to conserved epitopes as previously shown and showed
that these antibodics are to E2 (Keck et af., 2004,.J. Virol., 78:9224; incorporated hercin by
rcference).

100242] Two rounds of single cell cloning established monoclonality of the hybridomas that
was confirmed by sequencing the IgG genes as described (Keck ¢t «l., 2004, .. Virol., 78:7257,
incorporated hercin by reference). in addition, the four antibodies were sequenced, and the
complementarity determining regions (CDRs) of cach antibody’s heavy and light chains were
determined (Figure 2). In addition, 1gG subclasscs of cach of all four antibodics were
determined (Figure 3).

[00243] To find out the cxtent of ¢pitope conservation among different HCV genotypes and/or
subtypes, HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 werc fested by 1FA against subtypes la, 1b, 2a, 2b,
3a, 4, 5 and 6 HCVpp infected Huh7.5 cells (Owsianka et al,, 2008, .J. Gen. Virol., 89:653-9;
incorporated herein by reference; Figure 4).

100244}  As summarized in Figure 4, HCV antibodies HC-1 and HC-11 were able to neutralize
all HCVpp genotypes except for genotype 4 for HC-1 and genotype § for HC-11, Both HC-1
and HC-11 ncutralize HCV¢c la and 2a. CBH-23 was able to ncutralize HCVpp la and 1b
infection, as well as HCVcece 2a infection. HC-3 was able to neutralize HCVpp la and HCVcc
2a. In contrast, the isotype-matched control RO4, a antibody to a CMV specific protein, was
unable to bind to any HCVpp genotypes. Al four antibodies were able to immunoprecipitate E2
(Figure 1) but did not detect E2 under reducing conditions by either ELISA or Western blot
analysis, indicating that the HCV antibodics are 1o conformational epitopes on HCV E2
glycoprotcin, HC-3, HC-11 and CBH-23 human hybridomas scercte 1gG,y antibodics, and HC-1
sceretes fgGa (Figure 3). Antibody production was between 20 pug/ml — 60 ng/ml in spent
supernatant. Scquence analysis of their Ig genes (Vi and Vyi) showed that HC-1, HC-3, HC-11,
and CBH-23 were derived from independent B cells expressing unique combinations of heavy
and light chain CDR1, 2 and 3 regions (Figure 2).

100245]  To define the relationship of these new antibodices to the earlier panel, competition
analysis with representative biotin-labeled domains A (CBH-4D), B (CBH-5), and C (CBH-7)

HCV antibodics was performed (Figure 5). HC-1 and HC-11 showed minimum or no
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competition with domains A and C antibodics, and 60% ~ 80% competition with CBH-5 (Figure
5), suggesting that epitopes recognized by these new antibodies are located within domain B.
CBH-23 showcd minimum or no competition with domains A and B antibodics, and >90%
competition with CBH-7 suggesting that this cpitope is located within domain C. HC-3 showed
minimum or no compctition with domains A, B, and C antibodics, suggesting that this antibody
recognizes a new distinct domain.

Domain B epitopes elicit neutralizing antibodies

[00246] If the model of overlapping epitopes within a domain is to have similar propertics and
functions (Keck et al., 2004, /. Virol., 78:9224; incorporated herein by reference), HC-1, HC-11,
and CBH-23 should also neutralize HCV as observed with carlier domains B and C HCV
antibodies. Neutralization activitics at 20 pg/ml of antibody were first measured using la and Ib
HCVpp infection with cach HCV antibody ncutralizing both isolates. Average neutralization of
the HCV antibodies against 1b HCVpp was comparable ioc CBH-5, at 64%. In contrast, an
average of 80% ncutralization for all HCV antibodics was obscrved in la HCVpp infcction,
compared with 60% with CBH-5. Indced, more detailed neutralization analysis with HC-11
showed that this antibody has 1Csp of 0.9 pg/ml. This value is roughly 5 fold higher in 1a
HCVpp neutrahization potency than CBH-5 at 4.0 ng/ml. This may rcflect differences in their
cpitopes between subtypes since CBH-5 was isolated from a 1b-infected patient and the new
HCV antibodics were isolated from a la-infected patient. Neutralization was further tested with
infectious subtype 1a and 2a HCVcc (Figure 4). For 2a HCVcc, neutralizing activity was
measurced by two assays, inhibition of NS3 protein expression in Huh7.5 infected cells by
Western blot analysis and by FFU reduction. The cffect of cach antibody on 1la HCVcc
infectivity was determined by FFU reduction. As shown in Figure 4, neutralization for 2a
HCVcc was complete with HC-1, HC-3, and HC-11 with cach HCV antibody at 10 pg/ml as
measured by HCV NS3 expression. In contrast, infectivity with 2a HCVee was unaffected by the
negative conirols (7.e., RO4 antibody or no antibody (PBS) controls). Levels of f-uctin protein
used as an internal control were comparable between different samples. These results together
are consistent with the model of overlapping conformational epitopes within a distinet
immunogenic domain on E2 glycoprotein having similar functions. The successful isolation of
HC-1 and HC-11 to domain B provides confirmation that domain B epitopcs are highly

immunogenic and clicit potent neutralizing antibodics.
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Domain B antibodies inhibit £2 binding to CD81

[00247] The mechanism of neutralization with carlicr domain B and C HCV antibodics is by
inhibiting binding E2 to CD81. This was studied with HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23 in a
CDR&I1 capture assay. As shown in Figure 6, preincubation of E2 glycoprofcins in the presence of
15 ug/ml of HCV antibodies HC-1, HC-11, CBH-23, or CBH-5 reduced by over 90% E2 binding
to CD&1 comparcd to the RO4 negative control. Similar to other domain B or C HCV
antibodics, these HCV antibodics neutralize HCV by blocking E2 binding to CD81. In conirast,
preincubation of E2 glycoproteins in the presence of HC-3 did not reduce E2 binding to CD8I.
Epitope mapping of HC-1 and HC-12 by site-directed mutagenesis

[00248] Alanine scanning mutagenesis was performed to define the residues within the HCV
antibody cpitopes that engape in E2-CDRI interactions. A scrics of mutated proicins at amino
acid sites ranging between 523 and 540 were obtained by site-directed mutagenesis. This region
contains Tyr527, Trp529, Gly530, and Asp535 that are contact point residues for E2 binding to
CD81 (Owsianka et al., 2006, J. Virol., 80:8695; incorporated hercin by reference). Morcover,
residues Gly523, Pro525, Gly530, Asp535 and Asn540 arc involved in the CBH-5 epitope
(Owsianka et al., 2008, J. Gen. Virol., 89:653-9; incorporated herein by reference). For these
mutants, the effect on HC-1 binding was analyzed by using from transfected cells with mutant
plasmids cncoding E2-c-mye fusion protein. Mutant E2 proteins were assessed for their
rcactivity to HC-1 by ELISA (Figure 7). This asscssment was confirmed by flow analysis.
Since ¢-mrye is a C-terminal tag, the amount of ¢-myc detected by PE-anti-c-mye was used as an
internal control to normalize the level of expression of E2. To evaluate the percentage of HC-1
binding to mutant E2 proteins, E2/c-mye ratio was calculated for each mutant and compared (o
the ratio obtained with wild-type protein. CBH-4G, a nonncutralizing antibody, was uscd as a
control to identify residues that are specific to HC-1. The lack of binding at substitution sites
with both CBH-4G and a HCV antibody suggested either an averall change in E2 conformation
or some degree of overlap between a neutralizing and a nonncutralizing epitopes. We previously
noted some degree of cross-competition between ncutralizing and nonncutralizing HCV
antibodics to E2 suggesting spatial proximity of their immunogenic domains on E2 (Keck et al.,
2004, .7, Virol., 78:9224; incorporated hercin by reference).

[00249] A significant decrease compared 1o wild type in HC-1 binding to 10% or less was
noted when Trp329 (row 3), Gly530 (row 4), and Asn340 (row 12) were replaced by alanine, as

86

6



WO 2016/039154 PCT/US2008/078884

shown in Figure 7A. Because the Asn540 mutant also affected CBH-4G binding, it is unclear
whether this residue participates in the HC-1 cpitope. A mutation at position Asp535 (row 9)
decreascd HC-1 binding by >80%. For HC-11, a significant decrease of binding was obscrved
when Gly530 and Asp535 were replaced by alanine, as shown in Figure 7B,

[00250] A mutation Gly530 (row 4} decrcased HC-1 binding by >80%. In contrast to HC-1, a
mutation at Trp529 (row 3) reduced HC-11 binding by only 44%, as compared to wild type. For
both antibodics (Figures 7A and 7B), substitution at Gly523 (row 1) decrcased by 60%.
Substitutions in Pro525 (row 2), AlaS31 (row 5), Asn532 (row 6), Asp533 (row 7), Thr534 (row
8) had no or slight effect with +/- 20% on HC-1 and HC-12 binding. Substitutions at Val536
(row 10), Phc537 (row 11) and Asn340 (row 12) reduced HC-1 and HC-11 binding by 75-95%,
but atso reduced CBH-4G binding by 70-95%. Collectively, these results indicate that Trp529,
Gly530 and Asp335 arc contact residucs for HC-1, and Gly530 and Asp535 arc contact residucs
for HC-11. Thus, the present invention encompasses the recognition that HCV antibodics HC-1
and HC-11 neutralize HCVpp and HCVcc infections by directly blocking residues that arc also
contact points for E2 binding to CD81. The fact that no singlc substitution knock down binding
by 100% is consistent with HCV antibodics HC-1 and -1 1 binding to discontinuous epitopes with
other contact points to be defined that may or may not be dircctly involved in E2 binding to
CD&I1.

[00251] Epitope mapping of HC-3 showced no involvement of residues between 530-535, but
showed greater than 90% decrease in binding at residues R657, D658, F679, L692, 1696, and
D698 (Figure ).

[00252] To approximate the step that HC-3 inhibits during the entry pathway, a time coursc
study was performed compared to domain B and an antibody to CD81. Infectious HCVee were
incubated with 4 °C pre-cooled Huh-7.5 cclls to permit virus attachment but no entry. Test
antibody was then added at 15 minute intervals after placement of the virus-ccll complex in a 37
°C incubator. As shown in Figure 9, there are similar patterns of progressive lost in blocking
virus entry with both anti-CD81 and the domain B HCV antibody, HC-11. This is expected as
domain B FICV antibodics inhibit virus entry by blocking E2 binding to CD81. The similarity in
patterns with HC-3 with these two antibodics suggests that HC-3 inhibits virus entry at a
temporal step near virus intcraction with CD81. This includes the possible inhibition of E2

interaction with a different HCV co-receplor, such as SR-B1 or a step immediately following
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CD81 engagement. The identification of contact residues for HC-3 at R657, D658, F679, 1.692,
1696, and D698, and the lack of contact residues between 530-5335, arc consistent with these
findings that HC-3 inhibits virus cntry by a diffcrent step than blocking E2 binding to CDRI1.
[00253] The amino acids involved in FIC-3 binding to E2 were tested in a cushion pellet assay
to scc if they arc also involved in mediating EIE2 dimerization. In this assay, HCVpp carrics
cach of six mutated residucs (R657A, D658A and FATIA, L692A, I696A, or D6YRA) that are
part of the HC-3 E2 cpitope. Alternatively, HCVpp carries wild type H77c or the E431A
mulation {a residue located outside of the HC-3 epitope), as a positive control. Cells expressing
HCV E1E2 were separated from cxtraccllular medium (containing virus). Cell lysates and
cushioncd virus pellets were prepared and loaded on a gel for western blotting.

[00254] Compared to H77¢, HCVpp muatants R657A and D65BA (and to a lesser extent,
F679A) showed significant reduction in EI (Figure 10). This suggests that these residues are
involved in heterodimer formation between El and E2. These residucs have not yet been
identified as being involved in ETE2 dimerization. Similar observations were obscrved with
E1E2 from cell lysates (Figure 10). The E431A mutant scrves as a control of a mutation not
affccting heterodimer formation.

j00255] Infectivity of virus having mutations at a contact point for HC-3 (i.e., infectivity of
virus with a mutation at RO5TA, DO5SSA and FG79A, L692A, 1696A, or D6ISA) was determinced.
Results of these experiments (Figure 11) indicate that cach mutation is lethal to the virus. The
control mutation at E431A showed no change. Together with the findings in Figure 10, these
data suggest that HC-3 mediates neutralization by affecting the transition from a E1E2
hetcrodimer to a siate that is nccessary for internalization and subsequent release of the virus into
the cytosol. The present invention encompasses the recognition that one or more of these amino
acid residues could be a target for small molecules that would mimic the effect of HC-3 to affect

this transition step.

Discussion

[00256] FICV has an cxtraordinary capacity to gencrate quasispeeies Icading to escape viral
mutants that arc pathogenic. Despite this ability to evade immune containment, the
demonstration of animal protcction with passive immunotherapy and findings that broadly

neutralizing antibodics are found in infected individuals provide support for a vaccine approach
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that includes the capability to induce these antibodies. Devetopment of a successful vaccine will
require characteriztion of immunodominant epitopes mediating virus ncutralization that is
broadly conserved among different genotypes, subtypes, and/or strains. In this example, the
HCV antibodies {i.e., HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23) arc derived from a B cell donor
infected with cither subtype la or 1b. The antibodics were screened by IFA using subtype 1a or
1b E2 expressed in 2937T cells to ecmphasize selecting HCV antibodics to conserved epitopes.
Threc of the four HCV antibodies are 1gGy, which is consistent with previous findings of the
aniibody response to HCV infection as mainly of the IgG, subclass (Chen er af., 1999,
Gastroenterology, 116:135; and Hadlock et al., 2000, .J. Virol., 74:10407; both of which are
incorporated herein by reference). The four HCV antibodies bind to epitopes conserved across
subtypes 1-6 as detected by IFA and are to conformational cpitopes as shown by their ability to
immunoprecipitatc HCVpp but not to detect E2 by western blot analysis. Elimination of binding
{o denatured antigens further proved the antibodies are to conformational epitopes. Cross-
competition studies placed these antibodies within an earlier group of related HCV antibodics,
labcled as domain B containing a cluster of tightly overlapping epitopes. Within the carlier sct
of domain B HCV antibodies, some as represented by CBH-5 bind and neutralized all subtypes
and subtypes HCVpp while others as represented by CBH-8C are more restricted in not binding
or ncutralizing some subtypes/subtypes (Keck et al., 2004, /. Virol,, 78:9224; and Owsianka et
al., 2008, .J. Gen. Virol., 89:653-9; both of which are incorporated herein by reference). Similar
to CBH-5, HC-1 and HC-11 necutralize broadly as tested with 1a and 1b HCVpp, and 1a and 2a
HCVc¢c. While the extent of neutralization achieved was similar to CBH-5 with 16 HCVpp,
ncutralization potency against la with some of the HCV antibodics was far greater than with
CBH-5. This suggests some differences in their contact residues and 1s consistent with the fact
that the donor of the B cells was infected with a 1a HCV isolate. Among the expanded pancl of
domain 3 HCV antibodics, neutralization potency was corrclated with antibody binding affinity.
With subtype 1a, CBH-5 has a lower antibody binding affinity of 2.2 x 107 M Ky (Keck et al.,
2004, .J. Virol., 78:9224; incorporated hercin by reference) compared to the affinities of the HCV
antibodies between 2.4-6.6 x 107 M K.

[00257] In general, the primary mechanism of antibody-mediated virus ncutralization is by
inhibiting an carly step of virus entry and appears to be mostly directed at the E2 glycoprotein.

Compclling evidence showed that E2 interactions with glycosaminoglycans, the lipoprotein
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receptor scavenger receptor class B type 1, SR-BI, and CD81 arc involved in HCVpp and
HCVce entry [reviewed in Moradpour et al., 2007, Nat, Rev. Microbiol., 5:453; incorporated
herein by reference)]. Whether E2 is also pivotal in later steps remains to be determined, such as
inferaction with claudin-1, a member in a large family of intercellutar adhesion molecules and
recently shown to be an cssential step in entry that follows E2 binding to CD81 (Evans ef af.,
2007, Nature, 446:801; incorporated herein by reference). Of the HCV antibodics, cach inhibits
E2 binding to CD&1 as shown with other domain B HCV antibodics (Hadlock ef af., 2000, /.
Virol., 74:10407; incorporated herein by reference). Onc of ordinary skill in the art will readily
recognize that experiments such as those described herein can be carried out to find out whether
domain B HCV antibodics inhibit E2 interaction with other HCV receptor molecules,

[00258]) Specific residues critical for CD81 binding have been localized to mainly two
discontinuous sequences on E2 (Drummer ef al., 2006, ./, Virol., 80:7844, and Owsianka et al.,
2006, .. Virol., BO:8695; both of which are incorporated hercin by reference). They include a
conscrved motif located between HVR 1 and HVR2 (amino acid 436-443) (Drummer et af., 2006,
J. Virol, 80:7844; incorporated herein by reference) and specific residues conserved on all
subtypes/subtypes, Trpd20, Tyr527, Trp529, Gly530 and Asp535 (Owsianka et af., 2006, ./.
Virol., 80:8695; incorporated herein by reference). Alanine substitution studies on one of these
two regions from 523-540 showed that two of the HCV antibodics representing the entire group
revealed critical shared contact residucs. HC-1 requires Trp529, Gly530 and Asp535, and HC-
12 requirces Gly530 and Asp535. These two patterns place HC-12 more similar to the CBH-5
epitope that also involves Gly530 und AspS35 but with at least one different contact point at
Gly523 (Owsianka er af., 2008, ./. Gen. Virol., 89:653-9; incorporated herein by reference).
Indeed, competition studies also showed that the HC-11 epitope is spatially closer to CBH-5 than
to either HC-1. Both HC-1 and HC-11 bind 1o alanine substitution at Gly523 while CBH-5
showed no binding. Recent studics showed that other broadly neutralizing human antibodies
from combinatorial librarics isolated from an individual infected with subtype 2b also recognize
epitopes containing Gly523, Trp529, GlyS530, and AspS535 (Johansson ¢t al., 2007, Proc. Natl,
Acad. Sci., USA, 104:16269; incorporated herein by reference). Why HC-1 and HC-12 have
greater neutralizing potencics that CBH-5 with subtype Ta can be attributed in part by different
antibody affinity to subtype la with HC-1, HC-12 and CBH-5 having ncarly a two-log drop in

Kg. This might reflects differences in their epitopes on contact residucs outside of 523-540 that
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could account for the differences in Ky values and neutralizing activities. Also, the location of
critical contact residues of all domain B HCV antibodics at Gly530 and Asp535 on HCV E2
provides added proof of specific glycosylation siles on E2 modulating ihe neutralizing antibody
response to MCV. In two independent studics, the glycan at Asn332 has been shown to decrease
ncutralizing activities of HCV polyclonal sera as well as HCV-specific ncutralizing monoclonal
antibodics (Falkowska er al., 2007, 1. Virol., 81:8072; and Hellc er al., 2007, .J. Virol., 81:8101;
both of which are incorporated herein by reference). When this residue is substituted with
alaning, the mutant HCVpp showed greater sensitivity to be neutralized by these antibodics, The
location of the glycan at Asn532 could reduce access of all domain B HCV aniibodics to two
shared contact residues at Gly530 and AspS535. Two other glycans as Asn4 17 and Asn645 have
also been shown to reduce the neutralizing activity of a domain B HCV antibody, CBH-5 (Helle
et al., 2007, .J. Virol., 81:8101; incorporated herein by reference). Additional studies could
provide evidence of other contact points of domain B HCV antibodics near these two glycans.
[00259])  In summary, three scts of related ncutralizing monoclonal antibodics from different
laboratorics have been isolated from individuals infected with HCV subtype 1a, 1b or 2b isolates
(Hadlock et af., 2000,.J. Virol., 74:10407; Johansson er al., 2007, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
104:16269-74; and Keck et al., 2007, /. Virol., 81:1043; all of which arc incorporated herein by
reference). Cross-competition studics and epitope mapping to a region on HCV E2 involved in
E2 binding to CD81 demonstrate that these antibodics are to overlapping epifopes with varying
degrees of conservation among different HCV subtype and subtype isolates. Clearly, domain B
i$ an immunodominant region on HCV E2 containing multiple overlapping epitopes. The fact
that an HCVpp alanine substitution mutant at Asn532 having greater sensitivity to be ncutralized
by a pancl of sera obtained from individuals infected with subtype la, 1b, 2b, 3, 4 and 5 showed
that these sera contain antibodics dirccted at this region which further confirms that the epitopes
in domain B are preferential targets of the immune response (Falkowska er al., 2007, .J. Virol.,
81:8072; incorporated herein by reference). Although the majority of domain B HCV antibodics
are to conserved epitopes, some such as CBH-8C and CBH-11 do not bind to subtype 1a isolates,
suggesting that an antibody response to some domain B cpitopes could lead to escape virus
mutants. An clfective vaccine approach may involve eliciting an antibody response to those
epitopes as represented by HCV antibodies while eliminating cpitopes associated with escape

mutants. This can be accomplished through point mutations or through deletions without
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altering the native structure of the E2 glycoprotein as recently shown for the hypervariable
regions (McCaffrey er al., 2007, /. Virol., 81:9584; incorporated herein by reference). Lastly,
ihc biochemical and functional characterizations of the HCV antibodies, the carlier group of
domain B HCV antibodies and the described recombinant human antibodies are consistent with
the proposcd model of antibodics to retated epitopes within a domain having similar biophysical

and functions propertics,

Example 3: Antibody Production

[00260] The following Example provides a method that can be utilized to produce HCV
monoclonal antibodics.

Expression and purification of antibody {rom a plasmid vector

[00261] A gene encoding an entire antibody molecule can be amplified from its parent
hybridoma by RT-PCT and cloned into a hetcrologous expression casseite capable of driving
cxpression of the antibody in a constitutive or inducible manner in a eukaryotic cell line. For
cxample, antibody gencs can be expressed in an expression plasmid such as pcDNA3.1 Zeo,
pIND(SP1), pREPS, (all from Invitrogen, Carlsbad, California), and/or other expression vectors.
Alternatively or additionally, antibody gencs can be expressed via viral or retroviral vectors such
as MLV based vectors, vaccinia virus-based vectors, and/or Adenovirus-based vectors.
Similarly, antibody genes can be expressed in inscct virus vectors such as baculovirus vectors.
Other vectors, such as the pCOMB scries of vectors allow for expression of an antibody hcavy
and Tight chain pair or a single chain antibody on the surface of M 13 phage or bacteria,

[00262] Once expressed, antibodies can be purified using, e.g., protein-A or protein-G
sepharose, and purificd antibody can be chemically or enzymatically modified in any of the
following ways: biotinylation (e.g., biotin-C1 | -hydroxysuccinimide cster, efc.); coupling to
beads of various formats (e.g., sepharose, agarose, magnctic, polystyrene, through the use of
cyanogen bromide, etc.); and/or bridging the antibody to a uscful chemical moiety (e.g., by
modifying lysinc residues, by modifying basic residues, and/or through the use of reagents

specific for free sulfhydryl groups, efc.).

Equivalents and Scope
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[00263] Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no more than
routine cxperimentation, many equivalents to the specific embodiments of the invention,
described herein. The scope of the present invention is not intended to be limited to the above
Description, but rather is as sct forth in the appended claims.

[00264] Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no more than
routine experimentation, many equivalents to the specific ecmbodiments of the invention
described herein. The scope of the present invention is not intended to be limited to the above
Description, but rather is as set forth in the appended claims.

[00265] In the claims articles such as “a,” “an,” and “the” may mecan one or more than one
unless indicaied to the contrary or otherwise evident from the context, Thus, for cxample,
reference to “an antibody” includes a plurality of such antibodies, and reference to “the cell”
includes reference to one or more cells known to those skilled in the art, and so forth. Claims or
descriptions that include “or” between onc or more members of a group arc considered satisficd
if one, more than onc, or all of the group members are present in, employed in, or otherwise
relevant to a given product or process unless indicated to the contrary or otherwisc evident from
the context. The invention includes embodiments in which exactly one member of the group is
present in, cmploycd in, or otherwise relevant to a given product or process. The invention
includes embodiments in which more than onc, or all of the group members arc present in,
cmployed in, or otherwise relevant to a given product or process. Furthermore, it 18 1o be
understood that the invention encompasses all variations, combinations, and permutations in
which onc or morc limitations, elements, clauses, descriptive terms, ef¢., from onc or morc of the
listed claims is introduced into another claim. For example, any claim that is dependent on
another claim can be modified to include onc or more limitations found in any other claim that is
dependent on the same basc claim. Furthermore, where the claims recitc a composition, it is to
be understood that methods of using the compasition for any of the purposes disclosed herein are
included, and methods of making the composition according to any of the methods of making
disclosed herein or other methods known in the art are included, unless otherwise indicated or
unless it would be cvident to one of ordinary skill in the art that a contradiction or inconsistency
would arisc,

[00266] Where clements are presented as lists, e.g., in Markush group format, it 1s to be

understood that each subgroup of the elements is also disclosed, and any element(s) can be
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removed from the group. It should it be understood that, in general, where the invention, or
aspects of the invention, is/are referred to as comprising particular clements, features, efc.,
certain ecmbodiments of the invention or aspects of the invention consist, or consist essentially of,
such clements, featurcs, efe. For purposcs of simplicity those embodiments have not been
specifically set forth in haec verba herein. 1t is noted that the term “comprising” is intended to
be open and permits the inclusion of additional elements or steps.

[00267] Where ranges arce given, endpoints arc included. Furihermore, it is to be understood
that unless otherwisc indicated or otherwise evident from the context and understanding of one
of ordinary skill in the art, values that arc expressed as ranges can assume any specific value or
subrange within the stated ranges in different embodiments of the invention, to the tenth of the
unit of the lower limit of the range, unless the context clearly dictates otherwise.

[00268] In addition, it is to be understood that any particular embodiment of the present
invention that falls within the prior art may be explicitly excluded from any one or more of the
clatms. Since such embodiments arc deemed to be known to one of ordinary skill in the art, they
may be excluded cven if the exclusion is not set forth explicitly herein. Any particular
embodiment of the compositions of the invention (e.g., any HCV genotype/subtype, any HCV
antibody, any epitope, any pharmaceutical composition, any mcthod of administration, any
therapeutic application, erc.) can be excluded from any onc or more claims, for any reason,
whether or not related to the existence of prior art.

[00269] The publications discussed above and throughout the text are provided solely for their
disclosurc prior to the filing date of the present application. Nothing hercin is {o be construcd as
an admission that the inventors are not entitled to antedate such disclosure by virtue of prior

disclosure.

Otiher Embodiments

[00270] Thosc of ardinary skill in the art will readily appreciate that the foregoing represents
merely certain preferred embodiments of the invention. Various changes and modifications to
the procedures and compositions described above can be made without departing from the spirit

or scope of the present invention, as sct forth in the following claims.
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Claims
What 1s claimed is;

l. An antibody dirceted to a conformational cpitope within amino acids 523 to 540 of

hepatitis C virus (HCV) envelope glycoprotein 2 (E2).

2. An antibody, wherein the antibody is monoclonal antibody HC-1.

3. An antibody, whercin the antibody is monoclonal antibody HC-3.

4. An antibody, wherein the antibody 1s monoclonal antibody HC-11.
5. An antibody, whercin the antibody is monoclonal antibody CBH-23.
6. An antibody directed to the epitope recognized by HC-1.

7. An antibody directed to the cpitope recognized by HC-3,
8. An antibody directed to the epitope recognized by HC-11.
9. An antibody dirccted to the epitope recognized by CBH-23.

10.  Anantibody, wherein the antibody competes with HC-1 for binding to its cpitope.

Ll.  Anantibody, wherein the antibody competes with HC-3 for binding to its cpitope.

12, Ananitbody, wherein the antibody competes with HC-11 for binding to its epitope.

13. An antibody, wherein the antibody competes with CBH-23 for binding to its epitope.
14, The antibody of any onc of claims 1-13, wherein the anlibody is a monaclonal antibody.
15.  The antibody of any onc of claims 1-13, wherein the antibody is a humanized antibody.
16.  The antibody of any onc of claims 1-13, wherein the antibody is a mammalian antibody.
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17. A fragment of an antibody selecied from the group consisting of HC-1, HC-3, HC-11,
and CBH-23, wherein the fragment retains the antigen binding activity of the whole

antibody.

18. A ccll line expressing the antibody of any onc of claims 1-17.

19. The cell line of claim 18, whercin the cell linc is a B cell line.

20. The cell linc of claim 18, wherein the cell line is a human cell line.

21. The ceil line of claim 18, wherein the cell ling 1s a mammalian cell line.,
22, Thecell line of claim 21, whercin the cell line is a cukaryotic cell line.
23, Thecell linc of claim 18, whercin the cell ling is a hybridoma.

24, A pharmaceutical composition comprising:

an antibody selected from the group consisting of HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-
23; and;

a pharmaccutically acceptable excipient.

25. A pharmaceutical composition comprising:
an antibody that recognizes an cpitope recognized by an antibody sclected from
the group consisting of HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23; and,

a pharmaceutically acceptable excipicnt.
P Y P p

26. A pharmaccutical composition comprising:
a fragment of an antibody sclected from the group consisting of HC-1, HC-3, HC-
11, and CBH-23, wherein the fragment retains the antigen binding activity of the whole
antibody; and

a pharmaccutically acceptable excipient.

27.  The pharmaccutical composition of any one of claims 24-26, further comprising at least

onc additional anfiviral agent,
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28.  The pharmaceutical composition of claim 27, wherein the at least onc additional antiviral
agent 18 sclected from the group consisting of interferons, anti-HCV monoclonal
antibodics, anti-HCV polyclonal antibodies, RNA polymerase inhibitors, ribavirin,
protcasc inhibitors, IRES inhibitors, helicase inhibitors, antisense compounds, short

interfering RNAs, short hairpin RNAs, micro RNAs, RNA aptamers, and ribozymecs.

29.  The pharmaccutical composition of claim 27, wherein the at least onc additional antiviral

agent 15 mterferon.

30.  The pharmaccutical composition of claim 27, whercein the at lecast one additional antiviral

agent s ribavirin.

31, The pharmaccutical composition of claim 27, whercin the at least onc additional antiviral

agent is a combination of interfcron and ribavirin,

32. The pharmaccutical composition of claim 27, wherein the at lcast one additional antiviral

agent 1s an anti-HCV monoclonal antibody.

33 The pharmaccutical composition of claim 32, wherein the anti-HCV monoclonal

antibody recognizes envelope glycoprotein 2 (E2).

34, The pharmaccutical composition of claim 32, wherein the antibodies are directed to

proteins of identical HCV genotypes.

35. The pharmaccutical composition of claim 32, wherein the antibodics are dirceted to

proicins of two or more HCV genotypes.

36. A method of treating a patient infected with HCV comprising steps of’
providing a patient infected with HCV or susceptible to HCV infection; and
administering to the patient the antibody or pharmaccutical composition of any

onc of claims 1-35.

37. A mecthod of treating a patient exposcd to HCV comprising steps of:

providing a patient infected with HCV or susceptible to HCV infection; and
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administering to the patient the antibody or pharmaceutical composition of any

onc of claims 1-35.

The method of claim 36 or 37, whercin a therapeutically effective amount is an amount

sufficient to trcat HCV infection in the subject.

The method of claim 36 or 37, wherein a therapeutically effective amount is an amount

sufficient io reduce the recurrence of HCV infection in the subject.

The method of claim 36 or 37, wherein a therapeutically cffective amount is an amount

sufficient to prevent or delay onset of HCV infection in the subject

The method of claim 36 or 37, wherein the subject is a baby born to an HCV infected

mother,
The method of claim 36 or 37, wherein the subject is a liver iransplant recipient.

The method of ¢claim 36 or 37, wherein the subject is an individual who is susceptible to

HCV infection.

The method of claim 36 or 37, wherein the subject is an individual who is suffering from

HCV infection.

A method, comprising administering to a patient in need thereof an effective amount of a
pharmaccutical composition, wherein the pharmaccutical composition comprises a
pharmaceutically acceptable cxcipient and a human monoclonal antibedy sclected from
the group consisting of:

(a) the monoclonal antibody HC-1 which is secreted by the hybridoma cell line
deposited in the ATCC under Accession Number PTA-9416;

(b) the monoclonal antibody FIC-3 which is secreted by the hybridoma cell fine
deposited in the ATCC under Accession Number PTA-9417,

(c) the monoclonal antibody HC-11 which 1s scereted by the hybridoma cell line
deposited in the ATCC under Accession Number PTA-9418;

(d) the monoclonal antibody CBH-23 which is sccreted by the hybridoma cell line

deposited in the ATCC under Accession Number PTA-9419; and
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(c) fragments of the antibodies of (a)-(d)} which rctain the antigen binding

characteristics of the whole antibody.

A kit comprising:

at Icast onc HCV antibody sclected from the group consisting of HC-1, HC-3,
HC-11, and CBH-23;

a syringe, needle, or applicator for administration of the at lcast onc HCV
antibody to a subject; and

mstructions for usc.

A kit comprising:
a lyophilized powder comprising at lcast onc HCV antibody sclected from the
group consisting of HC-1, HC-3, HC-11, and CBH-23;

a diluent, wherein the diluent is used to reconstitute the powder.
A small molccule, wherein the small molecule binds to the same cpitope as HC-1.
A small molccule, wherein the small molecule binds to the same cpitope as HC-3.
A small molecule, wherein the small molecule binds to the same epitope as HC-11.
A small molecule, wherein the small molecule binds to the same epitope as CBH-23.

A small molccule, wherein the small molecule competes with HC-1 for binding to its

epitope.

A small molecule, wherein the small moleeunle competes with HC-3 for binding to its

epitope.

A small molecule, wherein the small molecule competes with HC-11 for binding 1o its

epitope.

A small molecule, wherein the small molecule competes with CBH-23 for binding to its

cpitope.
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ANTICUERPCS DE HEPATITIS C Y SUS USOS

Antecedentes de la Invencidn

Mas de 170 millones de personas alrededor del mundo
estan infectadas con el virus de hepatitis C (HCV, por sus
siglas en inglés). La infeccidn aguda usualmente esta
silencicsa, pero la mayor de los individuos infectados
desarrcllan infecciones persistentes (Maior et al, 2001,
“Hepatitis C viruses”, Fields Virology, 1127-1162;
incorporada aqui por referencia). Un peqguefio porcentaje de
infeccicones agudas sin embargo resuelven la viremia con
resclucidn de la enfermedad. La inmunidad celular es
necesaria, como una respuesta de la célula CD4' T robusta vy
sostenida, que temporalmente estd ascociada con la depuracidn
del wvirus que conduce a la resolucién de la enfermedad
(revisado en Shcoukry et at., 2004, Annu. Rev. Microbiol,
58:391; incorporada aqui por referencia).

Los farmacos antiviricos (por ejemplo, interferdn o
interferdén PEGilade) tomados solos o en combinacidn con
ribhavirina (es decir, un analogo de nucledsido gue interfiere
con la replicaciédn del gencma viral) pueden utilizarse para
el tratamiento de perscnas con hepatitis C c¢rénica, pero el
costo  del tratamiento es muy alto. £l tratamiento con
interferén solo es efective en aproximadamente 10% a 20% de
los pacientes, mientras el interferdn combinado con

Ref. 218915
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ribavirina es efective en aproximadamente 30% a 50% de los
pacientes.

La presente invencidn abar;a el reconocimiento de
que los anticuerpos pueden desarrollarse y pueden ser utiles
para la profilaxis, tratamiento, y/o el diagndstico de HCV.
Un reto significativo para el desarrollo de la wvacuna con
base en el anticuerpce es definir los epitopos protectores
conservados y generar anticuerpos que especlficamente
reconocen eskos epitopos.

Breve Descripcién de la Invencién

La presente invencidn proporcicna anticuerpos
monoclonales, gue incluyen anticuerpos monoclonales humanos,
que se unen a multiples genotipos y/o subtipos del virus de
hepatitis C (HCV}. Tales anticuerpos son Otiles en la
profilaxis, tratamiento, diagndstico y/o el estudio de HCV.
En particular, la presente invencidn proporciona anticuerpos
monoclonales que se unen a epitopos adaptativos conservados
de la gliceproteina EZ de envoltura HCV. ffn algunas
modalidades, los anticuerpos HCV de acuerdo con la presente
invencidn son capaces de unirse a nmuchos, la mayor parte, o
todos los casos de HCVY,. En algunas modalidades, los
anticuerpcs monoclonales encuentran uso en una variedad de
ensayos de diagnédsticeo. Los anticuerpos HCV de acuerdo con la

invencidén encuentran uso en 1la inmunoterapia pasiva para

reducir la carga viral de individuos infectados. El uso de
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anticuerpos HCV de acuerdo con la invencién también puede
interferir c¢con la infeccidon de c¢élulas objetivo. Los
anticuerpos gue  reconoccen  epitopoes conservades  pueden
utilizarse para proporcionar una plantilla para el diselio
racional del péptido Y los miméticos ce epitoepo
adaptativamente definidos (por ejemplo, compuestos organicos,
compuestos organcmetalicos, compuestos inorganicos, moléculas
pequerias, etc.) . En algunas modalidades, las regicnes
ceonservadas de la proteina EZ HCV vy sus fragmentos son
provistos para utilizarse para propdsitos terapéuticos, de
profilaxis, de diagndstico y/u otrcs propdsitos.

En algunas modalidades, los anticuerpos de acuexrdo
con la invencidn estén dirigidos a epitopos adaptativos de la
proteina E2 de HCV. Los epitopos adaptativos y lineales de 52
han side identificados utilizando un panel de anticuerpcs
monoclonales v una serie de construccidn de eliminacidn de
£Z. Los estudios previos {(ver, por ejemplo, la Patente de E.
U. A. No. §,6%2,908; v las Publicaciones de Patente de . U.
A. 2006/0104980 y 2006/0188571; todas las cuales se
incorporan agui por referencia) han reportado una clase de
anticuerpcs gue se unen a epliteopos adaptativos entre los
amineacides 411 - 644 E2 de HCV 1b. Los anticuerpos de esta
clase se ha encontrado gque inhiben la interacciodon de E2 con
CDB1. Otra clase de anticuerpos se ha encontrado que se unen

a epitopos adaptativos entre los amincacidos 470 - 644 L[Z de
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HCV 1b. Una tercera clase de anticuerpos que se unen a
epitopos adaptativos entre los aminoacidos 470 - 644 de E2
HCV 1b pero fallan en la inhibicidn de la unidn de EZ2 a CD81.
Una cuarkta clase se une a los epiltopos adaptativos entre los
aminoacidos 644 - 661 EZ2 de HCV 1b. Una guinta clase de une a
los epitopos adaptativos entre 1los amincacides 230 - 313 El
de HCV 1. Una sexta clase se une a los epitopos E1 HCV
lineales derivados de multiples genotipos. Una séptima clase
se une a epltopes adaptativos que incluyen en parte los
aminoéciaos 657 - 698 E2 de HCV la.

En algunas modalidades, los epitopos adaptativos a
los cuales los anticuerpos HCV estan dirigidos estan
conservados entre los genotipces HCV (por ejemplo, genctipos
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y/o sus combinaciones). En

algunas modalidades, locs epitopos adaptatives a los cuales

subtipos HCV (por ejemplo, los subtipos la, 1b, lc, Za, Zb,
2c, 3a, 3b, 4da, 4b, 4c, 44, 4de, ba, 6a, 7a, 7b, 8a, E8b, 9a,
10a, lia, y/o sus combinacicnes). En algunas modalidades, los
epitopos adaptativos a los cuales los anticuerpos HCV estan
dirigidos estéan conservados entre las cepas HCV. Se esltima
gque existen mas de 100 cepas de HCV, que dan designaciones
numericas {por ejemplo, 1L, 2, 3, etc.) cdespués de la
indicacidn del genotipo y el subtipoc.

La presente invencidén proporciona anticuerpos

tZe
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monoclonales que reconocen epiltopos EZ2 HCV gue estidn mas
precisamente definidos que cualguiera de los epiltopocs
descritos anteriormente. Los anticuerpos de acuerdo con la
invencidn compiten de manera reciproca con algunc de los
anticuerpos previamente descritos. Sin embargo, algunos
anticuerpos de acuerdo con la invencidn neutralizan HCV en
los sgistemas de modelo considerados con mayor potencia gque
los anticuerpos previamente descritos. De esta forma, la
presente invencidn abarca el reconocimiento de que los
anticuerpos recién identificadeos, descritos en la presente,
pueden proporcionar un mayer beneficio terapéutico y/o
profilactico que los anticuerpos previamente descritos.

En algunas modalidades, los anticuerpos L2 anlti-HCV
se seleccionan del grupo gque consiste del anticuerpo
monoclonal humano HC-1 gque se secreta a traves de la linea
celular de hibridoma depositada en la Coleccion de Cultiveo de
Tipo Americanc (ATCC, por sus siglas en inglés), bajo el
numerc de Acceso PYA-9416; el anticuerpo moncclonal humano
HC-3 secretado a través de la linea celular de hibridoma
depositada en el ATCC con el numerc de Acceso PTA-2417; el
anticuerpe monoclonal humano HC-11 secretado por la linea
celular de hibricoma depositado en ei ATCC con el numerc de
Acceso PITA-9418; v el anticuerpo monoclonal humanc CBH-23
secretado por la linea celular de hibridoma depositado en el

ATCC con el numero cde Accesoe PTA-9419.
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Los anticuerpos de acuerdo con la presente
invencidén pueden combinarse con excipientes farmacéuticamente
aceptables para preoporcionar formulaciones farmacéuticas. La
presente invencidén proporciona composiciones farmacéuticas
para el tratamiento, prevencidn y/o diagndstico de infeccidn
con hepatitis C. [En algunas modalidacdes, las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con lal invencidn comprenden
anticuerpos humanos capaces de unirse a la glicoproteina EZ2
de envoltura HCV capaz de neutralizar la infeccidn HCV in
vitro e in vivo.

En algunas modalidades, las composiciones
farmacéuticas cde acuerdo con la invencién pueden comprendern
fragmentos de anticuerpos HCV (por ejemplo, HC-1, HC-3, HC-
11, y/o CBH-23) que sustancialmente retienen las
caracteristicas de unidén a antigeno del anticuerpo completo.
En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas
pueden comprender anticuerpos HCV producidos por métodos
recombinantes que son bien concecidos en la técnica.

La presente invencidn proporciona varios usos
terapéuticos, profiléacticos y/o de diagndéstico de los
anticuerpos HCV de acuerdo con la invencidén. En algunas
modalidades, las composicicones farmacéuticas comprenden los
anticuerpos HC-1, HC-3, HC-11l, y CBH-23 que pueden ubLilizarse
para el tratamiento de infeccién por hepatitis C crdnica y/o

aguda mediante la administracidédn al paciente de una cantidad
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terapéulicamente efectiva de los anticuerpos, o sus
fragmentos, capaces de unirse a EZ2 HCV. Una cantidad

terapéuticamente efectiva es wuna cantidad suficiente para
lograr uno o més de los efecteos bhioldgicos particulares. Una
cantidad terapéuticamente efectiva puede administrarse en una
sola dosis en un solo momento, o puede distribuirse con el
tiempo en miltiples dosis individualés (o0 del mismo ©
diferentes tamafos), o una distribucidn continua (a una
velocidad constante o variable). En ciertas modalidades, una
cantidad terapéuticamente efecltiva es una cantidad efectiva
para lograr uno o© mas resulltados bioldgicos deseadcs gque
incluyen, perc no se limitan a: (i) aliviar uno o més los
sintomas de la infeccidn HCV; (ii)‘ reducir el numero de
particulas virales en circulacién en un individuo y/o en
cualquiera de los drganos de individuo (por ejemplo, higado):
(iii) evitar la reaparicidn, reducir la probabilidad de
reaparicidén, y/o retrasar la reaparicién de uno de los
sintomas de infeccidén HCV; vy/o (iv) prevenir, reducir 1la
probabilidad de, y/o retrasar el inicio de un aumento en el
nimero de particulas virales en circulacidén en un individuo
infectado con HCV vy/c en cualquiera de los drganos del
individuo (por ejemplo, higado). Las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencidn pueden utilizarse
para prevenir, reducir la recurrencia de, y/o retrasar el

inicio de infeccidén HCV. Se pueden utilizar, por ejemplo,
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para la inmunizacidén pasiva de iﬁdividuos recientemente
expuestos a HCV o en riesgos de ser expuestos a HCV, bebés
recién nacidos de madres HCV-positivas, y/o pacientes con
trasplante de higade (por ejemplo, para evitar posibles
infecciones HMCV recurrentes en Lales pacientes).

La invencidén también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden cantidades terapéuticamente
efectivas de anticuerpos de acuerde con la invenciédn
combinados c¢on por lo mencs obkro agente-virice como un
ingrediente active adicional. Tales agentes pueden incluir,
pero no se limitan a, interferones (por ejemplo, interferdn
a-2zb, interferdn-y, etc.), anticuerpos monoclonales anti-HCV,
anticuerpos pcliclonales anti-HCV, inhibidores de polimerasa
de ARN, inhibidores de proteasa, ribavirina, inhibidores de
IRES, inhibidores de helicasa, inmunomoduladores, compuestos
antisentido, ARN de interferencia corlta, ARN de horquilla
corta, micro-ARN, aptameros de  ARN, ribozimas, y sus
combinacicnes.

Los anticuerpos de acuefdo con la presente
invencién definen epitopos adaptativos en la proteina L2 HCV,
y son provistas composiciones y compuestos que contiene tal
epitopo. Por ejemplo, la presente invencidn proporciona
proteinas, péptidos y moléculas pequerias gue comprenden
epitopos adaptativos de la proteina E2 HCV. Los péptidos

pueden <contener uno © mas epltopos reconocidos por los
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anticuerpos de acuerdo con la presente invencidn. En ciertas
modalidades, las proteinas 50N cadenas de péptidos
concatenados con secuencias de enlace opcionales, por lo
menos una que contiene por lo menocs ﬁn epitopo adaptativo de
HCV. Los péptidos de la cadena pueden contener diferentes
epitopos adaptativos de la proteina EZ HCV. Alternativamente,
los péptidos de la cadena todos pueden contener el mismo
epitopo. En general, se desea que los péptidos de la cadena
se plieguen apropiadamente con el despliegue del epitopo(s)
adaptativo sustancialmente como aparece en la naturaleza.
Tales proteinas y  péptidos pueden utilizarse en la
formulacidn de vacunas 0 utilizarse en pruehas de
diagnéstico.

La presente invenclén tamblén proporciona métodos
para estratificar pacientes con base en su respuesta
inmunoldégica a HCV y para identificar a aquellos pacientes
que probablemente respondan bien a la inmuncoterapia de HCV.
Por ejemplo, se puede utilizar el suero del paciente para
probar la presencia de anticuerpos dirigidos contra un
epitopo particular de HCV. Si el paciente no tiene niveles
adecuados de anticuerpos dirigidos a tal epitopo,
especificamente un epitopo adaptativo de la proteina EZ HCV,
los anticuerpos monoclonales humancs dirigidos contra el
epitopo pueden administrarse al paciente. La propia respuesta

inmunitaria del paciente puede complementarse con anticuerpos
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de acuerdo con la invencidn o sus composicicones. En ciertas
modalidades, la inmunoterapia ayuda en la depuracidon del
virus HCV y/o la resolucidén de la infeccién MHCV. En ciertas
modalidades, la inmunoterapla de acuerdo con la presente
invencién trata y/o previene la infeccidn HCV crénica.

Definiciones

Amincdcido: Como se utiliza en la presente, el
términe “aminocdcido”, en su sentideo més amplio, se refiere a
cualquier compuesto y/o sustancia que puede incorporarse en
una cadena de polipéptido. En aigunas modalidades, un
aminodcido tiene la estructura H,N-C(H) (R})-COOH. En algunas
modalidades, un amincdcido es un amincdcido de existencia
natural. En algunas modalidades, un aminocacido es un
aminodcido sintético; en algunas modalidades, un aminoacido
es un D-aminocacido; en algunas modalidades, un aminoacido es
un L-aminoacido. “Amincacido estandar” se refiere a
cualquiera de los 20 L-amincacidos estandar comiunmente
encontrados en péptidos de existencia natural. “Amincacido no
estandar” se refiere a cualquier aminoacido, diferente de los
amincdcidos estandar, independientemente de sl se prepara
sintéticamente o se cbtiene de una fuente natural. Como se
utiliza en la presente, “amincacido sintético” abarca
aminocacidos guimicamente modificados, que incluyen peroc no se
limitan a sales, derivados de aminocacide (tales como amidas),

y/o sustituciones. Los aminoacidos, incluyendo los
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amincacidos carboxi y/o amino-terminal en péptidos, pueden
modificarse a través de metilacidn, amidacidn, acebilacidn,
grupos protecteres, y/o la sustitucidn con otros grupos
quimices gque pueden cambiar la vida 0til en circulacién del
péptido sin afectar adversamente su actividad. Los
amincacidos pueden participar en un enlace de disulfurc. Los
amincacidos pueden comprender una o modificaciones post-
traduccidédn, tal comec la asociacidn con una o mas entidades
quimicas {(por ejemplo, grupos metilo, grupcs acetato, grupos
acetilo, grupocs fosfato, fracciones formilo, grupoes
isoprenoides, grupos sulfato, fracciones de polietilenglicol,
fracciones de lipideo, fracciones de carbohidrato, fracciones
de biotina, etc.). El término “amincacido” se utiliza de
manera intercambiable con “residuo de aminoacido”, y puede
referirse a un aminodcido 1libre y/0o a un residuo de
amincacido de un péptido. Sera evidente a partir del contexto
en el cual el términc se utiliza si se refiere a un
aminodcido libre o un residuo de un péptido.

Animal: Como se utiliza en la presente, el término
“animal” se refiere a cualquier miembro del reine animal. Iin
algunas modalidades, “animal” se refiere a humanos, cle
cualquier sexo y en cualgquier etapa de desarrollo. En algunas
modalicdades, “animal” se refiere a animales no humanos, eén
cualguier etapa de desarrollo. En ciertas modalidades, el

animal no humano es un mamiferc (por ejemplo, un roedor,
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ratédn, una rata, un conejo, un monO,'un perrc, un galto, una
oveja, ganado, un  primate y/o un puerco). En algunas
modalidades, los animales incluyen, pero no se limitan a,
mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, inseckos vy/o
gusanos. En ciertas modalidades, el animal es susceptible a
la infeccidn por HCV. En algunas meodalidades, un animal puede
ser un animal transgénico, un animal genéticamente
modificado, y/0 un cleon.

Anticuerpo: Como se wutiliza en la presente, el
término “anticuerpo” se refiere a cualquier inmunoglobulina,
ya sea natural, o producida completa o parcialmente de forma
sintética. Todos sus derivados gue mantiene la habilidad de
la unidén especifica también se incluyen en el término. EI1
término también cubre cualguier proteina que tiene un dominio
de unién gue es homdélogo o mayormente hombdlogo con un dominio
de unidn de inmuncoglobulina. Tales proteinas pueden derivarse
de fuentes naturales, o producirse parcialmente 0
completamente de forma sintética. Un anticuerpo puede ser
monoclonal o policlonal. Un anticuerpo puede ser un miembro
de cualquier clase de inmuncglobulina, incluyendo cualquiera
de las clases humanas: IgG, IgM, IgA, IgD, e Iglk. En ciertas
modalidades, un anticuerpo puede ser un miembro de la clase
de inmunoglobulina IgG. Como se utiliza en la presente, los
términos “fragmento de anticuerpo” ¢ “porcidn caracteristica

de un anticuerpo” se utilizan de forma intercambiable y se
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refieren a cualquier derivado de un anticuerpo gue es menor
de longitud completa. En general, el fragmentb del anticuerpo
retiene por lo mencs una porcidn significativa de la
habilidad de unidén especifica del anticuerpo de leongitud
completa. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen,
pero no se limitan a, Fab, Fab’, [(ab’'}2, scFv, Fv, diacuerpo
dsFv, y fragmentos Ic. Un fragmento de anticuerpo puede
producirse por cualquier medio. Por ejemplo, un fragmento de
anticuerpc puede enzimatica o guimicamente producirse a
través de fragmentacidén de un anticuerpo intacto y/o puede
producirse recombinantemente de un gen que codifica la
secuencia del anticuerpo parcial. Alternativa o)
adicionalmente, un fragmento de anticuerpo puede producirse
completa o parcialmente de manera sintética. Un fragmento de
anticuerpc puede opcicnalmente comprender un fragmento de
anticuerpo de cadena individual. Alternativa o)
adicionalmente, un fragmento de ant;cuerpo puede comprender
miltiples cadenas gue estan enlazadas junlkas, por ejemplo, a
través de enlaces de disulfuro. Un fragmento puede
opcionalmente comprender un complejo multimolecular. Un
fragmento de anticuerpo funcional tipicamente comprende por
lo menos 50 aminocacides y mas tipicamente comprende por lo
menos 200 amincacidos. En algunas modalidades, un anticuerpo
puede ser un anlticuerpo humano. IEn algunas modalidades, un

anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado.

135



10

25

14

Aproximadamente: Como se utiliza en la presente, el
término “aproximadamente” o “alrededor de”, como se aplica a
uno ¢ mas valores de interés, se refiere a un valor gue es
similar a un wvalor de referencia manifestado. [En ciertas
modalidades, el término “aproximadamente” o “alrededor” se
refiere a un intervalo de wvalores que caen dentro de 25%,
20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%,
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 13, o mencs en cualquier
direccidén (mayor gue o menor que) del valor de referencia
manifestado a menos que se manifieste lo ceontrario o por el
contrario sea evidente a partir del contexbo (excepto cuando
tal nimero excederia el 100% de un valor posible).

Biocldgicamente activo: Como se ubiliza en 1la
presente, la frase “bioldgicamente activo” se refiere a una
caracteristica de cualquier sustancia cque tiene actividad en
un sistema biolégico {por ejemplo, cultivo celular,
organismo, etc.). Por ejemplo, una sustancia gque, cuando se
administra a un organismo, tiene un efecto bioldgico sobre
ese organismo, se considera como siendo biocldgicamente
activa. En modalidades particulares, cuando una proteina o
polipéptido es bioldgicamente activo, una porcidn de esa
proteina o polipéptido que comparte por lo menos una
actividad |hioldégica de la proteina o polipéptido es
tipicamente referida como una porcidn “bioldgicamente

activa”.
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Porcidn caracteristica: Comoe se utiliza en la
presente, el término wuna “porcidn caracteristica” de una
sustancia, en el sentide mas amplio, es una gue ccmparte
algun grado de identidad de secuencia o eskructural con
respecto a la sustancia completa. En ciertas modalidades, una
porcioén caracteristica comparte pox lo menos una
caracteristica funcional con la sustancia intacta. Por
ejemplo, una “Vporcidén caracteristica” de una proteina o
pelipéptide es una ceontiene un alargamiento continuo de
aminoacidos, o una coleccldn alargamientos continuos de
aminoacidos, gque juntos son caracteristicos de una proteina o
polipéptidoe. En algunas modalidades, cada alargamiento
continuo general contiene por lo menocs 2, 5, 10¢, 15, 20, 50 c
mas aminocacidos. En general, una porcidn caracteristica de
una sustancia (pecr ejemplo, de una proteina, anticuerpo,
etc.) es una que, ademas de la identidad de secuencia vy/o
estructural especificada anteriormente, comparte por Jlo menos
una caracteristica funcional «con la sustancia intacta
relevante. En algunas modalidades, una porcidén caracteristica
puede ser bioldgicamente activa.

Expresidn: Como se utiliza en la presente,
“expresidn” de una secuencia de dcido nucleico se refiere a
uno ¢ mds de los sigulentes eventos: (1) la produccidn de una
plantilla de ARN de una secuencia de ADN (por ejemple, a

través de transcripcidén); (2) procesamiento de un transcripto
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de ARN (por ejemplo, a traves de la divisidn, edicidn,
formacién de la tapa 5’, y/o formacidédn del extremo 37). (3)
Lraduccién de un ARN en polipéptide o proteina; y/o (4) la
moclificacién post-traduccién de un polipéptido o proteina.

Funcional: Comc se utiliza en la presente, una
molécula bioldgica “funcicnal” es una molécula biclégica en
la forma en la cual exhibe una propiedad y/o actividad a
través de la cual =se caraclteriza.

Gen: Como se utiliza en la presente, el término

" r

gen” tiene su significado como se entiende en la técnica. 3Se
apreciard por los expertos en la técnica que el términoc “gen”
puede incluir secuencias reguladoras de gen (por ejemplo,
promotores, potenciadores, etc.) y/o secuencias de intrén.
Ademas se apreciara que las definicicnes del gen incluyen
preferencias a acidos nucleicos que ne codifican pretelinas
sino més bien codifican moléculas de ARN funcionales tales
como  ARNL, agentes de induccidn de 1ARN, etc. Para los
propdsitos de claridad se cbserva que, como se uvutiliza en la

AN Y

presente solicitud, el término “gen” generalmente se refiere
a una porcidn de un acido nucleico gue codifica una proteina;
el término puede opcionalmente abarcar secuencias
reguladoras, como serd clarc a partir del contexto de los
expertos en la técnica. Esta definicidédn no pretende excluir a

n

aplicacidén del término gen” a unidades de expresidén de

codificaciédn no de proteina sino mas ixien para aclarar gue en
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la mayor parte de los casos, el término como se utiliza en el
documento se refiere a un &acido nucleico que codifica a una
proteina

Producto de gen o producto de expresidn: Comoc se
utiliza en la presente, el término “producto de gen” o
“producto de expresion” generalmente se refiere a un ARN
transcrito del gen (pre- y/o post-procesamiento} o© un
polipéptido (pre- vy/o post-modificacidén) codificado por un
ARN transcrito del gen.

Homologia: Como se utiliza en la presente, el
términc “hcmclogia” se refiere a la redundancia global entre
las moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de
acide nucleico (por ejemplo, moléculas de ADN y/o moléculas
de ARN} vy/0o entre moléculas de polipéptido. En algunas
modalidades, las moléculas poliméricas se consideran como
“homédlogas” entre si si sus secuencias son al mencs 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, B80%, B5%,
90%, 95%, o 99% iddénticas. En algunas modalidades, las
moléculas poliméricas se consideran come “homélogas” entre
81, =1 su secuencia es al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% similar.

Identidad: Como se utiliza en la presente, el
término “identidad” se refiere a la relevancia global entre
las moléculas poliméricas, por ejemplc, entre meoléculas de

Acido nucleico {por ejemplo, mcléculas de ADN y/o moléculas
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de ARN) y/o entre moléculas de polipéptido. El calculo de la
identidad porcentaje de dos secuencias de acido nucleico, por
ejemplo, puede llevarse a cabo a través de la alineacidén de
dos secuencias para propodsitos de comparacidn oSptima  (por
ejemplo, los huecos pueden intreducirse en una o ambas de la
primera vy segunda secuencia de Aacido nucleico para la
alineacién  optima y secuencias no idénticas pueden
descartarse para propésitos de comparacidn). En  clertas
modalidades, la longitud de wuna secuencia alineada para
propésitos de comparacidn es de al menos 30%, al menos 40%,
al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al
menos 90%, al menos 85%, o sustancialmente 100% de la
longitud de la secuencia de referencia. Los nucledtidos en
posiciones de nucledtide correspondiente después se comparan.
Cuando una posicidn en la primera secuencia estd ocupada por
el mismo nucledtido que la posicidn correspondiente en la
segunda secuencla, entonces las moléculas son idénticas en
gesa posicidén. El porcentaje de identidad entre dos secuencias
es una funcidn del nimero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, tomando en cuenta el numerc de huecos, vy
la longitud de cada hueco, que necesita introducirse para la
alineacidn oéptima de dos secuencias. La comparacidén de las
secuencias y la determinacidén del porcentaje cde identidad
entre dos secuencias pueden lograrse utilizando un algoritmo

matemadtico. Por ejemplo, el porcentaje de identidad entre dos
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secuencias de nucledtido puede determinarse utilizando el
algoritmo de Meyers y Miller (CABIOS, 1989, 4: 11-17), gue ha
side incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0)
utilizando la tabla de residuos ponderada PAM120, una
penalidad de longitud de hueco de 12 y una penalidad de hueco
de 4. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
nucledtido puede, aliternativamente, determinarse utilizando
un programa GAP en el paguete de software GCG utilizando una
matriz NWSgapdna.CME.

Alslado: Como se utiliza en la presente, el término
“aislado” se refiere a una sustancia y/c entidad que ha sido

(1) separada de por lo menos algunos de los componentes con

—~—

los cuales esté& asociada cuandc se produce inicialmente (ya
sea en naturaleza y/0 en una configuracidn experimental), y/o
(2) producirse, prepararse y/c fabricarse por la manc del

hombre. Las sustancias y/c las entidades aisladas pueden

0

separarse de aproximadamente 10%, aproximadamente 20%,

aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente

Q.

50%, aproximadamente 60%, aproximadamente 10%,

(=]

aproximadamente 80%, aproximadamente 90%, aproximadamente
91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%,
aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente
96%, apreoximadamente 97%, aproximacdamente 98%,

aproximadamente 99%9%, ¢ mas de alrededor de 9%9% de los otros

componentes con los cuales estd inicialmente asociada. En
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algunas modaliclades, los agentes aislados estidn alrededor de
80%, alrededor de B85%, alrededor de 90%, alrededor de 91%,
alrededor de 92%, alrededor de 93%, alrededor de 94%,
alrededor de 95%, alrededor de 96%, alrededor de 97%,
alrededor de 98%, alrededor de 99%, o mads de alrededor de 99%
purcs. Como se utiliza en la presente, una susiancia es
“pura” si estd sustancialmente libre de otros componentes.
Como se utiliza en la presente, el calculo del porcentaje de
pureza de las sustancias y/o entidades aisladas no debera
incluir excipiente (por ejemplo, requlador de pH, solvente,
agua, etc.

Mimdtopo: Como se wutiliza en la presente, el
término “mimdétopo” se refiere a una macromolécula que imita
la estructura de un epitopo. En algunas modalidades, un
mimétope provoca una respuesta del anticuerpo idéntica o
similar a la provocada por su epltopo correspondiente. LEn
algunas modalidades, un anticuerpo gue reconoce un epitopo
también reconoce un mimétopo Jque .imita ese epitopo. En
algunas modalidades, un mimdtopoc es un pépltido. En algunas
modalidades, un mimdtopo es una molécula pequena,
carbohidrato, lipido Q acido nucleico. i algunas
modalidades, los mimdtopcs con péptidos o mimdtopos no de
péptido de epitcpos HCV  adaptativamente conservados. En
algunas modalidades, &l imitar la estructura de un epiltopo

viral adaptativamente definido, un mimdétopo interfiere con la
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habilidad de las particulas del virus HCV para unirse a sus
asociados de unién naturales (por ejemplo, el receptor
objetivo HCV, proteina L1, etc.), pér ejemplo, mediante la
unién al ascociado de unidn natural mismo.

Acido nucleico: Comc se utiliza en la presente, el
término “acido nucleico”, en su sentide mas amplic, se
refiere a cualquier compuesto y/o sustancia que estd o puede
incorporarse en una cadena de oligonucledtido. En algunas
modalidades, un acido nucleico es un compuesto y/o sustancia
que esta 0 puede incorporarse en una cadena de
oligonucledtido a través de un enlace de fosfodiéster. En
algunas modalidades, “acido nucleico” se refiere a residucs
de dcido nucleico individuales (por ejempleo, nucledtidos y/o
nucleédsidos). En algunas modalidades, “acido nucleico” se
refiere a una cadena de oligonucledtido que comprende
residuos de 4cido nucleico individuales. Como se utiliza en
la presente, los términos “oligonucledtido” Y
“polinucledltido” pueden utilizarse de manera intercambiable.
En algunas modalidades, “acide nucleico” abarca ARN asi como
ADN monocatenario o Dbicatenario vy/o ADNc. Ademas, los
términcs “acido nucleico”, “ADN”, ARN” y/o términos similares
incluyen analogos de acido nucleico, es decir, andlogos que
Lienen una estructura de fosfodiéster diferente. Por ejemplo,
les asi  dencminados “acidos nucleiéos de péptido” que se

conocen en la Lécnica y tienen enlaces de péptido en lugar de
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anlaces de fosfodiéster en la eskructura, se consideran
dentro del alcance de la presente invencidén. EL término
“secuencia de nucledtido gue codifica una secuencia de
aminoacido” incluye todas las secuencias de nucledtido que
son versiones degeneradas entre si y/o codifican la misma
secuencia de amincécido. Las secuencias de nucledtido que
codifican proteinas y/o ARN pueden incluir intrones. Los
dcidos nucleicos pueden purificarse de fuentes nalturales,
producirse utilizando sistemas de exbresién recombinantes vy
opcionalmente purificarse, sintetizarse quimicamente, etc.
Cuando es apropiado, por ejemplo, en el caso de moléculas
quimicamente sintetizadas, les dcidos  nucleicos pueden
comprender andlogos de nucledsido tales como andlogos que
tienen hases o) azucares guimicamente modificados,
modificaciones de estructura, elc. Una secuencia de acido
nucleico se presenta en la direccidén 53’ a 3’ a menos que se
indique lo contraric. El término “segmento de acido nucleico”
se utiliza en la presente para referirse a una secuencia de
dcido nucleico que es una porcidn de una secuencia de acido
nucleico mas larga. En muchas modalidades, un segmento de
acido nucleico comprende por lo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, o mas residuos. En algunas modalidades, un acido nucleico
es o comprende nucledsidos naturales (por ejemplo adencsina,
timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina,

desoxitimida, desoxiguanosina y desoxicitidina); los analogos
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de nucledsido (por ejemplo, 2-aminocadenosina, 2-tiotimidina,
inosina, pirrclo-pirimidina, 3-metil adenosina, 5-
metilcitidina, C-5 propinil-citidina, C~5 propinil-uridina,
Z2-aminoadenocsina, Ch=bromouridina,  C5h-fluorouridina, Ch-

vodouridina, CbH-prepinil-uridina, Ch-propinil-citidina, Cb-

metilcitidina, 2-aminoadenosina, T-deazaadenosina, 7-
deazaguanosina, B-oxoadencsina, 8-oxoguanosina, C(6)-
metilguanina, Y 2-ticcitidina); bases quimicamente

modificadas; bases bioldgicamente modificadas (por ejemplo,
bases metiladas):; bases intercaladas; azlcares modificadas
(por ejemplo, 2'-fluorcribosa, ribosa, 2' -descoxiribosa,
arabinosa, y hexosa}; y/o grupocs fosfato modificados (por
ejemplo, fosfoticatos y enlaces de 5'-N-fosforamidita). En
algunas modalidades, la presente invencidn esta
especificamente dirigida a “acidos nucleicos no modificados”,
que significa acidos nucleicos (por ejemplo, polinucledtidos
y residuos, que incluyen nucledtidos y/c nucledsidos} que no
han sido quimicamente modificados con el fin de facilitar o
lograr su distribucidn.

Proteina: Como se utiliza en la presente, el
término “proteina” se refiere a un polipéptide (es decir, una
cadena de por lo menos dos aminodcides enlazades entre si a
través de enlaces de péptido). Las proteinas pueden incluir

fracciones diferentes de aminocdcido (por ejemplo, pueden ser

glicoproteinas, proteoglicanos, etc.) y/o pueden ser por el
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contrario procesadas o medificadas. Los expertos en la
técnica apreciaran gque una “proteina” puede ser una cadena de
polipéptido completa como se produce una célula (con o sin
una secuencia de sefial), o puede ser una de sus porciones
caracteristicas. Los expertos en la técnica apreciaran que
una proteina algunas veces puecde incluir mAds de una cadena de
polipéptido, por ejemplo, enlazada a través de uno o mas
enlaces de disulfuro, o ascciada por otros medios. Los
polipéptidos pueden contener L-aminocacidos, D-amincacidos, o
ambos vy puede contener cualquiera de una variedad de
modificaciones o analogos de aminoacidos conocidos en la
técnica. Las modificaciones UGtiles incluyen, por ejemplo,
acetlilacidn terminal, amidacidn, mutilacidn, etc. En algunas
modalidades, las proteinas pueden comprender aminocacidos
naturales, aminoicidos no naturales, aminocacidos sintéticos,
y sus combinaciones. El1 término “péptido” generalmente se usa
para referirse a un polipéptido gue tiene una longitud menor
de aproximadamente 100 aminoécidos, menor de aproximadamente
50 aminodcidos, menor de aproximadamente 20 aminoacidos, o
menor cle aproximadamente 10 aminoacidos. En algunas
modalidades, las proteinas son anticuerpos, fragmentos de
anticuerpoc, sus proteinas bioldégicamente activas, y/o sus
porcicones caracteristicas.

Infececidn HCV recurrente: Como se ulbkiliza en la

presente, una “infeccidn HCV recurrente” se refiere a la
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reaparicién de la evidencia clinica y/o de labhoratorio de la
infeccidén, uno o mas sintomas de infeccidn o la presencia de
particulas HCV en circulacién y/o particulas HCV en el higade
del sujeto. [En algunas modalidades, una infeccidn HCV
recurrente se refiere a una afeccidén en un sujeto que ha sido
previamente infectada con HCV pere no ha recibido un
trasplante de higado.

Molécula  peqgueda: En general, una "molécula
pequerfia” se entiende en la técnica como una molécula organica
que es menor de aproximadamente 2000 g/mol, menor de

aproximadamente 1500 g/mol, menor de aproximadamente 1000

g/mol, menor de aproximadamente 800 g/mol, o menor de
aproximadamente 500 g/mol. En algunas modalidades, las
moléculas peguernias no s0n polimericas. En algunas

modalidades, las moléculas pequerfias no son proteinas,
peptidos o aminoacidos. En algunas modalidades, las moléculas
pequefias no son Aacides nucleicos o nucledtideos. En algunas
modalidades, las moléculas pequefias no son sacaridos o
polisacdridos.

Sujeto: Como se utiliza en la presente, el término
“sujeto” o “paciente” se refiere a cualguier organismo al
cual se puede administrar una composicién de esta invencidn,
por ejemplo, para propdsilLos experimentales, de diagnéstico,
profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicocs incluyen

animales (por ejemplo, mamiferos tales como ratones, ratas,
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conejos, primates no humanos y humanos; inseclos; gusanos;
etc.). En algunas modalidades, un sujeto puede infectarse
con, sufrir de, y/c ser susceptible a HCV.

Sustancialmente: Come se utiliza en la presente, el
término “sustancialmente” se refiere a la condicidn
cualitativa del grado de exhibicidn total o casi total c el
grade de una caracteristica o propiedad de interés. Un
experto en la técnica bhioldgica entendera que el fendmeno
biclégico y quimico raramente, si existe alguno, llega a la
finalizacién y/o avanza hacia la finalizacidén o logra o evita
un resultado absoluto. El términc “sustancialmente” por
consiguiente se utiliza en la presente para caplurar la falta
potencial de complecidédn en muchcs fendmenos biocldgicos vy
quimicoeos.

Que sufre de: Un individuc gue “sufre de” una
enfermedad, trastorno y/o afeccidn, (por ejemplo, infeccidn
HCV) ha sido diagnosticado con y/o despliega unc o més de los
sintomas de una enfermedad, trastorno y/o afecciédn.

Susceptible de: Un individuo que es “susceptible

°

ce una enfermedad, trastorno y/c afeccidn (por ejemplo,
infeccidén HCV. No ha sido diagnosticado con una enfermedad,
trastornc y/c afeccidn. En algunas mgdalidades, un individuo
que es susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccién

puede exhibir sintomas de 1la enfermedad, trastornc y/o

afeccidn. En algunas modalidades, un individuc gqgue es

14%



10

15

20

27

susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccidn puede no
exhibir sintomas de la enfermedad, trastorno y/o afeccidn. En
algunas modalidades un individuo gque es susceptible a la
enfermedad, trastorno y/o afeccidn desarrollaré la
enfermedad, trastorno y/o afeccidn. En algunas modalidades,
un individuo gue es susceptible a la enfermedad, trastorno
y/o afeccidén no desarrollara la enﬁermedad, trastorno vy/o
afeccion.

Cantidad terapéuticamente efectiva: Como se utiliza
en la presente, el término “cantidad terapéuticamente
efectiva” significa una cantidad de la composicidn de 1la
invencidén gque es suficiente, cuando se administra a un sujeto
gque sufre de, o0 es susceptible de una enfermedad, trastorno
v/o afeccidén (por ejemple, infeccidén HCV), para tratar,
diagnosticar, prevenir y/o retrasar el inicio de la
enfermedad, trastorno y/o afeccidn.

Agente terapéutico: Como se utiliza en la presente,
la frase “agente terapéutico” se refiere a cualquier agente
que, cuando se administra un sujeto, tiene un efecto
terapéutico y/o provoca un efecto bioldgico y/o farmacoldgico
deseado. LEn algunas modalidades, un agente terapéutico es
cualquier sustancia que puede utilizarse para aliviar,
mitigar, relevar, inhibir, prevenir, retrasar el inicio de,
reducir la severidad de y/o reducir la incidencia de uno o

mas sintomas o caracteristicas de la infeccién HCV.
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Tratar: Como se utiliza en la presente, el término
“tratar”, “tratamiento”, o “tratande” se refiere a cualquier
metodo utilizado para parcial o ~completamente aliviar,
mitigar, relevar, inhibir, prevenir, retrasar el 1inicio de,
reducir la severidad de, y/¢ reducir la incidencia de uno o
mas de los sintomas o© caraclteristicas de wuna enfermedad,
trastorne, y/o afeccidén (por ejemple, infeccidébn HCV). El
tratamiento puede administrarse a un sujeto gue exhibe signos
de la enfermedad, trastorno y/o condicidn. En algunas
modalidades, el tratamiento puede administrarse a un sujeto
que exhibe solamente signos tempranos de la enfermedad,
trastorno y/o afeccidn con el propésite de disminuir el
riesgo de desarrocllar la patoleogia asocilada con la
enfermedad, Lrastorno y/o afeccidn.

Vector: Como se utiliza en la presente, “vector” se
refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar
otro &cido nucleico con el cual esta asociado. En algunas
modalidades, los vectores son capaces de la replicacidn
extra-cromocsdédmica y/o la expresién de acidos nucleicos a los
cuales se enlaza una célula hospedera tal como una célula
eucariota y/o procariota. Los vectores capaces de dirigir la
expresidén de genes operativamente enlazados son referidos en
la presente como “veclores de expresidn”.

Nomenclatura HCV

ffs bien conocido por los expertos en la técnica que
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la nomenclatura HCV tipicamente utiliza un naimero Arabhigo por
ejemplo, ™17, “27, “3”, “4”, etc.) que representa el genotipo
HCV y una letra en minusculas {(por ejemplec, “a”, “hb"”, etc.)
que representa el subtipo HCV. Aunque las reglas de la
nomenclatura son generalmente aceptadas en la Ltécnica, los
expertos en la técnica reconocen que las reglas de la
neomenclatura no siempre son estrictamente seguidas por el
expertc en la técnica en las publicaciones, presentacicnes,
conversacidén, etc. De esta forma, los expertos en la Lécnica
reconoceria que, por ejemplo, es implicito que “HCV 1la”,
“genotipe la HCV”, y “subtipc la HCV”, podria utilizarse de
manera intercambiado por un experto en la técnica, vy que las
tres formas pretenden referirse al genotipo 1, subtipo a de
HCV.

Como se utiliza en la presente, Los numercs
Arabigos (por ejemplo, “17, “27, “37, Y47, etc.) se utilizan
para referirse al genotipo HCV, y las letras en minlsculas

A

(por ejemplo, a”, "“b"”, etc.) se utilizan para referirse a
logs subtipos de HCV. También se entiende que, cuando HCV de
un genotipo particular es referido eﬁ la presente, significa
que abarca todos los subtTipos del genotipo nombrado. Para dar
un ejemplo, “genotipo 1” es utilizado en la presente para
referirse a todos los subtipos del genotipo 1 (por ejemplo,

genotipo 1, subtipo a; genotipo 1, subtipo b; etc.).

Como se utiliza en la presente, cualguier numero
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Aradbigo (por ejemplo, ™17, ™27, W37, Y47, etc.) que esta
presente después de las designaciones de genctipo y subtipo

se entendera que se refiere a la cepa HCV.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Unidén a diferenteé genotipos HCV a través
del ensayo inmunciluorescente indirecte. Se transfectaron
células 293T con los constructos que llevan las secuencias
E1E2 de los genctipos 1 a 6. Veinticuatro horas después de la
transfeccidn, las células se fijaron scobre portacbjetos y se
detectd la unidn del anticuerpo a células fijas a través de
microscopia fluorescente. HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-23 se
unieron a los genotipes la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, y 6.

Figura 2: Secuencias CDR del dominic Vy, y Vy dominio
de anticuerpos monoclonales traducidos de secuencias ADNc. EL
andlisis reveld que cada anticuerpo contiene diferentes
secuencias CDR de V; v Vy.

Figura 3: Tipificacidén de la subclase IgG. HC-1 es
IgG2, mientras HC-3, HC-11, y CBH-Z3 son IgGl.

Figura 4: Neutralizaciédn con diferentes genotipos
HCV. Cada anticuerpo se ensayd a 20 pg/ml para su habilidad
para neutralizar diferentes genctipos HCV. Los numeros estan
porcentaje de neutralizacidédn comparado con un control no de
anticuerpo. RO4 es un anticuerpo monoclonal humano
coincidente con el isotipo de HCMV y sirve como un control

negativo.
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HCVpp es HCV en pseudo-partiulas
HCVecc es  viricnes HCV infeccioso cultivados de
célula
Numero es el porcentaje de neutralizacidn
No disponible

Figura 5: Ensayo de competencia de anticuerpo. E1
andlisis de competencia con dominics A marcadeos con bhiotina
representativos (CBH-4D), B (CBH-5), y anticuerpos C (CBH-7)
HCV se llevd a cabo. HC-1 y HC-11 demostraron una compeltencia
minima con los anticuerpos de los dominios A y C, y 603-80%
de competencia con CBH-5, lo que sﬁgiere que los epitopos
reccnocidos por estos nuevos anticuerpos se localizan dentro
del dominio B. CBI-23 mostrd una minima o nada de competencia
con  Jos anticuerpes de los dominios A y B, y >80% de
competencia con CBH-7, sugiriendo que este tipo se localiza
dentro del dominio C. HC-3 demostrd una competencia minima o©
nada de competencia con Jlos anticuerpos de los dominios A, B,
v C, lo que sugiere gque este reconoce un nuevo dominio
diferente. Cada anticuerpo de control (es decir, CBH-4D, CBH-
5 y CBH-7) se inhibe a a si mismo y minimamente inhibe a los
otros dos anticuerpos.

Figura 6: Inhibicién de la unidn de EZ a CD81 a
través de anticuerpos monoclonales humancs. El genotipo ElE2
1b expresado en 2937 conteniendo 1 ug/ml T2 se incubd con

cada anticuerpo de prueha a 10 pg/ml y el complejo de anti-
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antigenc después se agregd en las cavidades pre-cubiertas con
CDB1l. La deteccidn de la unidn de E2 a CDEL se midid con CBH-
4D bioteriide. CBH-5 se utilizé como control positivo y RO4
como control negativo. La pre-incubacidn de las
gliceproteinas E2 con HC-1, HC-11, CBH-23, o CBH-5 se redujo
en aproximadamente 90% la unidén de EZ2.-a CD81 comparado con el
RO4 negativo. Similarmente a los otros anticuerpos del
dominio B o C HCV, esos anticuerpcs HCV neutralizaron HCV
mecliante el blogueo de la unién de E2 a CD81L. En contraste,
la pre-incubacidén de las glicoproteinas EZ en la presencia de
HC-3 no redujo la unidén de [EZ a Cb8l. Los experimentos se
llevaron a cabo dos veces por triplicado. Las barras de error
indican una desviacion estindar de la media.

Figuras 7A y 7B: Mapeo del epitopo de HC-1 y HC-11
a Lravés del reemplazo de alanina. Las mutaciones se
introduieron en LEZ2 de la cepa H77¢c del genotipo la (No. de
acceso GenBank AF009606) a través de~mutagénesis dirigida al
sitio (Strategene, CA) . Las proteinas | 9 mutadas se
expresarcn en células 2937 y se analizaron a Lravés de ELISA.
Los aminoacidos mutados se describen en el eje y. El numero
al inicio de cada péptidc corresponde a la posicién en la
poliproteina de la cepa H de referencia. Los anticuerpos
(Fig. 7A) HC-1 y (Fig. 7B) HC-11 HCV se unen a cada mutante
que se expresa comoc porcentaje del valor de unidn normalizado

a través de la unién de CBH-17 y dividido por la unidén del
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anticuerpo HC al tipo silvestre en el eje Xx.

Figura 8: Mapeo del epitopb de HC-3 a través del
reemplazo de alanina. El reemplazo de alanina se llevd a cabo
como se muestra en las [iguras 7A y 7B.

Figura 9: Curso del tiempo de la neutralizacidn
mediada por el anticuerpo de infeccidn HCVpp. Para aproximar
el paso en donde HC-3 se inhibe durante la trayectoria
completa, se llevd a cabe un estudio de curso de tiempo
comparade con el dominic B y anticuerpo para CD81. Existen
patrones similares de avance perdidos en el Dbloqueo de la
entrada el virus con ambos, el anticuerpo anti-CDBl y HCV del
dominie B, HC-11. Esto se espera como el dominio de los
anticuerpcs B HCV gque inhiben la entrada del virus a través
del blogueo de E2Z2 de wunién a CD8l. La similitud de los
patrones con HC-3 con estos dos anticuerpos sugiere que HC-3
inhibe la entrada del virus en un paso temporal cerca de la
interaccidn con CD81l. Esto incluye la posible inhibicidén de
la interaccidén de E2 con un co-receptor HCV diferente, tal
como SR-Bl o un paso inmediatamente después de la conexidn de
CD81.

Figura 10: El epitopc HC-3 esta involucrado en la
dimerizacidén E1-E2. Comparado con los mutantes R65TA y D658A
H77c, HCVpp, (y a un grado menor .F679A) demostraron una
reduccidn significativa en Bl en el granulco de soporte HCVpp.

Esto sugiere que estos residuos estadn involucrados en la
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formacidn del heterodimerc entre E1l y E2. Estos residuos no
han sido previamente identificados como estando involucrados
en la dimerizacidn E1EZ2. Se observaron observaciones
similares con R1LE2 de lisados celulares. El mutante E431A
sirve como un control de una mutacidédn que no afecta la
formacién del helterodimero.

I'igura 11: Efecto de la mutagénesis del epitopo HC-
3 sobre la inefectividad de HCVpp. Se determind la
inefectividad del virus que tiene mutaciones R657A, DESBA vy
F679A, L692A, I696A, o D6I98BA. Cada mulLacidén es letal para el
virus. Una mutacién de contrel en [E431A no mostrd ningln
cambio.

Descripcidn Detallada de la Invencidn

lL.a presente invencidn proporciona anticuerpos gque
reconcocen la glicoproteina 2 de envoltura (EZ) del virus de
hepatitis € (HCV). En algunas modalidades, los anticuerpos EZ
HCV son anticuerpocs monoclonales, tales como anticuerpoes
monoclonales humanos. En algunas modalidades, los anticuerpos
E2 HCV se unen a L2 ascociado con uno ¢ mas de los genotipos
y/o subtipos del virus de  hepatitis C. En algunas
modalidades, los anticuerpos EZ de HCV son utiles para
aplicaciones terapéuticas, de diagndstico y/o profilacticas.
La presente invenciédn proporciona composiciones farmacéuticas
que comprenden los anticuerpos EZ de HCV y métodos para

Lratar pacientes utilizando los anticuerpos L2 de HCV.
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En algunas modalidades, los anticuerpos E2 de HCV
se identifican y se alislan de suero de pacientes infectados.
Como se describe en los ejemplos, se produjo y caracterizéd un
grupc de anticuerpos monoclonales humancs de células B
periféricas de tres individuos infectados con HCV que tienen
una neutralizacidén en suero de concentraciones de unién.
Cuatro anticuerpos monoclonales humanos para EZ2 HCV  se
predujeron y aislaron, HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-23. Los
cuatro anticuerpos se unen a los genotipos la, 1b, 2a, 2,
3a, 4, 5, y 6 de HCV (Figura 1). Estcs anticuerpos se unen a
epltopos adaptativos, que se conservan a través de los tipos
y genotipos virales. HC-1, 1#C-11 y CBH-23 inhiben 1la
interaccion de la proteina EZ2 con CDR81 (Figura 6). HC-3 no
inhibe la unidn de B2 a CD81 (Iigura 6).

En algunas modalidades, los anticuerpos L2 de HCV de
acuerdo con la invencidn proporcionan la neutralizacidn de un
amplio espectro de genctipos y/o subtipos de HCV. BAmbos, la
amplitud de la reactividad a maltiples genotipos y/0 subltipos HCV
y la hakilidad de interferir con la unidén de los viriones HCV a
células susceptibles son deseables para un anticuerpo
neutralizante terapéuticamente Util. La presente invencidén
Lambién proporciona el disefio del péptide y los miméticos
estructurales no de péptido de proteinas de envoltura HCV.

Virus de Hepatitis C Virus (HCV)

£l wvirus de hepatitis C (HCV) es un wvirus de
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envoltura, la informacidén del cual se codifica en un genoma
de ARN de estructura positiva de 2.5 kb. Una regidn no de
codificacidn altamente conservada de 341 bp se localiza en el
extremo 5’ del genoma viral, gque es seguido por un marco de
lectura abilertc largo que codifica una poliproteina de
aproximadamente 3,010 aminocacidos. Dos gliceproteinas .de
envoltura putativas [l  (gp35) y B2 (gp72) han sido
identificadas con 5 & 6 vy 11 sitios de glicosilacidn N-
enlazacdos, respectivamente. Un alto nivel de la variabilidad
genética esta asociado con los genes de envoltura. Esta
variabilidad esta altamente acentuada en el extremo 5’ del
gen E2, en donde dos regiones hipervariables denominadas HVR1
y HVRZ, han sido descritas. Los anticuerpecs para HVR1 parece
gue median la neultralizacién del virus en el cultivo celular
y los estudios de proteccidn de chimpancé (Farci et al.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93:15394-15399; v Shimizu
et al., 1994, J. Virol., ©68:1494-1500; ambas de las cuales se
incorporan agqui por referencia). Aungue el avance ha sido
heche al inducir wuna respuesta inmunitaria mas amplia a
secuencias relacionadas con HVRI (Pdntoriero et al., 1998,
EMBO J., 17:3521-3533; incorporada por referencia en 1la
presente), desafortunadamente, le¢s anticuerpos para HVRI
tienden a ser especifices del aislado y <¢on el tiempo
conducen la replicacidén de nuevas variantes virales que la

respuesta inmunitaria existente no reconcoce (Farci et al.,
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1994, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:77%2-7796; Weiner et
al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:3468-3472; y Kato
et al., 1893, J. Virol., 67:3923-3930; todas las cuales se
incorporan agui por referencia). Los antigenos de envoltura

HCV parece que son altamente inmunogénicos cuando se expresan

en formas glicosiladas (da Silva Cardcso et al., 1897, Ann.
Hematol., 74:135-7; incerporada por referencia en La
presente). Los datos preliminares sugleren la existencia de

epitopos conservados dentro de la proteina E2 {(Lesniewski et
al., 1995, J. Med. Virol., 415:415-22; incorporada por
referencia en la presente). La existencia de anticuerpos
neutralizantes en el suero de pacientes infectados ha sido
propuesta.

Los estudics utilizando proteinas El-E2 de HCV
expresadas en células de mamiferc han demostrado que los
individuos infectados tienen una respuesta al anticuerpo para
L2 HCV compuesta en parte por epitopos que son ambos
adaptativos y lineales en naturaleza (Harada et al., 1994, J.
Gen. Virel., 76:1223-1231; incorporada por referencia en la
presente). Los estudios que inveolucran el aislamiento de
anticuerpos moncclonales o© recombinantes humanos para la
proteina E2Z de HCV demostraron que una fraccidn sustancial de
estos anticuerpos reccnocen a los epitopos adaptativos (da
Silva Cordoso et al., 1698, J. Med. Vireol., 55:28-34;

incorporada por referencia en la presente). Como la funcidn
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bioldégica de estos dominios, los investigadores han utilizado
Ensayos sustitutos para proporcionar ideas sobre la
neutralizacidn viral yva gue el virus no puede crecer 1t vitro
(Houghton, “Hepatitis C wviruses”, In Fields, Knipe, Howley
{eds.) Virclogy, Lippincott-Raven, Philadelphia, 1035-1058;
incorporada por referencia en la presente). Un ensayo
sustituto, el ensayo de la neubtralizacidén de unidn (NOB),
evalua la habilidad de un anticuerpo © suero dado para evitar
la asociacidén de la proteina E2 de HCV con una linea celular
T humana (Resa et al., 1996 Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
93:1759-1763; incorporada por referencia en la presente). Il
hallazgo de que los anticuerpos séricces obtenidos de
chimpancés protegidos por la wvacunacidn fueron fuertemente
positivos en el ensayo NOB proporciona soporte para la
relevancia del ensayo como una medicidn de la actividad
neutralizante del virus (Rosa et al., supra:; y Ishii et al.,
1998, Hepatology, 28:1117-1120; ambas incorporadas  por
referencia en la presente).

La proteina de superficie celular de tetraspanina
humana CD81 (también conocida como TAPA-1; para revision ver
Levy et al., 1998, Ann. Rev. Immunol., 16:89-109; incorporada
por referencia en la presente) es la proteina objetivo unida
a través de E2 de HCV en el ensayce NOB ({(PRileri et al., 1998,
Science, 282:938-941; incorporada por referencia en 1la

presente). Ademds, el CD81 humano se une a viriones libres, vy
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postericrmente es un posible receptor para HCV (Pileri et
al., supra). 3in embargo, Se conoce pocoe acerca de la
conservacidon de los epitopos reconocidos por los anticuerpos
positives NOB previamente identificados en proteinas E2 de
HCV de diferentes genotipos y/o subtipcs.

Otros métodos para la deteccidén y la proteccidn
contra HCV incluyen el desarrollo de miméticos de péptido.
Comc un ejemplo, los miméticos de péptido de proteinas
virales de tipo A y C de hepatitis han sido creados a través
de la produccidén de colecciones de péptido sintéticas y de
despliegue de fago aleatoriamente generadas para utilizarse
en ensayos de deteccidn y terapias de vacunacidén (Mattioli et
al., 1995, J. Virol., 69:5294-5299; y Prezzi et al., 1996, J.
Immunol., 156:4504-4513; ambas incorporadas por referencia en
la presente). Sin embargo, la unidn del anticuerpo efectiva
de estos mimétopos solamente sclamente se ha comparado con
epitoepos viricos linealmente definidos. La fusidn
recombinante secuencial de varios epitopos HCV
inmuneodominantes linealmente definides ha sido descrita para
utilizarse en ensayos de diagnédstice (Chein ef al., 19%8%, J.
Clin. Microbiol., 37:1393-1397; incorporada por referencia en
la presente). Sin embargo, este antigeno de fusidn de
epitopos mGltiples disefado para los epitopos lineales no fue
creado para funcionar en Jla misma capacidad que el mimético

adaptative. No se disend para interferir con la unidén a un
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receptor objetivo.

Las referencias que proporcionan informacidn de
antecedentes concernientes a HCV incluyen Abrignani, 1997,
Springer Semin. Immunopatheology, 19:47-55; Simmonds, 1995,
Hepatology, 21:570:583; vy Mahaney et al., 1994, Hepatology,
20:1405-1411; todas las cuales se 1ncorporan acqul por
referencia. Los constructos de virus o baculovirus de vacuna
que tienen una porcidn del gencma HCV se describen en Ralston
et al. (1993, J. Virclegy, 67:6733-6761; incorporada por
referencia en la presente) vy Lanford et al. (1993, Virclogy,
197:225-235; incorporada por referencia en la presente).

Anticuerpos HCV

Los genes de glicopreoteina de envoltura HCV
despliegan algunos de los niveles mads altos de heterogeneidad
genética a través de los genotipos y subtipes, con EZ
desplegando una mayor variabilidad gque El. Una regidn
hipervariable (HVR1l) encontrada en el términoc N de EZ2 es
altamente inmunogénica y es la determinante principal de las
respuestas del anticuerpo neutralizante especificas del
alislado ({(Farci et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
93:15394; y Shimizu et al., 1994, J. Virol., 68:14%94; ambas
incorporadas por referencia en la presente). Un estudic de
los aislados HCV secuencial obtenido de muestras séricas
recolectadas durante un periodo de 26 afos de un paciente

especifico mostraron que los anticuerpos séricos fallan al
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neutralizar las especies ElE2Z dominantes concurrentes
presentes en el mismo puntc en el tiempo (von Hahn et al.,
2007, Gastroenterology, 132:667; incorporada por referencia
en la presente). Ll escape estad asociado con las mutacicnes
en HVR1 que conduce a la disminucidén de la unidn y a la
neutralizacién de lcs anticuerpos monoclonales a HVRI gue se
produjo para el aisladoc anterior obtenido de este paciente.
Los anticuerpos mas ampliamente neutralizantes usualmente
estdn dirigidos contra epitcpos adaptativos dentroe de [2
{Allander et al., 2000, J. Gen. Virel., 81:2451:; Bugli et
al., 2001, J. Virol., 75:9986; Habersetzer et al., 1998,
Virology, 249:32; Hadlock et al., 2000, J. Virod., 74:10407;
y Ishii et al., 1998, Hepatology, 28:1117; todas las cuales
se incorporan aqui por referencia).

l.os presentes inventores previamente describieron
un panel de anticuerpcs monoclonales humanos neutralizantes vy
no neutralizantes para epitopos adaptativos en E2 HCV
derivados de células B de un individuo infectado con el
genotipo 1b HCV. A través del analisis reciproco se
identificaron tres clusteres inmunogénicos de epitopos
traslapados con diferentes funciones y propiedades (Keck et
al., 2005, J. Virol., 79:131%8%; vy Keck et al., 2004, JU.
Virol., 78:9224; ambas incorporadas por referencia en la
presente). Todos anticuerpos no neutraiizantes cayeron dentro

de un clister designadc como dominioc A {Keck et al., 2005, J.
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Virel., 79:13199; incorporada por referencia en la presente).
Los anticuerpos neutralizantes se segregaron en dos
clisteres, designados como dominios By C, con los
anticuerpos del dominio B teniendo mayor potencia que 1los
anticuerpos del dominio C en el bloqueo con la infeccidn por
el wvirus del cultivo celular infeccioso del genotipo 2a
(HCVcc) (Keck et al., 2007, J. Virol., 81:1043; incorpcrada
por referencia en la presente). Todos los anticuerpos del
dominio B asil como los anticuerpos C mostraron que inhiben la
unién de E2 a CDB1, un recepltor para HCV mostrd que es
esencial para la entrada de HCVpp y HCVcc en las células
hospederas (Hsu et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
100:7271; y Tscherne et al., 2006, J. Virel., 80:1734; ambas
incorporadas por referencia en la presente).

Aungue los anticuerpos para los epiltopos
traslapados dentro del dominio B fueron previamente aislados
de un individuo infectado con HCV, permanece dudosc el grado
en que los epitopos del dominic B en E2 son objetivos
dominantes de la respuesta inmunitaria. El Ejemplc 1 describe
el aislamiento de dos nuevos anticuerpos monoclonales humanos
HC-1 y HC-11, de un individuo infectado con HCV del genotipo
la que compite de manera reciproca con los anticuerpos del
dominio B del panel anterior, de esta forma expandiendo el
numero de epltopos traslapados dentro de este dominio. Estos

anticuerpos estan dirigides a epitopos adaptativos
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conservados entre todos les genotipos v/0o subtipos;
neutralizar HCVpp vy HCVec, con algunos teniendo una mayor
potencia que la previamente observada con otros anticuerpos
en este dominio. El mecanismo de neutralizacidn con esos
anticuerpos es a través de la inhibicidn de la unién de E2 a
CD81. Ademas, los estudios de sustitucidn de alanina 12 en
una regidn gque ha sido definida para ccnectarse con CD8L1
(Owsianka et al., 2006, J. Virol., B80:8695; incorporada por
referencia en la presente) mostrd que algunos residuos de
contacto dentro de estos epltopes de.anticuerpo HCV son los
mismos residuos de contacto necesarios para unién de L2 a
CDh81. Un tercer anticuerpo monoclonal humano, CRBH-23, se
aisld de un individuo infecltado con HCV genotipo 1b. CRBH-23
compite de manera reciproca con un anticuerpoc representativa
para el dominc C, y media la neutralizacidn a través de la
inhibicién de la unidén de L2 a CDE1. Un cuarto anticuerpo
monoclonal humano, HC-3, se aisld de un individueo infectado
con HCV genotipo 1lb. HC-3 no compite de manera reciproca con
los anticuerpos del dominic A, B, y C representativos del
panel anterior, de esta indicando un nuevo doeminio, designado
D. HC=-3 no inhibe la unién E2 a CDB1l (Iigura 6&). La presente
invencidén abarca ‘el reccnocimiento de mecanismo a través de
los cuales HC-3 media la neutralizacidn del virus que ocurre
a aproximadamente el mismo tiempo durante la entrada del

virus cuando el virus interactiia con CDB1. Aungue no se desee
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estar unidc a ninguna teoria en particular, HC-3 puede mediar
la neutralizacidn del virus mediante el bloque de la unién
del virus, que ocurre antes de la unidén de E[E2 CD81; blogquear
la interaccidn del virus con un co-receptor diferente justo
antes o después de la unidén EZ a CDR81l; y/o bloguear un cambio
en la conformacidn en una o mads glicoproteinas de envoltura
viricas invclucradas en una entrada del virus exitosa.

En virtud de una variedad de perfiles de unién de
los anticuerpocs, los ensayos de diagnédstico pueden
utilizarse, los cuales destacaran una pluralidad de tipeos vy
genotipocs y/o subtipos, para asi propercionar un anticuerpo
pan-anti-HCV. [En algunas modalidades, los anticuerpocs pueden
utilizarse para la inmunizacidén  pasiva, como  terapia
protectora para individuos en riesgo de HCV o como terapia
para personas que son seropositivas para HCV.

Las referencias relacionadés con el uso de los
anticuerpcs para HCV  incluyen Akatsuka et al., 1593,
Hepatology, 18:503-510; Delalla et al., 1993, J. Hepatol.,
18:163-167; Mondelli et al., 19%4, J. Virel., 68:4829-4836;
Siemoneit ef al., 1994, Hybridoma, 13:9-13; y Moradpour et
al., 1996, J. Med. Virol., 48:234-241; todas las cuales se
incorpcran aqui por referencia.

Los anticuerpos HCV de acuerdo con la invencion
ofrecen varlas ventajas sobre los anticuerpos existentes

contra HCV. Debido a que Jlas secuencias de aminoacido
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primarias no homélogas pueden aﬁn definir estructuras
proteicas tridimensionales inmunolégicamente idénticas, los
anticuerpcs que se unen a epitopos estructurales conservados
pueden reconocer maltiples genctipes HCV  secuencialmente
divergentes y/o subtipos en conformacidén nativa, mientras los
anticuerpos que reconocen solamente epitopes lineales o
desnaturalizados no pueden. En particular, los anticuerpos
gque reconocen epltopos adaptativamente dependientes de E2
pueden efectivamente interferir con la interaccidn del virus
HCV  con su receptor objetivo celular. E1 uso de los
anticuerpos que reconccen epitopos adaptativamente
dependientes para interferir activamente con 1la habilidad del
virus HCV nativo para unirse a receptores de célula objetivo
{por ejemplo, cn8el) tienen un aplicacidn terapéutica
especifica para reducir la carga viral en individuos
infectados, vy/o evitar la infeccidén o la re-infeccién de
érganos en individuos no infectades (por ejemplo, a Ltravés de
{i) el reconocimiento de las proteinas E2 de HCV verificadas
por diferentes genotipos y/o subtipos HCV; (ii) la unién de
las particulas HCV; y/o (iii) evitar la unidn y la entrada de
particulas virales HCV a Sus células objetivo},
particularmente en receptores con récientes trasplantes de
6rganos, individuos gue experimentan didlisis renal, bebés
que nacen de madres infectadas con HCV, y/o individuos que

experimentan tratamientos por hemofilia u otros trastornos de
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coagulacidn de sangre. En algunas modalidades, otros
receptores incluyen individuos recientemente expuestos a HCV
{por ejemplo, a través de la exposicidén a fluidos corporales
gque contienen HCV). En algunas modalidades, los anticuerpos
HCV pueden ser utiles para el tratamienteo de pacientes con
cepas de HCV gue son idénticas a la cepa de HCV de las cuales
los anticuerpos surgieron. En aléunas modalidades, los
anticuerpos HCV pueden ser Utiles para el tratamiento de
pacientes con cepas de HCP gue son diferentes de la cepa de
HCV del cual los anticuerpes surgieron. Ambos anticuerpos HCV
individuales vy un coctel de wvarios anticuerpos HCV que
reconocen varios epitopos pueden utilizarse.

En algunas modalidades, los anticuerpos HCV pueden
interferir con la infeccidn viral asociado con E2Z a través de
mecanismos diferentes de la prevencidn de la interaccidn
directa con CD81. En algunas modalidades, los anticuerpos HCV
pueden interferir con la inefectividad virica a través de un
numero de posibles mecanismos, que incluyen la prevencidn de
la unidén de E2 a las proteinas co-receptoras, alterar los
cambics adaptativos en proteina E2 necesarios para unidn de
la célula cbjetivo, la inhibicidén de la fusidén viral mediada
por E2 a c¢élulas objetivo, y/o la inhibicidén de la remocidn
de las capas de los viricnes HCV. En algunas modalidades, los
anticuerpos HCV que directamente interfieren con la unidn de

E2 a CDB81 pueden efectivamente complementar los anticuerpos
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HCV que interfieren con la inefectividad a través de otros
mecanismos.

Los anticuerpos HCV de acuerdo con la invencidén que
reccnocen epitopos virales vy gque interfieren con la
interaccidn del wvirus/receptor cbietivo y los epitopos
virales que se unen a tales anticuerpcos fLambién pueden servir
como plantillas para racionalmente designar el péptido vy
otros mimicos estructurales de los epitopos virales. Los
mimicos mcleculares estructurales definidos por estos
anticuerpos HCV encuentran uso en su habilidad para bloquear
la unidn del virus nativo a los receptores objetivos mediante
la unidén al receptor objetivo mismo.

Mediante la produccidn de énticuerpos monoclenales
humanos ¢ humanizados, es posible analizar directamente la
respuesta inmunitaria humana para HCV. En algunos casos, es
deseable utilizar anticuerpos monocleonales humanos 0
humanizados. A través del uso de anticuerpcos monoclonales
humanos, las respuestas inmunitarias junto a los anticuerpos
mismos come antigencs foraneos puede minimizarse, mientras
las respuestas inmunitarias vigorosas se general tipicamente
contra anticuerpes moncoclonales producidos de fuentes no
humanas, porque estas se reconocen como antigenos foraneocs.
La seleccion de anticuerpcs HCV gue reconccen eplitopos
adaptativos wvirales conservados proporcicna aplicaciones

Lerapéuticas mas amplias y mas efectivas de estos reactivos
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para mitigar o© prevenir la infeccidén por HCV que los
anticuerpos capaces de unirse solamente a epitopes lineales o
desnaturalizados. Los anticuerpos descritos en la presente
reccnocen los epltopos adaptativos, que son proteinas E2 HCV
altamente conservadas de miltiples diferentes genotipos vy/o
subtipos. De esta forma, los anticuerpos descritos en la
presente tienen la ventaja de que son mas potentes contra un
amplio intervalo de ailslados HCV, que muchos anticuerpes
neuktralizantes previamente descritos. Una ventaja adicional
es que la alta conservacidn de los eplitopos reconocida por
los anticuerpos descritos en la presente 1indica que estos
anticuerpcs reconccen secuencias con significancia funcional
y/o estructural dentro de la proteina E2 HCV. De esta forma
los péptidos o las meléculas pequedas aisladas con estos
anticuerpos tienan una probabilicdad de ser regiones
funcionales dentro de [E2 HCV.

Produccidén y Caracterizacidn de Anticuerpos HCV

La estrategia global utilizada para el desarrollo
de los anticuerpos HCV del tema se describe en el Ejemplo 1.
En breve, (1) individucs con evidencia de exposicidén a HCV se
identificaron; (2) las células B especificas del antigeno de
sangre periférica se expandieron y activaron in Vitro; (3}
estas células se inmortalizaron a Lravés de electrofusidn con
un heteromieloma de ratédn-humanc adecuado; (4) el anticuerpo

relevante que secreta hibridomas se identificd; y (5} los
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hibridomas relevantes se estabilizaron por c¢lonacidn. [Esta
estrategia dio Como resultado la identificacidn de
anticuerpos HCV que son especificos para la prolteina EZ HCV vy
que se unen a epiltopos adaptativos de E2 de genotipcs HCV 1la,
1lb, Z2a, 2b, 3a, 4, 5, y & (Figura 1).

Como se describe en el Ejemplo 1, las células B
periféricas de individuos con ya sea infeccidn la o 1B HCV vy
con altas actividades neutralizantes del anticuerpo sérico se
utilizaron para preducir y caracterizar un panel de
anticuerpos monoclonales humancs. La clasificacidn idnicial
hace uso de una proteina EZ del genoltipo 1lb para clasificar
anticuerpos derivades de un donador infectade la, o la
proteina EZ2 la para clasificar anticuerpos derivados de un
donador infectade con 1b. Este paso tiene influencia en el
método de c¢lasificacidn utilizade para la seleccidon de
anticuerpos para epliltopos conservados entre los genctipos la
y 1lb ya que el donador estaba infectado con cualguier aislado
del genotipe la o 1b. Leos anticuerpos identificados per tal
clasificacidén (es decir, HC-1, HC-3, HC-11, vy CBH-=23) no
reconocen la proteina E2Z a través de Western Blot, pero si
reconccen la preteina E2 a través de inmunoprecipitacidn.
Lstos resultados sugieren que estos anticuerpos HCV reconocen
los epitopos adaptativos.

L.os anticuerpos HCv HC-1, HC-3, HC-11l, y CBH-23

todos fueron capaces de unirse a E1E2 de los genotipos HCV
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la, 1lb, Z2a, 2b, 3a, 4, 5, y 6 (Figura 1}. HC-1 y HC-11
neutralizan la mayor parte de los genotipos HCV la, 1b, 2a,
2b, 3a, 4, 5, y 6 HCVpp la {(Figura 4) y la infeccidn 1lb, asi
come la infeccidn la y 2a HCVcc (Figura 4). HC-3 fue capaz de
neutralizar HCVpp la y HCVcc 2a. HC-3 neutraliza la HCVpp vy
2a HCVcc (Figura 4}, y CBH-23 neutraliza el genotipo la, 1b,
2a HCVpp, y 2a HCVcc (Figura 4). Estos datos indican que los
cualtro anticuerpos HCV son capaces de reccnocer y neutralizar
mialtiples genotipos HCV. Los ensayos de captura CDB1
mostraron que tres de estos cuatro anticuerpos (es decir, HC-
1, HC-11, y CBH-23) son capaces de bloguear la interaccidén de
B2 y CDBl. (Figura 6). La presente invencidn muestra que los
epitopos que parcial o completamente se traslapan con el
sitio de unidn CDB1l dentro de E2 HCV son ambos adaptativos en
naturaleza y altamente conservados. Un alto grade de
conservacién de secuencia en el sitio de unidén CDB1 es
consiste con la proposicién de que la interaccidn entre EZ2
HCV y CD81 es bhicldgicamente relevante. La presente invencidn
abarca el reconocimiento de que, ya que HC-3 neutraliza la y
2a de HCV pero no inhibe la unidn de E2 a CD8B1, HC-3 podria
utilizarse como mecanismos alternativos para la
neutralizacidn virica.

£l andlisis de competencia ha sido utilizade para
definir anticuerpos con sitios de unidn similares en E2Z2 HCV.

Los anticuerpos HCV previamente identificados que reconocen
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unco de los deominios A, B, o C de EZ HCV se bictifieron, vy 1la
unidén de los anticuerpos bilotefiidos para E2 HCV en la
presencia de cantidades en aumento de anticuerpos HCV de
competencia (es decir, HC-1, HC-3, HC-11, y <CBH-23) se
determind. Los anticuerpos HCV HC-1 y HC-11 efectivamente
compite con los anticuerpos que reconocen el dominio B, pero
no los dominics A o C. CBH-23 efectivamente compite con un
anticuerpo que reconoce el dominio C y no los dominios A o B.
HC-3 no compite con ningin anticuerpc del ddémine A, B o C,

Estos resultados indican que los epitopos adapltivos
dentro de la glicoproteina E2 de HCV estdn altamente
conservados entre los genctipos y/o subtipos HCV divergente.
Los antilcuerpos que reconocen estos epltopos son utiles como
reactivos para mejor definirx la estructura de E2Z de HCV.
Ademés, los anticuerpos gque inhibieron la unién de los
viriones HCV a (CD81 humano demostraron gque media la
neutralizacidn virica de los modelos HCVpp y HCVcc, que son
modelos HCV bien aceptades en la técnica. Ciertamente, el
experto en la técnica reconoce gque la neutralizaciédn exitosa
de HCVpp y/o HCVcc es predictiva de actividad terapéutica in
vivo (ver, por ejemplo, Lavie et al., 2007, Curr. Issues Mol.
Bipol., 9:71-86; Bartosch et al., 2003, J. Exp. Med., 197:633-
642; vy Law et al., 2008, Nat. Med., 14:25-27; todas las
cuales se incorperan aqui por referencia).

De esta forma, la presente invencidn proporciona
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anticuerpos [2 de HCV HC-i, HC-3, HC-11, vy/o CBE-23. La
presente invencidn proporciona anticuerpos que reconocen el
mismo o epitopos similares que HC-1, HC-3, HC-11l, y/o CBH-23.
En algunas mcedalidades, en algunas modalidades, la invencidn
proporciona anticuerpos que compiten con HC-1, HC-3, HC-11,
y/0 CBHM-23 para unidén a la proteina IEi. En algunas
modalidades, la invencidn proporciona anticuerpos que
disminuyen la unidén de HC-1, HC-3, HC-11, vy/o CBH-23 a la
proteina E2 en aproximadamente 30%, aproximadamente 40%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente
70%, aproximadamente 80%, 'aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, o mas de alrededor de 95%,

En algunas modalidades, la invencidén proporciona
agentes (por ejemplo, moléculas pequernias, péptidos, Aacidos
nucleices, lipidos, nanoparticulas, etc.) que compiten con
HC-1, HC-3, HC-11, y/o CBH=-23 para la unidén a la proteina EZ2.
En algunas modalidades, la invencidn proporciona (por
ejemplo, moléculas pequefias, péptidos, Aacidos nucleicos,
lipidos, nanoparticulas, etc.) que disminuyen la unién de HC-
1, KC-3, HC-11, v/0o CBIH-23 a la proteina B2 an
aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente

[s] 0,

50%, aproximadamente 60%, apreximadamente 70%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 90%, aproximadamente
95%, © mas de alrededor de 95%.

El modelo HCVpp (particular pseudotipificada HCV)
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cemprende particulas retrovirales infecciosas
pseudctipificadas con proteinas 1 y k2 HCV no meodificadas
{ver, por ejemplo, Bartosch et al., 2003, J. Exp. Med.,
197:633-642; Drummexr et al., 2003; FEBS Lett., 546:385-390;
Op De Beeck et ai., 2004, J. Virol., 78:2994-3002; y Hsu et
al., 2003, PFroc. Natl. Acad. Sci., USA, 100:7271-7276; Lodas
las cuales se incorporan agui por referencia). HCVpp
preferencialmente infecta células hepaticas humanas, que se
neutralizan a través de los anticuerpos anti-g2, se
nentralizan a través el suerc de paciente infectado HCV, e
imitan las etapas tempranas de la infeccidédn HCV, incluyendo
la entrada virica (Bartesch et al., 2003, supra; y Lavie et
al., 2007, Curr. Issues Mol. Biol., 9:71-86; ambas
incorporadas por referencia en la presente). Los ensayos con
base HCVpp son utiles para chservar la entracda del virus y se
correlacionan con las condiciones fisiolégicas, in viveo, vy
son adecuadas para el desarrollo de nuevas terapias
antiviricas {(Bartosch et al., 2003, supra).

1l modelo HCVcc (viridén HCV de cultivo celular)
proporciona un sistema de cultivo celular que permite la
produccién de viriones HCV  completamente replicativos,
infeccicescos (Lindenbach et al., 2005, Science, 309:623-626;
Wakita et al., 2005, Nat. Med., 11:791-796; y Zhong et al.,
2005, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 102:9294-9299; todas las

cuales se incorporan aqui por referencia). [l sistema HCVcc
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se basa en la transfeccién de la linea celular Huh-7 de
hepatoma humano con ARN de HCV de la cepa JFH1 del genotipo
2a clonada de un individuo con hepatitis fulminante. Con el
fin de permitir estudios comparatives entre las diferentes
cepas IICV, las proteinas estructurales que codifican los
genomas de diferentes genotipos Y las proteinas no
estructurales del aislado JIH1 también se han hecho
(Pietschmann et al., 2006). Los modelos HCVce son capaces de
replicar iIn vitre en cultivos celulares e In vivo en
chimpances (Wakita et al., 2005, supra). El sistema HCVcc
permite el estudio de la vida del ciclo viral completa vy
confirma datos generados con el sistema HCVpp.

Lstda Dbien establecide gque los resultados de
virtualmente todos los experimentos realizados utilizandoe
viriones HCVcc son  consistentes con  los  resultades de
experimentos similares realizados utilizando los viriones
HCVpp. Ver Lindenbach et al., 2005, Science, 309:623-626;
Lavie et al., 2007, Curr. Issues Mol. Biol., 9:71-86; Chapel
et al., 2007, J. Gen. Vireol., 8B:1133-1143; Régeard et al.,
20C7, FEBS J., 274:4705-4718; Pietschmann et al., 2006, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 103:7408-7413; Wakita et al., 2005,
Nature Medicine, 11:7%1-796; Yi et al., 2006, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 103:2310-2315; Zhong et al., 2005, Proc.
Natl. Acad. 5&ci., USA, 102:9294—9295; todas las cuales se

incorporan aquil por referencia.
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Otro medelo establecido para estudiar HCV es el
mocelo de ratén de “trimero HCV” (Ilan et al., 2002, J.
Infect. Dis., 185:153-61; incorporada por referencia en 1a
presente). El medelo de ratdn de Lrimero HCV se desarrolld
utilizando ratones lentamente irradiados, reconstituidos con
células de médula dsea de ratdn inmunodeficiente combinado
severo {SCID, por sus siglas en inglés) en donde los
fragmentos de higado humano infectados ex vivo con HCV han
sido trasplantados. El ratén trimero‘HCV puede ser atil para
evaluar la eficacia terapéutica in vivo de  agentes
terapéuticos y/o de diagndstico HCV potenciales (Ilan et al.,
2002, J. Infect. Dis., 185:153-61; Lren et al., 2006, J.
Virol., 80:2654-2664; ambas incorporadas por referencia en la
presente).

Fstd bien establecido que 1los resultados de los
experimentos llevados a cabo utilizande los viriones HCVece o
HCVpp en sistemas de cultivo son consistentes con  los
resultados de experimentcs en animales llevados a cabo
utilizande modelos quiméricos de ratén de higado humano (Eren
et al., 2006, J. Virel., 80:2654-2664; y Law et al., 2008,
Nat. Med., 14:25-27; ambas incorporadas por referencia en la
presente). Ademds, se ha establecido gque la inhibicién de la
replicacién HCV en ambos ensayos in vitro, y a través de la
extensidén, de modelos quiméricos de ratdn humano de animal

pequefio in viveo, por ejemplo, el medelo de ratdn de trimero,
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se correlacidén con la inhibicidén de HCV en primates no
humanos in viveo. Por ejemple, en un estudio gue se enfoca en
parte en la habilidad de preparaciones IgG humanas
policlonales seleccionadas en la prevencidon de infeccidn en
chimpancés, las preparaciones con altas <concentraciones
neutralizantes como se define por lo ensayos HCVpp fueron
protectoras mientras las preparaciones cen bajas
concentraciones de neutralizacién no 1o fueron. Ver Yu et
al., 2004, Proc. Natl. Acad. S5ci., USA, 101:7705-7710;
incorporada por referencia en la presente.

Dado el valor predictivo de estos de sistemas de
modelo, un experto en la técnica facilmente reconocerd que
HC-1, HC-3, HC-11, y/o CBH-23 (o anticuerpos gque reconocen
los mismos epitopos gue HBC-1, HC-3, HC-1l, y/o CRBH-~23) pueden
exitosamente utilizarse para neutralizacién de HCV in vivo.
Los analogos al éxitoe logrado con inmunoglobulina de
hepatitis B en el trasplante de higado (Dickson, 1988, Liver
Transpl. Surg., 4(5 Supl 1):873-878; y Markowitz et al.,
1998, Hepatology 28:585-589; ambas incorporadas por
referencia en la presente), una posible aplicacidén es
suprimir la infeccidén HCV en receptores de trasplante de
higado con anticuerpos monoclonales humanos neutralizantes
altamente reactivos.

Aunque se proporcionan los anticuerpos mconcclonales

humanos, otros anticuerpos de otras fuentes pueden reconocer
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los mimos epitopos reconocidos por los anticuerpos humanos

descritos en la presente, y también pueden utilizarse.

Generalmente los anticuerpos de fuente de murino (pox
ejemplo, ratones, ratas, lagomorfos, etc.) y animales
domésticos (por ejemplo, conejo, coneijillos de indias,
cabras, ovejas, puercos, polles, caballo, héamster, etc.)

encuentran uso. Se pueden producir anticuerpos que tienen
regiones conservadas de fuentes de mamifero utilizando
modificacidén genética y el reemplazo de las regiones
constantes de los anticuerpos HCV provistos en la presente o
pueden utilizar las proteinas a ser descritas a continuaciodn
como inmundégenos para inmunizar leos animales vy después
inmortalizar las células B resultantes y clasificarlas como
se describe a continuacidn para células inmertalizadas que
producen anticuerpos monoclonales que tienen una
especificidad en un amplic intervalo analogo. Al clasificar
en ensayos de competencia con anticuerpos HCV objetivo, se
puede determinar si los anticuerpos no humanos se unen al
mismo epitopoc.

En lugar de utilizar hibridomas como una fuente de
los anticuerpos, lcs genes que codifiéan un anticuerpos HCV o
una de sus porciones pueden aislarse o intreducirse en una
célula hospedera de mamifero apropiada, pcr ejemplc, CHO,
CHO-K1, 2937, Huh, Huh7.5, Hel.a, CV1, o similar. Los

pléasmidos de expresidn adecuados incluyen pcDNA3.1l Zeo,
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PIND{SPLl), pREP8 (todos disponibles de Invitrcgen, Carlsbhad,
CA) (ver Ejemplo 1), y similar. Los genes del anticuerpo
pueden expresarse a través de vectores virales 0
retrovirales, que pueden ejemplificarse por medio de vectores
con hase en MLV, vectores con base en virus de vacuna, etc.
Similarmente, los genes de anticuérpo pueden expresarse
utilizando las series pCOMB de vectores en la superficie del
fago M13, como dos cadenas independientes, que pueden re-
naturalizarse para formar el anticuerpo intacto.
Alternativamente, los anticuerpos pueden expresarse como una
sola cadena, incluyendo por lc menos las regiones variables.
Los genes pueden utilizarse para lterapla génica mediante la
introduccidén de genes en c¢élulas apropiadas, tales como
linfocitos, células de miasculo, fibroblastes, y similares, en
donde los anticuerpos pueden expresarse y secretarse ya sea
constitutiva o inductivamente para proporcionar una fuente
continua o intermitente del anticuerpo durante un periodo de
tiempo predeterminado, con base en la vida atil de la célula
hospedera. Los genes juntos con un gen marcador (por ejemplo,
resistencia a antibidtico; etigueta fluorescente; seleccidn
de nutriente; etc.}) puede intreducirse en los cultivos
celulares de las células tomadas de un sujeto, las células
modificadas seleccionadas por medic del marcador y las
células marcadas de volverse al hospedero. 1 ADN puede

introducirse en células utilizando varios constructos de AND
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de plasmido, AND desnudo, virus .de AND (por ejemplo,
adenovirus, virus asociado con adeno, o virus de vacuna), y/o
virus de ARN (por ejemplo, virus Vesicular stomatitis, virus
sindbis, y virus semiliki forest), para nombrar algunos. kn
algunas mcdalidades, el constructor de ADN tiene un promotor
para el cual los factcores de transcripcidn estadn presentes en
las células en cuestidn o pueden inducirse o© introducirse vy
les genes bajo contrel de transcripcidén de tal promotor. Otra
secuencias reguladoras también pueden estar presentes, tales
como lideres para la secrecidn, potenciadores, secuencias
estabilizantes de ARN, y similar.

En algunas modalidades, ios anticuerpos son de
clase IgG. En algunas modalidades, los anticuerpos con de la
clase IgGl o IgG2 ({Figura 3}. En algunas modalidades, Los
anticuerpos son de la clase IgG;. En ciertas modalidades, los
aniticuerpos son de la clase IgGi. En algunas modalidades, los
anticuerpbs son de la clase IgGy, IgGis, © IgGpn. En algunas
modalidades, los anticuerpos son de la clase IgG, 149Gz, ©
TgGy. En algunas modalidades, los anticuerpos son de la clase
Igh, IgD, IgE, o IgM. En algunas modalidades, los anticuerpos
son de clase IghA; o IgA;.

Los anticuerpos pueden utilizarse en su forma
nativa o pueden truncarse para proporcionar fragmentcs Fab o
F{ab’),. Los genes que codifican cadenas pesada y ligera

pueden aislarse y modificarse en numero de diferentes formas.
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Convenientemente, al utilizar RT-PCR, el ADNc puede obtenerse
para los genes en una construccidn conveniente para
manipulacién adicional. Las secuencias de nucledtide de
regiones varlables de cadenas pesada y ligera pueden aislarse
y unirse, ya sea directa o indirectamente ¢ a través de una
cadena de 3n nucledtides, en donde n es al menos 1 y no mas
de aproximadamente 60, usualmente no, mids de aproximadamente
40, para proporcionar un enlazador de los amincacidos entre
las dos regiones wvariables. La longitud de la cadena puede
determinarse empiricamente para proveer la afinidad &ptima vy
otros propledades, por ejemplc, en enlace a Lravés de grupos
mercapto, carboxi o amino, para la quelacidn, unidn a la
superficie u otra molécula o similar.

Las etiquetas o rdétules pueden unirse al gen que
codifica el anticuerpo para propercicnar métodos del ambxiente
de afinidad especificos para el anticuerpce expresado, unirse
a una superficie, etiquetas o rdtulos para identificacién,
etc. Las etiquetas o rétulos pueden por el contrario mejorar
la afinidad del gen del anlticuerpo aislado. En &algunas
modalidades, 1las etiguetas o rdétulos estan asociados con
anticuerpos a través de enlazadores, tales como brazos
divisibles, ¢iclos de proteasa, etc. En algunas modalidades,
las etiquetas o rdétulos estan directamente asociados (por
ejemplo, covalente © no covalentemente) a un anticuerpo, un

gen que codifica un anticuerpo, o sus fragmentos.
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Las etiquetas pueden incluir enzimas, grupos
gquelantes, ligandos para la unién & proteinas de unidén a
ligandos, por ejemplo, 'biotina/estreptavidina,
digoxigenina/antidigoxigenina, etc., proteina fluorescente
verde, y similar. Las secuencias de bilotinacién de la
proteina portadora de biotina carboxilasa de E. coli (BCCP)
puede utilizarse para la biotinacidn in vive de proteinas
expresadas en E. coli o introducirse en un lisato de E. coli.
Una secuencia de seis histidinas o© una secuencia de
histidinas alternantes y acidos asparticos que son adecuados
para permitir la unidédn del anticuerpoc a una columna gue
contiene cationes divalentes inmovilizacos pueden utilizarse.
Las secuenclas que codifican epitopos de alta afinidad pueden
utilizarse, tales como el epitopo DYKDDDDK IFLAG (SEC ID NO:
1}, la secuencia de elbiqueta T7 MASMTGGOMG {(SEC ID NO: 2}, 1la
secuencia de etigueta S KETAAAKFERQHMDS (SEC ID NO: 3), o
cualquier otra secuencia gue confiere una alta afinidad de
unidén a su miembro de unidén correlative o un reactivo de
proteina. Las proteinas de fusidn, aparte de las indicadas
anteriormente, incluyen ¢glutaticna-S-transferasa, luciferasa,
ligandos para los receptores de superficie celular
encontrados en hepatocitoes, c¢élulas 71, u otro objetivo
celular deseado, v similar. Tales fusiones usualmente se unen
a través de una secuencia enlazadora de 3-50 aminoacidos que

promueven la bhi-funcionalidad de la proteina.
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En algunas modalidades, las etiquetas incluyen
fracciones flucrescentes, radiocactivas, luminiscentes y/o
enzimaticamente detectables. Alternativamente, los
anticuerpos pueden enlazarse a metales pesades téxicos
quelatados o isdtopes radiocactivos (por ejemplo, Lecnetio,
yode radioactivo, etc.). Los anticuerpos pueden enlazarse
guimicamente a fluordforecs o moléculas quimiocluminiscentes.
L1l acoplamiento quimico puede involucrar la biotinacidn
utilizando el grupo de &cido carboxilico activadec o éster de
biotina Cll-hidrosuccinimida, gque reaccionaréd con cisteinas;
acoplamiento a través del uso de la activacidn de CNBr de
varios granulos (sefarosa, agarosa, magnética, poliestireno,
etc.) o superficies para unir los anticuerpos, y similares;
cualquier numerc de olLros métodos generalmente involucrando
la combinacidén del anticuerpo a una fraccidn gquimica u0til,
usualmente se logran a través de la modificacién de lisina u
otros residuos basices o a través del uso de reactivos
especificos para grupos sulfhidrilo libres.

En algunas modalidades, una etiqueta puede proveer
¢isteinas para formar ticéteres con grupos maleimida,
polihistidina/cisteinas o polihistidinas/acidos asparticos
para metales de quelatacidn, polilisinas para reaccionar con
aldehidos en reacciones de aminacidn reductiva, etc.

En algunas modalidades, una etigueta puede ser una

toxina tal como una toxina de difteria, yicina, abrina,
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proteinas que inactivan al ribhosoma, proteinas de
sefalizacidn de apoptosis, proteinas formadoras de poro (por
ejemplo, perforina), etc.

Llos genes para las regiones variables de cadena
pesada y ligera del anticuerpo (particularmente las regiones
hipervariables de las regiones variables) pueden mutarse de
acuerdo con formas conocidas para mejorar la afinidad de
unién del anticuerpo o una reactividad mas amplia. Se pueden
utilizar la seleccidn in viftro para ldentificar los
anticuerpcs de unidn Optimos utilizando metodologias de
despliegue de fago, mutagénesis alealoria o dirigida de
secuencias, u otras metodologias similares. Alternativamente,
se puede utilizar un desplazamiento de alanina o glicina de
las regiones hipervariables para identificar aminoacidos
esenciales y después varian los amincacides a aquellos u
otros sitios para identificar la unidén mejorada del epitopo.
Otras técnicas conocidas en la técnica pueden utilizarse para
proporcionar anticuerpos mutagenizados. Ver, por ejemplo,
Gram et al., 1992, Froc. Natl. Acad. S8ci., USA, 89:3576-80;
Griffiths et al., 1993, EMBO J., 12:725-34; de Kruif et al.,
1995, J. Mol. Biol., 248:97-105; Low et al., 1996, J. Mol.
Biecl., 260:359-368; Hanes et ali., 2000, Nat. Biotechnol.,
18:1287-1292; Boder ef al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci.,
UsA, 97:10701-10705; Graff et al., 2004, Protein Eng. Des.

Sel., 17:293-304; Cumbers et al., 2002, Nat. Bioctechnol.,
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20:1129-1134; Chewdhury and Pastan, 1899, Nat. Bilotechnol.,
17:568-572; Neuberger and Milsteiln, 1995, Curr. Opin.
Immunol., 7:248-254; Jolly et al., 1996, Semin. Jmumunol.,
8:159-168; Neuberger et al., 1998, Immunol. Rev., 162:107-
116; Neuberger, 2002, Biochem. Soc. Trans., 30:341-350; DBeers
et al., 2000, Clin. Cancer Res., 6:2835-2843; y Salvatore et
al., 2002, Clin. Cancer Res., 8:995-1002; todas las cuales se
incerperan agqui por referencia.

Las referencias que se refieren a la produccidn de
anticuerpos humanos incluyen Foung et al., 19%0, J. Immuncl.
Methods, 70:83-90; vy Zimmermann et al., 1990, J. Immunol.
Methods, 134:43-50; ambkas incorporadas por referencia en la
presente. Las referencias relacionadas con la produccidn de
anticuerpos modificados utilizando colecciones de
combinacidn, Burton and Rarbas, Dixeon, FJ (Ed.) Advances in
Immunology, Vol. 57, Vi+391 p. Academic Press, Inc., 5San
Diegc, CA, 191-280, 1994; Plaisant et al., 1997, Res. Virol.,
148-169; vy Barbas and Burton, Monoclonal Antibodies from
Combinatorial Libraries. Cold Spring Harbor Laboratory Course
Manual, Ccld Spring Harbor, NY, 1994:; todas las cuales se
incorporan aqui por referencia. Los anticuerpos modificados
pueden preducirse a través de mutagénesis seguida por la
seleccidén in vitro de una propiedad deseable, tal como una
afinidad aumentada para un  antigenc objetivo o  una

especificidad mas amplia o mds esltrecha. Los anticuerpos
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también pueden modificarse a través de una toxina u otra
molécula biocactiva. Un ensayo para unidn de los anticuerpos a
F2 de HCV se describe en Rosa et al. (1996, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 93:1759-1763; incorporada por referencia en 1la
presente) .

Epitopes Adaptativos

Caracterizacidn de los Epitopos

Los anticuerpos pueden utilizarse para identificar
los epitopos estructurales en la proteina L2 a la gue se
unen. Se pueden utilizar dos métocdos basicos utilizando los
anticuerpcs monoclonales para identificar epitopos
adaptatives. En el primer andlisis de variantes naturales o
mutaciones de aislados HCV puede utilizarse para identificar
regiones, vy finalmente aminoAcidos individuales que estéan
involucrades en los epltopos reconocidos por anticuerpos
monoclonales {Schwartz et ali., 1999, J. Mcl. Biol., 2B8B7:98B3-
9489; incorporada por referencia en la presente). Los
anticuerpos se clasifican contra el nimerce de diferentes
aislados LEZ2 de HCV, se identifican los aislados que son
selectivamente no reactivos con anticuerpos individuales. Las
proteinas de envoltura EZ “guiméricas” después se consiruyen
en donde las proteinas de la qguimera se derivan de la
proteina EZ de un genotipo HCV y otbtras porciones se derivan
de la proteina EZ de otrce genotipo HCV. Las proteinas L2

quiméricas se construyen a través de fragmentos de LCraslape
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de amplificacidédn PCR, vy/o a través del uso de sitios de
restriccidn comunes a ambas proteinas E2. Un método
alternativa es la estructuracidén de ADN como plonero, a
través de la compafila bictecnolégica MaxyGen (revisado en
Cohen, 2001, Science, 293:237; Locher et al., 2005, DNA Cell
Biol., 24: 256-263; Locher et al., 2004, Expert Opin. Bicl.
Ther., 4:589-5%7; Locher et al., 2004, Curr. Opin. Mol.
Ther., 6:34-39; Kurtzman et al., 2001, Curr. Opin. Biotech.,
12:361-370; y Minshull and Stemmer, 19299, Curr. Opin. Chem.
Biol., 3: 284-290; todas las cuales se incorporan aqui pox
referencia). Al examinar las reactividades de unidn
observadas de diferentes proteinas 22 quimeéricas con
diferentes anticuerpos monoclonales, las regiones de
aminodcidos en las proteinas LE2 involucradas en la formacidn
de epitopos adaptativeos se identifican. Una vez gue se
identifican las regiones relevantes, los aminocacidos
individuales que difieren entre los diferentes genotipos se
mutan para componer una secuencia EZ reactiva. Los mutantes
gque restauran la completa reactividad identifican aminodcidos
que estan involucrados en la formacidn del epitopo.

Un Segundo meétodo basico para definir un epitopo
adaptativo es sintetizar una serie de 10 - 15 residuos de
péptidos traslapados en longitud que codifican la secuencia
deseada de EZ de HCV (ver, por ejemplo, Petit et al., 2003,

J. Biol. Chem., 278:44385-4439%2; Moskalenko et al., 2000, J.
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Virol., 74:1761-1766; Pettersson, 1992, Mol. Biol. Rep.,
16:149-53; Gerlefs-Nijland et al., 2003, Nephron Exp.
Nephreol., 94:e25-34; todas las cuales se Iincorporan agquil por
referencia). Log péptidos después se clasifican contra los
anticuerpos utilizande ambas concentraciones del anticuerpo
{(por lo general 100 pg/ml o mayor). Las regiones individuales
que comprenden el epitcpo adaptativo completce por lo general
retienen actividad de unién residual con un anticuerpo que
puede detectarse. Una vez que se identifican estas regiones,
se puede confirmar utilizande estudios de mutacidén que
inveolucran 10 - 15 residuos del péptido, va sea en el
contexto del péptidec o a través de la sustitucidén en una

proteina EZ de HCV conformacionalmente intacta. Una variacidn

cde esta tecnologia se describe en Reineke et al. (199%, Nat.
Biotech., 17:271-275; incorporada por referencia en la
presente).

En algunas modalidades, la presente invencidn
proporciona la definicidn de epitopos adaptativos de la

proteina EZ de HCV, y ademads proporciona compoesicicnes vy

compuestos que contienen tales epitopos. Por ejemplo, la
presente invencidén preoperciona agentes  imitadores (por
ejemplo, proteinas, péptidos que tienen moléculas,

carbohidrates, lipidos, nanoparticulas, Aacidos nucleicos,
mimdtopes, compuesbos corganicos, compuestos ocrganometalicos,

compuestos inorganicos, etc.) que comprenden epltopos

{29



@21

10

15

20

25

68

adaptativos de la proteina L2 de HCV. Los agentes de peptido
pueden contener uno o mas epitopos reconocidos por los
anticuerpos de la presente invencidn, En ciertas modalidades,
las proteinas son cadenas de péptidos concatenados en donde
por lo menos uno de los cuales contiene un epitope adaptativo
de EZ2 de HCV. Los péptidos de la cadena pueden contener
diferentes epitopos adaptativos de HCV o los péptidos pueden
contener el mismo epiteopo. Los péptidos de la cadena
preferiblemente deberan plegarse apropiadamente con el fin de
desplegar el epitopo adaptativo sustancialmente como aparece
en la naturaleza. Tales proteinas y péptidos pueden
utilizarse en la formulacidn de vacunas o pueden utilizarse
en pruebas de diagndstico.

La presente invencidn proporciona un método para
estratificar pacientes con base en su respuesta inmunclégica
HCV v para identificar aquellos pacientes que probablemente
respondan bien a la inmunoterapia HCV. Por ejemplo, se puede
utilizar el suero de un pacienkte para ensayar la presencia de
anticuerpos dirigidos contra un epitopo particular de EZ de
HCV. Si el paciente nc tiene niveles adecuados de anticuerpos
dirigides a tal epitopo, los anticuerpos monoclonales humanos
divididos contra el anticuerpo pueden administrarse al
paciente.

En  la formulacién de las vacunas 1(para HCV,

cualguier agente que imita por lo menos un epitopo adaptative
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de la proteina TZ de HCV puede utilizarse. En algunas
mocdalidades, los epitopcs representados en la vacuna incluyen

los que estan conservados entre diferentes genotipos del

virus o© entre diferentes cepas del virus. [En algunas
modalidades, los péptidos o proteinas gue contienen los
epitopos conformacionalmente definidos de L2 de HCV se

utilizan en la formulacidén de una vacuna para evitar una
infeccidén a través de HCV o para tratar una infeccidn HCV. [En
algunas modalidades, las imitaciones:  del péptido o proteina
puzden ser menores de 500, menores de 200, mencres de 100,
menores de 50, menores de 40, menores de 30, o menores de
20 aminodcidos en longitud. [En algunas mocalidades, los
péptides a ser utilizados en la feormulacidn de una vacuna son
fragmentos de peépltido de la proteina E2 de HCV. En algunas
modalidades, un péptido se pliega en una forma similar a su
pliegue en la proteina L2 nativa de esta forma conservando la
estructura tridimensional de un epitopo adaptativo.

Una vacuna también purede contener proteinas que
representan peptidos concatenados que tienen el epitopo
adaptativo el cual los anticuerpos désean. Variocs diferentes
péptidos gque forman el multimero pueden utilizarse de tal
forma que cada péptido contiene un epitopo diferente, o el
mismo péptido pusde utilizarse mas de una vez en el
multimero.

Los péptides pueden sintetizar utilizando cuaiquier
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método conocide en la técnica incluyen quimica de fase sdédlida de
Merrifield. Los péptidos también pueden cbtenerse a traves de la
divisidn de la proteina EL o B2 y la purificacién. Los péptidos
pueden hacerse recombinantemente vy producirse en £, c¢coli,
levadura (por ejemplo, S. cerevisiae),.células de insecto (por
ejemplo, cé&lulas Sf9), o células de mamifero (por ejemplo,
células CHO) utilizando cualgquier técnica disponible en la
técnica {(Sambrook et al.; Miller & Calos, eds., Gene Transfer
vectors for Mammalian Cells, 1987; Ausubel et al., eds., Current
Protocols in Molecular Biology, 1987; cada una de las cuales se
incorpora aqui por referencia). Los pépticdos pueden modificarse
para aumentar su inmunogenicidad, solubilidad en solucidn acuosa,
0 para aumentar su propensién a plegarse correctamente. Por
ejemplo, los péplLidos pueden ser glicosilados, farnesilacdos,
hidroxilados, reducidos, oxidados, etc. .

En algunas modalidades, un péptido comprende los
aminocacidos 657-698 de la proteina 2 de HCV. En algunas
mocdalidades, el péptide comprende uno o mas de los
amincacidos D658, F679, L692, 1696, o D698 de la proteina E2
de HCV. Como se apreciara por un experto en la técnica, las
secuencias de aminocadcido andlogas de las proteinas E2Z de
cualgquier genotipo de HCV pueden utilizarse. Las secuencias
analogas pueden determinarse a través de la alineacidn de
maltiples secuencias de la proteina E2 en diferentes cepas o

genotipos de HCV. Las secuencias homdlogas que conservan el
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epitopo deseado también utilizarse en la formulacidédn de

vacunas. En algunas modalidades, las secuencias son al menos

50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al mencs 80%,

al menos 85%, al menos 90%, al mences 95%, al mencs 98%, © mas

homélogas a la secuencia nativa de la proteina LE2Z de HCV.

En algunas modalidades, las proteinas E2Z HCV de

longitud completa comc se describen en la presente, pueden

tener una secuencia que se deriva de una poliproteina HCV de

tipo silvestre. [En algunas modalidades, las protelnas EZ2 HCV

de longitud completa, como se describe en la presente, puede

tener una secuencla que se deriva de una poliproteina HCV no

de tipe silvestre. Las secuencias de amincacide de una

variedad de diferentes poliproteinas HCV (por ejemplo, de

diferentes genctipos, subtipos, aislados, etc.) se conocen en

la técnica y estan disponibles en bases de datos publicas

tales como GenBank. Las secuencias de poliproteina HCVY

ilustrativas de multiples genotipos, subtipos y/o aislados

HCV, son provistos en la Tabla 1 siguiente.
Tabla 1: Secuencias de Poliproteina HCV Ilustrativas
Accaeso a Genotipo
Secuencia de Poliproteina HCV
GenBank ¥ Subtipo :
AABET03B la MSTNPKPQRK TKRNTHRRPQ DVKFPGGGQI VGGVYLLPRR GPRLGVRATR
(H77) KTSKRSQPRG RRQPIPRARR  PEGRTWAQPG YPWPLYGNEG CGWAGWLLSP
RGSRIPSWGET  DPRRRSENLG  RVIDTLTCGE ADLMGYIPLV  GAPLGGAARA

LAHCGVRVI.ED
YHVTNDCPHS
GKLPTYQLRR

GVNYATGNLP
STVYEAADAT
HTDLLVGSAT

GCSESIFLLA
LHTRCCVRCY
LCSALYVGDL

LLSCLTVPAS
REGNASRCWY
CGSVELVGQL

AYQVRNSSGL
AVTPTVATRD

FTESPRRHWT
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Acceso a

GanBank

Genotipo

¥ Subtipo

Secuencia de Poliproteina HCV

TODCNCSIYP
AHWGVLAGTA
GLITPGAKON
GCPERLTSCR
SVCGPVYCET
GCTWMNSTGF
FWI'TPRCMVD
RCDLEDRDRS
YLYGVGSSTA
LVILHAASTA
LALPQRAYAL
TRYEAQLHVW
TLOASLLKYE
HHT.TPLRDWA
PVSARRGOI]
DRNQVEGFVQ
YTHVDODLVG
SLLSPRPISY
LGTTMREPVE
VLVLNPSVAA
ADGGCSGGAY
PEGSVTVSHE
DELAAKLVAL
VIDCHTCVTQ
FVAPGERPSG
COPHLEFWEG
PPSWDOMWKC
ADLEVVTSTH
LYQLEFDEMER
CIPNWOKLEVF
LTTGQILLEN
ILAGYGAGVA
ILRRHVGPGE
LTYTQLLRRL
POLPGIPEVS
TCRNMWSGTPI
YVSGMTTDNT,
LHEYPVGSOL
S5ASQLSAPS

GHITGHRMAW
Y FSMVGHWAI
TOLINTNGSW
RLTDFAQGWG
PSPVVVGTTD
TKVCGAPPCV
YRPYRLWHYPC
ELSPLLLSTYT
SWATKWEYVY
GTHGLVSEFLY
DTEVAASCGE
VPPLNVRGGR
YFVRVOGLLR
HNGT.RDLAVR
LLGPADGMVS
IVSTATQTY
WPAPOGSRSL
LKGSSGGPLL
TDMSSPPAVP
TLGFGAYMSK
DITICDECHS
MNIEEVALSTT
GINAVAYYRG
TVDEFSLLPTT
MEDRDSSVLCEC
VEFTGLTHIDA
LIRLKPTLHG
VLVGGVLAAL
CEQHLPYIRQ
WAKHMWNETS
ILGGWVAAQL
GALVAFKIMS
GAVOWMNRT,L
HOQWISSECTT
CORGYRGVWR
PINAYTTGEC
KCPCQIPSPR
PCEDPEPDVAV
LKATCTANHD

DMMMNWS BT A
VLYVLLLFAG
HTNSTALNCH
PTSYANGSGL
RSGAPTYSWG
TGGEVENNTLL
TINY'ITFKVR
QWQVT.BCSET
LLFLLIADAR
FECFARYLKG
VVYLVGLMALT
DAVILLMCVV
TCALARKIAG
VEDPVVFSRME
KGWRLOAPT'T
ATCTNGYCWT
APCTCGSSDT
CPAGHAVGLE
QSFQVAHLIA
AHGVRIBNTRT
TDATSILGIG
GEYPFYGKAI
LOVSVIPTSG
TIETTTLEQD
YDAGCRWYEL
HFLBQTKOSG
PTPLLYRLGA
ARYCLSTGCV
GMMLAEQFKG
GTQYLAGLST
AAPGRATARY
GEVPSTEDLY
ATASRGNHVS
PCSGSWLRNT
GDGIMHTRCH
TPLPAPHYKE
FIMELODGVRL
LTSMLTDESH
SPDAELIEAN

ALVVAQLLRI
VDAETHVTGE
ESLNTGWLAG
DERPYCWHYP
ANDTDVEVLN
CPTDCFRKINE
MYVGGVEHRL
TLEALSTGLY
YCSCLWMMILL
RWVPGAAYATR
LEPYYKRYIS
HPTLVYFDITK
GHYVQMATIK
TKLITWGADT
RYTQQTRGLL
VYHGAGTRTI
YLYTRHADVT
RAAVCTRGVA
PTGSGKSTKV
GVRT1TTGSP
TVLDQAETAG
PLEVIKGGRII
DVVVVSTDAL
AVSRTORRGR
TPAETTVRLR
ENFPYLVAYQ
VONEVTLTIP
VIVGRIVLSG
KALGLLOTAS
LIPGNPATASL
GAGLAGAMNTG
NT.LEATLSPG
PTHYVPESDA
WDWICEVLSD
CGAETTGHVK
ALWRVSAERY
HREAPPCKET,
TTARARGRI,
LLWROEMGGH

PORTMOMTAG
NAGRTTAGLVY
LEYQUKFNSS
PRPCGIVPAK
NTRPPLGNWIT
EATYSRCGSG
EANCNWTRGE
HLHONIVIVG
TSQREAALRN
YGMWPLLLLL
WCMWWLOY L
LLLALFGPLW
LGALTGTYVY
ARCGRTTNGI,
GCIITSLTGR
ASPKGEVIQM
PVRRRGDSRG
KAVDFLEVEN
PAAYARQGYK
ITYSTYGKET,
BRLVVLATAT
LIFCHSKKKC
MTGFTGDRFDS
TGRGKPGIYR
AYMNTPGLIY
ATVCARMOATP
TTKYIMTCMS
KPALILPDREV
RHAEVITPAV
MAFTAAVTSD
SVGLGKVLVD
ALVVGVVCAA
AARVIRTLGS
FKTWLKAKIM
NGTMRIVGPR
VEIRRVGDFH
LREEVSFRVG
ARGSPPSMAS
TTRVESENKY
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Acceso a

GanBank

Genotipo

y Subtipo

Secuencia de Poliproteina HCV

VILDSEDPLY
WKKPDYEFPPV
STGES3T3GT
SDGSWST'VSES
LROHNLVYST
NLLSVEEACS
VTRPIDTTIMA
KLPTAVMGES
SDIRTERATLY
ASGVLTTSCG
EDAANLRATT
VYYLTRDPTT
SVLIARDOLE
ETNRVAACLR
RTKLKITRIT
AGVGIYILPN

AEEDEREVSY
VHGCPLPRPR
TGDHTTTSSE
GADTEDVVCE
TSRSACOROK
LTPPHSAKSK
KHEVFOVQPE
YGEQYSTPGOR
QCCBLDPQAR
NTLTCY IKAR
IFAMTRY SREP
PLARAAWETA
QATHCETYGR
KLGVPPLRLW
ARGRLDLSGW

PAERTTLRKSRR
SPPVIPPPRKK
PARSGCIPDS
SMSYSWTGAL
KVTEDRLOVL
FGYGAKDVRC
KGGREPARLT
VEFPLVQMAWKS
VAIKSLTERL
AACRAAGLOD
GDPPQPEYDL
RHTPVNSWLG
CYSTEPLDLP
RHRARSVRAR
F'TAGYSGGDI

R (SEC ID NO: 4)

FARALPVWAR
RTVVLTRESTL
DVESYSSMPP
VTPCANEEQK
NSHYQDV LKE
HARKAVAHIN
VEPDLGVRVC
KKTPMGESYD
YVGGRETTNSR
CIMLVCGDDT,
ELITSCIESNY
NITMFAPTLW
PTIQRLHGLS
LLSRGGRAAT
YHSVSHARER

POYNPPLVE'

STALAELATK
LEGEPGDPDT
LPINALSHSL
VEARASKVKA
SVWEDLLEDS
EKMALYDVVS
TRCEDSTVTE
GENCGYRRCR
VVICESAGVQ
SVAHDGAGKR
ARMILMTHIEE
AFSLHSYSDPG
COGRYLENWAY
WIWFCLLLLA

ARK0B8509

MSTNPKPQRK
K1SERIQTRG
RGSRPSWGPT
LAHNGYRVLED
YHYTNDCSHS
SSTPT'ITTRR
VODCNCSTYP
AHWGVLAGLA
SWLSQGRSOK
GCPERMASCR
QVCGEVYCET
GCTWMHSTGE
PWILTPRCLYD
RCDLEDRDRS
YLYGVGSVVY
LYVLNAASVA
LALDPPRAYAM
TRARAHLOVE
VLOAGTTRVP
NITTLLRDWA
PVSARRGKET
DENQVEGEV(Q)
YTHVDQDLVG

TERNTNRRPQ
RRQPIPKARR
DPRRERSENLG
GVNYATCNLP
SIVYREAADMI
HVYDLTVGAAA
GHVSGIRMANW
YYSMVGHNWAK
TQLVNTNGSW
PIDKFAQGWG
PESPVVVGTTD
TKTCGGRPCN
YPYRLWHYPC
ELSPLLLSTT
SVVIKWEYVL
GAHGLIL.SFLV
DREMAASCGG
VEPPLNVRGGR
YEVRAQGLTH
HAGLRDLAVA
LLGPADSLEG
VVSTATQSFL
WOAPPGARSL

DVEFPGEGOY
PEGRTWAQEG
KVIDTLTCGE
GCSFSTFLLA
MITPGCYDEV
LCSAMYVGDT,
DMMMNES PTT
VLIVMLLEAG
HINRTALNCN
PITHYVPNIS
RSGVETY SWG
TGGVGNNTI.T
TIHEFTIFKVR
EWOVLPCSET
LLFLLLADAR
FECAAWY TKG
AVFVGLVILLT
DATITLLTCAY
ACMIVRKVAG
VEPYVIPSTIME
RGWRLLAPIT
ATCVNGYCRT
TPCTCGSSDL

VGGVYLLPRR
YPWPLYGNEG
ADLMGY I PLV
LLSCLTIPAS
RESNESRCWV
CGSVILYSQT
ALVVSQLLRT
VDGHTHVTGG
DSLOTGFIAN
DORPYCWHYA
ENETDVLLLN
CPTRCEFRKHP
MYVGGVEHRT,
TLPALSTGLI
VCACLWMMLL
RLVPGARYAL
LSPYYKVFELA
HPELIFDITK
GHYVOMATFMK
TKILTWGADT
AYSQOIRGLL
VYHNGAGSKTT.
YLVTRIADVI

GPRLGVRATR
MGWAGWT,LSF
GAPT.GGAARA
AYEVRNVSGT
ALTPTLAARN
FTESPRRYET
PQAVYIMVAG
RVASSTOSLY
LEYAHRENAS
PQPCGIVPAS
NTRPPQGNWEF
EATYTKEGSG
NAACNWTRGE
HLHQNTVDVQ
TAQAEATLEN
YGVWERTLLLL
RLIWWLQYFI
LLLATLGPLM
LGALTGTYTY
ARCGDITLGL
GCITTSLTGR
ACPKGPITQM
VRRRGDSRG
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Acceso a

GenBank

Genotipo

¥y Subtipo

Sacuencia de Poliproteina HCV

SLLSPRPVSY
METTMRSPVE
VLVLNPSVAA
ADGGCEGGAY
PPGEVTVIRHTP
DELAMKLSGL
VIDCN'TCVTQ
FVTPGERPSG
CODHLEFWES
PPSWDOMWKC
ADLEVVTSTHW
LYQEFDEMER
ESKWRALETI
LTTOSTLLEN
ILAGYGAGVA
ILRRHVGPGH
LTITQLLKRT,
POLPGVPTES
TCSNTWRGTT
YVTCMTT NV
LHQYLVGSQL
SSASQLSARS
VVLDSEFDPLR
WEKRPDYVPPV
TFGESES3AV
SDGSWSTVSE
RHHINMVYATT
LLSVEEACKL
TPIDTIMAK
LPOVVMGSSY
DIRVEESILYQ
SGVLI'TSCGN
DAASLRVETE
YYLTRDPTTE
TLLAQEQLEK
TINRVASCLRK
TKLKLTPIPA
CVOIYLLENR

LKGSSGGPLL
TOHSSPEAVE
TLGFGAYMSK
DITTCNDECHS
N1EEVALSNT
GINAVAYYRG
TVDFSLOPTR
MFDSSVLCEC
VETGLTHIDA
LTRLKPTLHG
VIVGGYLAAL
CATHLPYIEQ
WAKIMWNET S
ILGGWVARQL
GALVATKVMS
GAVOWMNRLI
HOWIHEDCST
CQRGYKGVWR
PINAY'I"IGPC
KCPCQVPAPE,
PCEPEPDVAY
LEATCTHIY
AREDEREVSY
VHGCPLPPIK
DSGTATALFD
EASENVYCCS
SRSAGLRQKK
TPPHSAKSKE
NEVFCVYQPEK
GFQYSPGGRY
CCDLAPEARQ
TLTCYLKRSA
AMTRYSARPG
LARNAWETAR
ALDCQIYGAC
LGVPPLRVWR
ASQLDLSGWE

{SEC ID NO:

CPSGIAVGTF
OSFOVAHLHA
AHGINPRIRT
TOSTTILGIG
GEIPFYGKAT
LOVSVIPTIG
TIETTTYEQD
YDAGCAWYEL
HELSQTKQAG
PTOLLYRLGA
ARYCLTTGSV
GMOLAEQFKQ
GIQYLAGLST
APPSAASATY
GEMPSTEDRLY
AFASRGNIVS
PCAGSWLRDY
GDGIMQITCE
TPSPAPNYSR
FFSEVDGVRL
LISMLTRESH
SPDADLIEAN
PARTLRKSKK
APPTDPPPRRK
QASDDGDKGS
MSYTWTGALT
VT FDRLOVID
GYGAKDVRMNL
GGRKPARL LV
EFLVNTWKSK
ATKSLTERLY
ACRARKLODC
DEPOPEYDLE
HTPVYNSW LGN
¥YSTEPLDLPQ
HRARSVRARL
VRAGYSGGLTY

5)

RAAVCTRGVA
PTGSGKITHY
GVRTTTTGAP
TVLDQAFRTAG
PIEAIRGGRH
DVVVVATDAT
AVSREQRRGR
TPAETSVRLR
DNFRYLVAYQ
VONEVTLTHP
VIVGRIILSG
KALGLLOTAT
LPGNPATASL
GAGIAGARVG
NLLPATLSPG
PIHYVPESDA
WOWTCTVLTD
CGAQT TGHVEK
ALWRVAAREY
HRYAPACRPL
ITAETAKRRL
LLWRQEMGGH
FPAAMPIWAR
RTVVITESSY
DVESYSSMPP
TPCANEESKI,
DRYRDVLKEM
SSKAVNHTIS
FPDLGYRVCE
KNPMGFSYDT
IGGRLINIKG
TMLVNGDDLY
LITSCSSNVS
11MYAPTLWA
TIERLHGLSA
LSOGGRARTC
HSLSRARERW

KAVDEVPVES
PAAYARQGYK
VTYSTYGKIEL
ARLVVLATAT
LTFCHSKKKC
MTGYTGLDEDS
TGRGRRGIYR
AYLNT PGPV
ATVCARAQAP
ITKY TMACMS
RPATVPDREL
KQAERAATVV
MAFTASTTSP
SIGLGKVLVD
ALVVGVVCAA
AARVTQILSS
FETWLOSKLL
NGSMRIVGPEK
VEVTRVGDEH
LREEVTEFQVG
ARGSPPSLAS
ITRVESENKV
PDYNPILLES
SSALAELATK
LEGERGDPDL
PINALSNSLI,
KRKASTVEKAK
VWRDLLEDTV
KMALYDVVST
RCEDSTVTEN
GNCGYRRCRA
VICESAGTQE
VAHDASGKRV
RMILMTHFFS
FSLHSYSPGLE
GKYT.FNWAVE
FMLCLLLLSV

BAB32872

MSTNPKPORK

TKRNTNRRTE

DVRIFPGGGOT

VOGVYLLPRR

GPRLGVRTITR
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Acceso a Genotipo
Secuencia de Poliproteina HCV

GenBank y Subtipo
(JFEH-1) KTSERSQPRG  RROPIPKDRR  SN1CKAWGKPG RPWPLYGNEG LGWAGWLLSP
RGSRPESWGPT  DPRHIRSRNVG  KVIDTLTCGE ADLMGYIPVYY  GRPLSGARRA
VAHGYRVLED  GVNYATGNLP GFPFSTILLA  LLSCITVPVS  AMQVENTSSS
YMVTNDCSHND  STTWOLEAAV  THVDPCGCVPCE  RVGNTSRCWY  PVSPNMAVRO

PGATTOGLRT
VQECNCSIYPR
AIWGYMFGLA
GVIFSHGPQON
GCPGRISACR
ARSVCGEVYC
WRGCTWMN ST
CGSGTWLTPR
TRGDRCDLED
VDVQYMYGLS
ALFKLVVLIA
CT.LLMALRFRQ
CYLLTLGEAM
GPAYLLRAAL
TYTYRHLTPM
LHGLDVSART,
MTGRDORTEQH
VTOMYSSALG
DKRGALLSPR
PVETLDVVTR
QGYKVIVLNE
GKFLADGGCA
ATATPPGSVT
KKKCDELAAA
DEDSVIDCHV
GTYRYVSTGE
GLPVCODHLE
AKAPPPSWDA
TCMQADLEVM
DKEVLYEAFD
QPAMOASWPK
ITSPTL.ESTSTY
VLVDTILAGY D
ICANTLRERRYV
LLGSLTITSL

11 DMVVMSAT
GTITGHRMAR
Y FSMOGAWAK
TQLINTNGSW
NTRAFRTGWG
FTRSPYVVGET
GRTKTCGAPP
CLVHYPYRLW
RORSOLSPLL
PATTKYVVRY
ASAANCHGLL
AYAYDAPVHG
LOEWY P PMQV
THVEYFVRAH
SDWANSGLRD
GOETLLGPAD
GEVQILSTVS
DLVGWIPSPPG
PISTIKGSSG
SPTESDNSTP
SVAATLGFGA
SGAYDIIICD
TPHPDIEEVG
TRGMGLNAVA
AVTQRVDFSL
RASGMEDSVY
FWEAVFTGLT
MWKCLARLED
TETWVLAGGV
EMEECASRAR
VEQFWARHMW
TLLNTMGGWL
AGTSGALVAR
GPGEGAVOWM
LRRLHNWTTE

FCSALYVGDL
DMMMNWS PTA
VIVILLLAAG
HINRTALNCN
TLOYEDNVTN
TRRRGVETYT
CRTRADFNAS
HY PCTVNFTT
HSTTEWATLP
FEWVVLLFLLT,
YERTFEVAAY
QIGVGILLILY
RGGRDGIAWA
ALIRVCALVK
LAVAVERPIIEF
GYTSKCGWKLL
QSFLGTTISG
TKSLEPCKCG
GRVLCTRGHV
PAVEQTYQVG
YLSKANGTNE
ECHAVDATS T
LEREGET PEY
YYRGLDVSII
DETETITTOY
LCECYDAGRA
11 DAHFLSOT
TLAGETPLLY
TARVAAYCTLA
LIEEGORIAE
NEISGIQYTA
ASQIAPIAGA
KIMSGEKPSM
NRLLAFASRG
BCELRCSGSW

CCGVMLAMADV
TMILAYVMRY
VRAGTTTYVGG
DSLNTGFLAA
PEDMRPYCWII
WGENETDVFL
TDLLCRTDCR
FKIRMYVGGY
CTYSDLPALS
ADARVCACLW
HIRGRYVPLT
TLETLTRGYR
VITFCPGYVE
QLAGGRYVOV
SPMEKKV VA
APTTAYAQQT
VLWTVYHGAG
AVDLYLVTEN
VGLFRAAVCS
YLHAPTGSGK
NTRTGVRTVM
LGIGTVILRQA
GRAIPLSCTK
PAQGDVVVVA
VEPQDAVSRSQ
WYDLTPARTT
KOAGENFAYL
RLGPTTHNEVT
TGCVSTLIGRL
MLKSKIQGLL
GLSTLPGHPR
TGEVVSGLVG
EDVINLLPGT
NHVAPTHYVT

LRDVWDWVCT

FIVSPOYHWE
PEVIIRIVSG
AVARSTHNVIA
LEYTHRI'NSS
YPPRKPCGVVP
LNSTRPPQGS
RKHPDATYTK
FHRLTAACNE
TGLLHLHONT
MLILLGOAEA
TYCLTGLWPRIF
T1L.LGOCLWWL
DT TEWILLALL
ALIALGRWTG
GAETANCGEDIL
RGLLGATVVS
NETLAGLRGT
ADVIPARRRG
RGVAKSIDET
STEKVPVAYAA
TGEATTYSTY
ETAGVRLTVL
GGRULIFCHS
TRALMTGYTG
RRGRTGRGRQ
VRLRAYFNTP
VAYQATVCAR
LTHPGTRY 1A
HYNQRVVVAP
QOASKQAQDT
VAEMMAFSAA
ARVGSIGLGK
L3PGALVVEY
ESDASQRVTQ
TTTDFEKNWLT

\9x
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Accasc a Genotipo
Secuencia de Poliproteina HCV
GenBank ¥y Subtipo
SKLFPKLPGL TPFISCOKGYK GVWAGTGIMT TRCPCGANIS GNVRLGSMRT
TGPKTCMNTW QGTEFPINCYT EGOCAPKEPPT NYKTATWRVA ASEYAEVITQH
GSYSYVTGLY  TDMLKIPCQL PSPEFFSWVD  GVQIBRFAPT PRPIFRDEVS
FCVGLNSYAV  GSQLPCEPEP  DADVLRSMLT DPPHITAETA ARRLARCSPP
SEASSSVSQL  SAPSLEATCT  THSNTYDVDM  VDANLLMEGG VAQTEPESRY
PYLDFLEPMA EEESDLEPSI PSECMLPRSG  FPRALPAWAR PDYNPPLVES
WRRPDYQPPT VAGCALPPPK KAPTPPPRRR RTVGLSESTI  SEALQQOLAIK
TEGQPPSEGD  AGSSTGAGAR  ESGGPTSPGE PAPSETGSAS  SMPPLEGEPG
DPRLESDOVE  LOPPPOGGGY  APGSGIGSWS  TCSEEDDTTV  CCSMSYSWIG
ALITPCSPEE EELPINPLSN  SLLRYHHKVY CTTSKSASQOR  AKKVTFEDRTQ
VLDAHYDSVL  KDIKLAASKY  SARLLTLEEA  CQLTPPHSAR  SKYGFGAKEV
RSLSCRAVNH  THESVWKDLLE  DEQTPIPTTI MAKNEVECVD PAKGGKKPAR
LTVYPDLGVR  VCREKMALYDI TOKLPQAVMG  ASYGFQYSPA  QRVEYLLKAW
ARRKDPMGES  YDTRCFDSTV TERbIRTEES TYQACSLPEE ARTATHSLTE
RLYVGCGPMEN  SKGQTCGYRR  CRASGVLTTS MGNTITCYVK  ALAACKAAGL
VAPTMLVCGD  DLVVISESQGC TELEDERNLRA  FTEAMTRYSA DPPGDPPRPEY
DLELITSCSS  NVSVALGPRG  RRRYYLTRDP  TTPLARAAWE TVRIASPINSW
LGNTIIQYAPT  IWVRMVLMTH  FFSILMVODT  LDONLNFEMY GSVYSVNPLD
LPALITERLHG TLDAFSMRTYS HHELTRVASA LREKLGAPPLR VWKSRARAVR
RSLIASRGGKA  AVCGRYLFNW  AVKTKLKLTP LPEARLIDLS  SWETVGAGGG
DIFASVSRAR  PRSTLLFGLLL  LEVGVGLFLL  PAR (SEC ID NC: 6)
BABOBLOT 2b MSTHPEPQRK TEKRNTHNRRPO DVEFPGGGQT  VGGVYLLPRR  GPRLGVRATR
{JPUTS71017) KTSERSQPRG  RRQPIPKDRR  STCGKSWGKPGE  YPWPLYCNEG CCGWAGWLLSP
RGSRPTWGPS  NDPRHRSRNLG  RVIDTITCGE  ADLMGYILPVV  GABRVGGVARAM

LAHGVRVLER
YYATHDCSNN
RGALTHNLRA
TQRCNCST Y()
GHWGVVEFGTA
GLFKLGAQQON
GCPERLSSCR
AQSYCOPYYC
WEGCTWMNGT
CGAGPWLT PR
TRGNIRCRLED
VDVQYLYGLS
ALRKLTTLHS
LLLVLALEQQ
SYMLVLARRQ

GINYATRNI,P
SITWQOLTHAV
HYDVIVMART
GHTTGQRMAW
YT SMOGAWAK
VOLINTNGSW
GLDDEFRIGWG
FrRPSPYVVGT
GITKTCGARPD
CLIDYPYRLW
RDRGOOSPLL
DAVTKYTIVKW
ASNASANGPL
AYALDRALQG
VOQWVEPLEA

GCSFSTIILLA
LHLPGCVPECE
VCSALYVGDY
DMMLHNKWSPTL
VIAILLLVAG
HINRTALNCH
TLEYETNVTN
TDROGVETYN
CRIRKDFNST
HYPCTVNFTI
HSTTEWAVLE
EWVVLLFLLL
WEETEFTAM
ELGLVILMII
RGGRDGIIWV

LLSCVTVPVS
NDNGTLRCWI
CGAVMIVSOA
TMILAYAARV
VDATTYSTGA
DSLHTGEFMARM
VEDMRPYCWH
WGDNETDVFL
LDLLCPTDCE
FEVRMYVGGY
CSFSDLPALS
ADBARICACLW
Y LEGRVVPARA
SIFTLTPAYK
AVITLHPHLVE

SYEIRNISTS
QVTPENVAVKH
LIVSPERINTE
PELVLEIVFEG
TVGRTVGSEN
LEYANKFNSS
YPPRPCGIVP
LNSTRPPRGR
REHPDATYVK
EHREFSAACNE
TGLLHLHQNT
MLIILGQAER
TYSVLGLWSE
ILLSRSVWWL
EVTKWLLATT
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G3AYLLKASL
TYIYDRHLSPL
LHGLPVSARL
LTGRIKNEQA
VIOMY''SARG
DRRGALLSPR
PVESLDTARR
QGYKVLVLND
GKETADGCGCS
ATATDPGTVT
KKKCDELAAA
DEDSVYTDCNY
GTYRYVSSGR
GLPVCQDHLE
AKATPPSWRV
TCMOADLIEVHM
DKEILYEAFD
QPAMOSSWPK
LTSPLPTSTT
TLVDVLAGYS
ICAAILRRHV
VLSSLTITSEL
AKLLPKMEGL
TGPKTCLNMW
GSESYVIGLT
FTVGLNSLVV
SOASSEASQL
IVLDSLDSMT
WERPDYEPPT
VLSPLODTHND
DPDLEFEPLR
ALI'N'PCGPER
VI.DAHYDSVL
RSLSRGAVNH
LIVYPDLGVR
GSKKDPMGES
RLYVCGGEMTH
VDPITMILNVCGD
DLELITSCSS

LRVPYFVRAH
STWARQGTLRD
GREVLLGPAD
GQVOVLISVT
DLVGWPSPPG
PLSTLKGSSG
TESFSDHSTP
SVAATLG G
AGAYDIXLICD
TPHANTEEVA
LRCMGVHNAVA
AVTQIVDESI.
RESGMEDSVY
FUEAVEIGLT
MWECLTRLKP
TSTWVLAGGY
EMEECASKAR
TEQFWARHMW
TLLNIMCGWL
AGISGALVAL
GOGEGAVQWM
LERLHAWITE
PFISCOKGYR
QGTEPINCYT
SDHLKVECQY
GSQLPCREED
SAPSLKATCT
EVEDDREDSY
VLGCALPPTP
SGUSTGADTG
SAPPSEGECE
EKLPISPLSN
QDVKRAABKY
IRSVWEDLLE
VCEKMALYDT
YDTRCFDRSTV
SKGOSCGYRR
DIVVISESQOG
NVSVALBSRG

ALLRVCTLVR
LAVAVEPVVE
GYTSKGWELL
QSFLGTSISG
TEKSLDPCTCG
GPVLCIPRGHA
PAVEQTYQVG
YMSKANGINE
ECHSVIATTL
LGHUEGETTEY
YYRGLDVSVI
DRTEITITTOT
LCECYDAGHAA
HTRAHFLSQT
TLTGPTPLLY
LARVAAYCLA
LIEEGQRMAR
NFISGIOYLA
ASQTAPPAGA
KIMSGEKPSYV
NRLIAEFASRG
DCPVYECSGSH
GVHAGGVMT
FGPCVPKPPP
PAPEEFSWVD
DTEVLASMLT
THETAYDCDM
PSEYLTRRRK
QAPVFPPRRR
GPSVQQPSGE
VIDSDSKSWS
STMREFHNKVY
SARLLSVEEA
DQHTPIDTTA
AQKLPKATIMG
TERDIRTELES
CRASGVITTS
NEEDERNLRA
RRRY FLTRDP

HLAGARY T (M
SPMEKKVIVA
APITAYTQOT
VLWTVYUGAG
AVDLYLVTRN
VGLERRAVCA
YLHAPIGSGK
NIRTGVRTVT
LGIGTVLDOA
GKAIPLASIK
PPOGDVVVVA
VPQDAVSRSQ
WYELTPARTT
KOGGDNFAYL
RLGAVTNRETT
TGCISTIGRT
MLKSKILGLL
GLSTLPGNPA
TGFVVSGLVG
EDYYNLLPAT
NHVAPTHYVA
LRDIWEWVCS
TRCSCGANIS
NYKTATWRVA
GVQTHRFAPT
DPSHITAETA
VDANLFMGGD
FPPALPPWAR
RARVITQDNY
TAASDAGSLS
TVSDQENSVI
STTSRSASLR
CALTPPHSAK
MAKNEVICID
PSYGFQYSEA
TYQACSLPQE
MGNTMTCY T K
FTEAMTRYSA
TTEITRAAWE

LLITMGRWI'G
GAETVACGDL
RGLLGAIVVS
NETLASPRGP
ADVIPVRRED
RCVAKSINFL
STRVPAAYTS
TEDSLTYSTY
ITAGVRLVVI,
GGRHLIEFCHS
TRDALMTGYTG
RRGRTGREI L
VRLRAYFNTP
TAYQATVCAR
LIHPVTEYIA
HINDQVVVATR
CAOATRQAQIT
VASMMATFSAA
AAVGSTGLGK
LSPGALVVGY
ESDASTRVTQ
ILTDFKNWLS
GHVRLGTMKT
ASEYVEVTGH
PGPEIFRDEVT
ARLARGSPP
VTRIESDSKV
PRYNPPVIET
EGVLREMADK
SMPTLEGEPRG
CCSMSYSWTG
AKKVTEDRVQ
SRYGEFGAKEY
PAKGGKKPAR
ERVDFLLKAW
ARTVIHSITE
ALAACKAAGH
PPGDLPRPEY
TVRHSPYHSW
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LGNIIQYAPRT
LPAITERLNG
ASLTTOGGRA
DITHSVSHAR

ITWVRMVIMTH
LDAFSTHTYS
ATCGRYLENW
PRLLLLCILLL

FFSILLAQDT
PHELSRVART
AVKTKLKLTP
LSVGVGIFLL

LNQNLNEFEMY
LRKLGAPPLR
LPEASRLDLS
PAR (SEC ID

GAVYSVNPLD
AWKSRARAVR
GWIMTVCAGGG
NO: T}

CARTZ2338

(ED43)

MSTNPKPORK
KTSERSQPRG
RGSRPSWGPN
LAHGYRALED
YHVTHNDCENS
IGAPLESLRS
TQDCNCSIY'T
GIWGYLVGVA
NLFSS3GSKQN
GCSERLACCK
SSVCGPVYCKE
FGEVIMNETS
PWITPRCLTD
VCGLEHRDRV
YLYGVGSAVY
LININAASAA
LMLIPERAYAY
ARTEAVLHVY
ILOASLLRIP
DHLTPMSDWP
PVSARLGNET
DTNENCGEVQ
YTHVOQDLVG
ALLSPRITIST
LETTMRE PV
VLVLNPSYAR
ADGGCSGGAY
PPGESVTTEIS
DELARQLTSL
VIDCHNTSVTQ
YVTPGERPSG
CODHLEFWES
PPSWHITMWKC
ADLEVVTSTH
LYQQFDEMEE

TRRMTNRRIPM
RROPIPEKARR
DPRGRSRNLG
GINYATGNLP
SIVYEADHNT
HVDLMVGAAT
GHITGHRMAW
YFSMQANWAK
LOLINSNGSW
SLDSYGQGWE
TPEPVVVGETT
FTKTCGAPPC
YPYRLWHEPC
ELSPLLLTTT
SWALKWEYVV
GAQGEWYATT
NOERVAGSLGG
IPSFRVRGPR
YFVRAQALVE
PYGLRIDLAVA
LLGEADTETS
VLSTATQSFEL
WPAPPGVRSL
LKGSSGGPLL
TONSTPPAVE
TLGEGVYMSK
DILICDECYS
NIEEVALDPTT
GLNAVRAYYRG
TVDFSLDPTTE
MIDTAELCEC
VETGLTHIDG
LIRLEKPTLHG
VLVGGVLAAL
CSKILPLVEN

DVKFPGGGQT
PEGRSWAQPG
KVIDTLTCGE
GCSFSIFLLA
MHLPGCVRCY
YCSGLY TGN
DMMMHWSPTT
VILVLFLFAG
HINRTALNCN
PILGVANISGS
DHYGVETYTH
EVNTNNGTWH
TANFSVENIR
AWQILPCSET
LAFLLLADAR
FICTVWAVESG
AIVVMLTILT
DSVIVLAVLY
TCSLLRGVVY
LEDVVETPME
KGWRLLAPIT
GTAVNGVMAWT
APCTCGSANT,
CPMGHRAGTT
QOTYQVAHLEA
BYGIDPNIRS
TDSTTILGIG
GRIPFYGKAL
LDVSVIPTSG
STETTTVPQD
YDAGCAWYEL
HELSQTKQSG
PTPLLYRLGS
DAYCLSVGSY
GLQLAEQFKQ

VGGVYT.LRPRR
YEPWPLYGNEG
ADLMGYTDPLV
LLSCLTVPAS
REGNQSRCWY
CGGLIFLVGQOM
TLVLAQVMRI
VDAETHVIGH
DSTNTGTFLAS
SDDRPYCWHY
GENETDVFLL
CPTDCERKHP
TEVGGTIRHRM
TLPALSTGLT
VSAY LWMMEM
RFPARDAYAR
LSPHYKLWLA
CPDLVFDITK
GKYFOMVVLK
KKVIVWCADT
AYAQQTRETLE
VYHGAGAKTI
YINTRHADVE
RARVCTRGVA
PTGSGKSTKY
GVRTTTTGAPR
TVTL.DQAETAG
PLELIKGGRH
DVVVCATDAL
AVERSQRRGR
TPAETTTRLK
ENFPYLVAYQ
VONEVVLTHE
VIVGRVVLSG
KALGLLNFAG

GPRLGVRATR
CGWAGWLLS P
GAPVGSVARA
AVNYRNVSGT
ALTPTVAADRY
FSFRPRRIWT
PTTLVDLLSG
AVGRSTAGLA
LEYTHKENSS
APRPCGTVER
NSTRPPNGAW
ETTYAKCGSG
QAACNWTRGE
HLHQNTVDV(Q
VSOVEMALSN
CGLWRCELLL
RGTHWIQYET
YLLAILGPLI
SRGLIGTYIY
ABCGDITRGL
STIVTSLTGR
SGTPKGPVYNGM
PYRRRGDTRG
KAVIXEVEVES
PAAHARDGYK
ITYSTYGKFL
VRLTVLATAT
LIFCHSREKRC
MTGITGDIDS
TGRGRLGTYR
AYFDTPGLPV
ATVIAKVWLA
ITKYIMACMS
QPAVIPDREV
KQAQEATPVI
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QSNTAKLEQE  WANDMWNEIS GCIQYLAGLST LPGNPATIASL MSFTAAVTSP
LTTQQTLLEFN  ILGGWVASQT RDSDASTARY VSGLAGAAVG SVGLGKILVD
TLPGYGAGVR GAVVTFKIMS GEMPSTEDLY NLLPAILSPG ATVVEVVCDPA
TLRRHVGPGF GAVQWMNRLI  APFASRCGNHYS PTHYVPESDA ARRVTITLSS
LTVISLLRRL  HKWINEDCST PCAESWLWEY WDWVLHVLSD  FKTCLEKAKFY
PLMPGIPLLS WPRGYKGEWR GDGVMHTTCPF CGADLAGHIK NGSMRITGPK
TCSHTWHGTT PTHAYTTGPG VPIPAPNYKF ALWRVSAEDRY VEVRRVGDEN
YVIGYTQDNL  KFPCOVPAPE LFTEVDGIRI  HRUHAPKCKPL LRDEVSESVG
LNSIVVGSQL  PCEPEPDVAV  LTSMLTDPSH ITTAESARRRL ARGSRPSLAS
SSASQLSPRT,  LOQATCTAPHD  SPGTDLLEAN  LLWGSTATRV  FETDRKVIILD
SFESCVAFRQN  DDREVSVAAE  TILRPIKKEFPP  ALPIWARPDY NPPLTETWKQ
QDYQAPTVHG CALPPAKQPEP  VPSPRRKRTY QLTESVVSTA  LAELAAKTFG
QSEPSSDRDT  DLTTPTETTD SGPIVVDDAS DDGSYSSMPP LEGEPGDPDL
TSDSW3STVSG  SEDVVCCESMS YSWTGALVTP CAARESKLPI  SPLSNSLLRH
BANMVYATTTR  SAVTRQEKEVT FDRLOVVDST YNEVLKETKRA RASRVKPRLL
TTEEACDLTP PHSARSKFGY GKKDVRSHSR KAINHISSVW KDLLDDNNTPR
TPTTIMAKNE  VPAVHPARGG REPARLIVYP DLGSRVCEKR  ALHDVIKKTA
LAVMGAAYGE  QYSPAQRVEER  LLTAWKSKND  PMGFSYDRDTRC  FDRSTVITEKDI
RVEEEVYQCC DLEPFARKVI  TALTDRLYVG GPMHNSKGDI, CGYRRCRATG
VYTTSEGNTL,  TCYLKATAAT RAAALRDCTM  LVCGRDLVVI  ALESDGVEEDH
RALRAFTEAM TRYSAPPGDA POPAYDLELI  TSCSSKRVEVA  HDVTGKRVYY
LTRDPETETA  RAVWETVRHT PVNSWLGNIT VYAPTIWVRM TIMTHFFSIL
QSOEALEKAL  DEDMYGVTYS  ITPLDLPATL  QRLUHGLSAFT LHGYSPHELN
RVAGALRKLG VPPLRAWRHR ARAVRAKLIA QGGRAKICGI YLFNWAVKTK
LELTPLPAMRA  KLDLSGWETV  GAGGGDTYHS MSHARPRYLL LCLLILTVGV
GIFLLPAR {(SEC ID NO: 8) )

ABE98159 ta MSTLPKPQRK  TKRNTNRRPM DVKEPGGGQRT VGGVYLLPRR  GPRLGVRATR
KTSERSQPRG RRQPIPKARQ PQGRIWAQPG YPWPLYGNEG CGWAGWLLSP
RGSRPHWGEN  DPRRRSRNIG  KVIDTLICGE ADLMGYIPVV  GAPLGGVAAA
LANGVRATED GINYATGNLP GCSFSIFLLA  LLSCLTTPAS ALTYGNSSGL

YHLTNDCPNS
ASTSATGFRR
VODCNCSTIYT
GHWGILIAVA
FLAPGPRONT,
CPERMAMCRP
STVCGPVYCE
FGCTWMNSTG
RCCSGPWLTP

SIVLEADAMI
HYDLLAGAAY
GHVTGHRMAW
¥ FGMAGNWLK
OLINTNGSWH
LADFROGWGQ
TPSPVVVGTT
FTKTCGAPPC
RCLVHYPYRI

LALPGCLRCY
VCS5LYIGDL
DMMMNWS PTT
VLAVLFLFAG
INRTALNCND
ITYKDNISGP
DRRGNPTY'TW
QIVPGDYNSS
WHYPCTINET

RVDNQSTCWI
CGSLFLAGQL
TLVYLSSTLRV
VERTTTIGRE
SLOTGETASL
SDDRPYCWHY
GENETDVEML,
ANELLCPTDC
VHEVRMEVGG

AVSPTLATPN
FTEQPRRHWT
PEICASVIEFG
MGSTTAGLVR
FYAHTTIHSSG
APRPCSVVER
GSLRPPTGGW
FREHPEATYQ
IEHREFDAACH
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WIRGERCELH
TVDVQYLYGY
ARVERLYVLN
LLLTILALPR
MOYFTARRER
TAPLYILOYS
GTYVYDHLAE
TLSGLPVSAR
SLTGRDKNEV
PVCOMY TNV
GDSRAALLSE
TBEVENMETTM
SQGYKVLVLN
YGKFLADGGC
LATATPPGSY
SKKKCDRLRG
GDFDSVIDCH
PGVYRFVSQG
PGLPVCODHI,
RAKAPPRSWD
MTCMSADLEV
PRREVLYQQF
LKPAVHSAWP
SLTSPLRTSQ
RVLVDVLAGY
VVCAATLRRI
QLLTSLTITS
KAKLLPRL PG
ITGPKTCSNT
LGNCHYVVGA
TESVGLSTYA
PSLASSSASG
SENKVVILDS
PPLIQAWQMP
AQLADKVEVE
PLEGEPGDRD
TNPT.SNSLTR
LRASTVOAKL
WEDLLERSDT

DRDRIEMSPL
SESVTSEWVVK
AASARGTAGW
RAYAMDNEQM
MINEWVPDLR
LLEVPYFVRA
LSDWASDGLR
LGNLVLLGPA
EGEVOVVETA
QDLVGWESPP
RPISTLRGSS
RSPSETONST
PSVAATLSIEG
SGGAYDITIC
TVPHPNITET
KLKSLGLNAV
VAVTOVVDES
ERPSGMEDTY
EFWEGVETGL
TMWKCLIRLEK
ITSTWVIVGG
DEMEECSRHI
RVELRFWRKHM
TLLLNTLGGW
GAGVSGALVA
VGPAEGANQW
LLRRLRQWVT
IPFLSCQTGY
WHGTFPTHNAT
TALGLECTPCO
IGSQLPCEPE
LSAPSLKATC
FEPLTADYDE
GYFRPEVVSGC
SSDGRGRSSD
LS5GSWSTVS
HHENMVYSTTS
1.STEEACDLT
PTPTT IMAKN

LESTTQLSIL
WEYIVLMFLV
WWAVLFLCCV
ASLGRAVGLLY
VRGGRDSIIL
HTLLRACLLY
DLAVAVEPVI
DDMORGGWKL
TQSFLATSIN
GARSLTPCTC
GGPRIMCPSGH
PPAVTQTYQV
SYMRQAYGVE
DECHSTDPTT
ALPT'TGEIPEF
NMEYRGVDVSY
LOPTFSIETT
VLCEAYDTGC
THIDAHFLSQ
PTLTGPTPLL
VLAALARYCL
PYTAEGQQIA
WNEVSGIOYL
IATQVAPPPA
FKIMSGECPS
MNRLTAFASR
EDTATPCATS
RGVWAGDRGVC
TTGPSTPREPA
VPAPEFFTEV
PIVIVVTSML
TTSKDHPDME
REISVSAECH
AVAPPKPAPI
SGLSITSPVP
I)QIDPVVCCSM
RSASLROKEY
PSHSARSKYG
EVFCVDPSKG

PCSFSTMPAL
LADARICTCL
WYVKGRLVPA
ITIFTITEMY
LICLLHPQLG
RRLAGGKYVQ
FSPMEKKTIT
LAPTYAYRAOQ
GVMWTVYHGA
GSNDLYLVTR
VVGLFRAAVC
GYLHAPTGSG
PHVRIGVRTT
VLGIGTYING
YGKATPLEYT
IPTSGOVVVC
TVEQDAVSRS
AWYELTPSET
TKQGGRNFAY
YRLGAVONET
SVGCVVICGR
EQFROKVLGL
AGLSIWIRGNP
STAFVVSGTA
TEDMVNTLLEA
GNHVSPTHYV
WLRDVWDWVC
HITCTCGAVT
PNYQRALWRY
DGYRTHRYAP
TDPTHITAET
LIEANLLWRO
REPRHKFPPA
PPPRRERLYH
PTPTTPDDAC
SYSWTGALLT
TEDRVQVEDQ
YGAKDVRESHA
GRKPARLIVE

STGLINLIGH
WLMLLISNVE
CTYTALGMWP
KEKLLTCFIWW
FEVTKILLAT
ACLLRLGAWT
WGADTAACGD
TRGLVGTIVT
GSKTLAGPKRG
EADVI PARRR
TRGVAKSLDF
KSTRVPARYR
TTGGATTYST
ALTAGVRLTV
KGGRHLIFCH
ATDALMTGYT
QRRGRTGRGK
TVRLRAYLNT
LVAYQATVCA
ITTHPITRYT
ITLTGKPYVY
LOASAKQALE
AVASLMSFTA
GATVGSIGLG
LLSPGALVVG
PETDASKNVT
TVLSDFKVWL
AGHVKNGSMK
SAEDYVEVRR
PCKIMLLRDEV
ARRRLKRGS P
EMGGNITRVE
LPIWARDPDYN
LDESTVSHAL
SEAESYSSMP
PCAAERERLP
HYQEVLKETIK
SKAVDHIRSY
PDLGVRVCEK
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GenBank ¥ Subtipo

MALYDVTRKL  POAVMGPAYG  FQYSPNQRVE  YLLRMWRSKK VPMGEFSYDTR
CFDSTVTERD  IRTENEIYQS COLDPMARKA VSSLTERLYY GGPMVNSKGQ
SCGYRRCRAS  GVLPTSMGNT  LTCYLKAQAMR CRAANIKDYD MLVCGDDIVY
ICESAGVQED  CTASLRAFTDA  MTRYSAPRPGDH  APQPTYDLEL ITSCSSNVSV
AHDGHGKRYY YLTRDCTTPL  ARRAWETARH  TPVNSWLGNI  IMFAPTIWVR
MVLMTHEEFSI LOSQEQLEXKA LDERIYGVTY  SVSPLDLPAT  TORLHGMAAR
SLHGYSPVEL  NRVGACLRKL GAPPLRAWRIL RARAVRAKLI AQGGKAAICG
KYLENWAVKT KLKLTPTASZ SKLDLSDWFV  AGYDGGDIYH SVSLARPRLL
LLGLLLLTYG VGIFLLPAR (SEC ID NO: 95)

Aunque las secuencias Qe peliproteinas HCV
ilustrativas son provistas en la presente, se apreciara que
cualquier secuencia que tiene caracteristicas de un epitopo
de la preoteina L2 puede utilizarse. BEn algunas modalidades,
una poliproteina HCV para utilizarse de acuerdo con la
presente invencién tiene una secuencia de aminoacido que es

Q

de aproximadamente 60% idéntica, aproximadamente T0%

i

fa

idéntica, aproximadamente 80 idéntica, aproximadamente 85%
idéntica, aproximadamente 90% idéntica, aproximadamente 91%
idéntica, aproximadamente 92% idéntica, aproximadamente 93%
idéntica, aproximadamente 94% idéntica, aproximadamente 95%
idéntica, aproximadamente 96% idéntica, aproximadamente 97%
idéntica, aproximadamente 98% ideéentica, aproximadamente 909%
idéntica, o 100% idéntica a una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de SEC ID NOs: 1-9. En algunas
modalidades, tal poliproteina HCV comprende una secuencia gue

retiene la habilidad de unirse a unc o més anticuerpos [E2

HCV.

203
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En algunas modalidades, una proteina de una
poliproteina HCV tiene una secuencia de amincadcido que
comprende aproximadamente 50 aminoacidos contiguos de una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOs:
4-9. En algunas modalidades, una porcidn de la poliproteina
HCV tiene una secuencia de aminodcido que es aproximadamente
60% idéntica, aproximadamente 70% idéntica, aproximadamente
80% idéntica, aproximadamente 85% idéntica, aproximadamente
90% idéntica, aproximadamente %1% idéntica, aproximacamente
92% idéntica, aproximadamente 93% idéntica, aproximadamente

94% idéntica, aproximadamente 95% idéntica, aproximadamente

o

96% idéntica, aproximadamente 97 idéntica, aproximadamente

o
(a8
e

idéntica, aproximadamente 99% idéntica, o 100% idéntica a
un alargamiento contiguo de aproximadamente 50 amincacides de
una secuencia seleccicnada del grupo que consiste de SEC ID
NOs: 4-9.

En algunas modalidades, una porcidn de la
poliproteina HCV tiene wuna secuencia de aminoacido que
comprende aproximadamente 42 amincdcidos contiguos de una
secuencia seleccionada del grupo gue consiste de SEC ID NOs:
4-9. En algunas modalidades, una porciédn de la poliproteina
HCV tiene una secuencia de amincacido que es de
aproximadamente 60% idéntica, aproximadamente 70% idéntica,
aproximadamente B80% idéntica, aproximadamente §5% idéntica,

aproximadamente 90% idéntica, aproximadamente 91% idéntica,

oM
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aproximadamente 92% idéntica, aproximadamente ©3% idéntica,
aproximadamente 94% idéntica, aproximadamente 95% idéntica,
aproximadamente 96% idéntica, aproximadamente 97% idéntica,
aproximadamente 98% idéntica, aproximadamente 99% idéntica, o
100% idéntica a un alargamiento contiguo de aproximadamente
42 aminodcldos de de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de SEC ID NOs: 4-9.

En algunas modalidades, una porcicn de la
peliproteina HCV tiene una secuencia de amincacido que
comprende aproximadamente 45, - aproximadamente 10,
aproximadamente 35, aproximacdamente 30, aproximadamente 25,
aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente 10, o
aproximadamente 5 aminocacidos contiguos de una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOs: 4-9. En
algunas modalidades, una porcidn de la poliproteina HCV tiene
una secuencia de aminoacido que es de aproximadamente 60%
idéntica, aproximadamente 70% idéntica, aproximadamente 80%
idéntica, aproximadamente 85% idénltica, aproximadamente 90%
idéntica, aproximadamente 91% idéntica, aproximadamente 92%
idéntica, aproximadamente 93% idéntica, aproximadamente 94%

idéntica, aproximadamente 95% idéntica, aproximadamente 96%

N

idéntica, aproximadamente 97% idéntica, aproximadamente 98%
idéntica, aproximadamente 99% idéntica, o 100% idéntica a un
alargamiento contiguo de aproximadamente 45, aproximadamente

40, aproximadamente 35, aproximadamente 30, aproximadamente
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25, aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente
10, 0 aproximadamente 5 amincacidos contigues de una
secuencla seleccionada del grupoe que consiste de SEC ID NOs:
4-9.

Un experto en la t©técnica reconocera que las
poliproteinas HCV enumeradas en la Tabla 1 son meraménte
ejemplos representativos de poliproteinas HCV. Varios
genotipos, subtipos y/o aislados de HCV existen y contindan
siendo identificados. Se entenderd por un experto en la
técnica gque los métodos y composicidn provistos en la
presente pueden adaptarse para utilizar secuencias de
genotipos, subtipos y/o aislados adicionales. Tal variacidn
se contempla y esta adaptada dentro de los méetodos vy
compecsiciones provistos en la presente.

Mimdtopos

Un mimétopo en su senticdo ﬁés amplio, se refiere a
una macremolécula gue imita la estructura de un epitopo. En
algunas modalidades, un mimétopo proveoca una respuesta de
anticuerpc idéntica o similar a la provocada por su epitopo
correspondiente. E£En algunas modalidades, un anticuerpo que
reconoce un epitopo también reconoce mimdtopo gque emite ese
epitopo. En algunas modalidades, un mimdétopo es un péptido.
En algunas modalidades, un mimétopo es una molécula pequeria,
carbohidrato, lipido o acidc nucleico.

Los anticuerpos de acuerde con la invencidn pueden

2ok
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utilizarse para clasificar mimétopoé. Los mimdtopos pueden
prepararse utilizando despliegue de fago, y los péptidos
clasificados con los anticuerpos en cuestién (Livnah et al.,
1996, Science, 273:464; y Prezzi et al., 19%6, J. Immunol.,
156:4504; ambas incorporadas por referencia en la presente}.
En algunas modalidades, los mimétopos son mimdétopos de
péptido ¢ no de péptido de epitopos MCV conformacionalmente
conservados. Los anticuerpos que reconocen epitopos HCV
cenformacionalmente conservados rueden utilizarse Como
plantillas para el diserio racional del péptido o imitaciones
estructurales no de péptido del epliltopo adaptativoe o los
miméltopos.

En algunas modalidades, al imiktar la estructura de
un epitopo viral conformacionalmente definideo, un mimétopo
interfiere con la habilidad de las particulas wvirales HCV
para unirse a sus asociados de unién naturales (por ejemplo,
el receptor objetivo HCV), por ejemplo, a través de la unidn
del asocilado de unié¢én natural mismo. FPor ejemplo, el andlisis
de una estructura de c¢ristal resvelta que define la interfase
entre un anticuerpe moncclenal vy el factor de necrosis
tumoral {(TNF) permitié el disefio racicnal de un mimético no
de péptido capaz de antagonizar la funcién biolégico de TNF a
través de la unién al receptor TNF (Takasaki et al., 1997,
Nat. Biotech., 15:1266-1270; incorporada por referencia en la

presenlte). Las técnicas computacionales que pueden utilizarse
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para racionalmente deducir el pliegue de la proteina de una
secuencia de aminoacido primaria para utilizarse en un disefo
de un mimético estructura de péptido son revisadas en
Teichmann et al. (1999, Curr. Opin. Struct. Biol., 9:390-399;
incorporada por referencia en la presente). La aplicacidn
practica de los programas de computadora para utilizarse en
la modelacidon estructural de epitdpos conformacionalmente
conservados se describe en Schwartz et al. {1999, J. Mol.
Biol. 287:983; incorporada por referencia en la presente). Un
método alternativo para racicnalmente crear un mimico
estructural de péptido de un epitopo de anticuerpo involucra
permutaciones sistematicas de péptidos sintéticos disefiados
para hacer una representacidén lineal de un sitio de unidn de
anticuerpo discontinuo (Reineke et al., 1999, Nat. Biotech.,
17:27); incorporada por referencia en la presente).

Los péptidos u otras meoléculas pequeias pueden
tener una afinidad especifica para un anticuerpo moncclonal y
pueden ser competitivos con un epitopo de una proteina L2
conformacionalmente intacta. Alternativa o© adicionalmente,
los péptidos u otras moléculas peguenas pueden Lener una
afinidad especifica para un anticuerpo monoclonal y pueden
ser competitivas <on un epitope de E2 en complejo con El.
Tales pépltidos pueden utilizarse como vacunas, €n ensayos de
diagnéstico, para inmunizacidén  para la produccién de

arniticuerpos para un epitopo HCV especifico, en ensayos de
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competencia para definir el genotipo y/c subltipo, y similar.

Ver, por ejemplo, Puntorieroc et al. (1998, EMBO J., 17:3521-

3533; incorporada por referencia en la presente), Meola et
al. (1995, J. Immuncl., 154:3162-3172; incorporada por
referencia en Jla presente), vy Tafi et al., (1997, Biol.

Chenm., 378:495-502; incorporacda por referencia en la
presente) .

Otro méteodo para efectivamente c¢rear miméticces
estructurales de epitopos HCV conformacionalmente conservades
es producir anticuerpos anti-idiotipicos para anticuerpos HCV
conformacionalmente dependientes. Los anti-idiotipicos pueden
efectivamente bloquear 1la unidén de un virus nativo con su
receptor objetivo (Chanh et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 84:3891-3895; Kopecky et al., 1999, Intervirol.,
42:9-16; y Xue et al., 1993, J. Gen. Virol., 74:73-79; todas
las cuales se incorperan aqui poxr referencia) . Los
anticuerpos anti-idiotipicos reconocen 1los sitios de unidn
aclaptativos de cualguiera de los anticuerpos HCV HC-1, HC-3,
HC-11, vy CBH-23, que podrian evitar la inefectividad viral a
través de la interferencia ccn la unidén de EZ2 a una proteina
celular efectiva, o aun mediante la interferencia con la
unién del viridén a la célula objetivo.

En algunas modalidades, los mimicos del epitopo
(por ejemplc, mimdtopos) pueden servir como herramientas para

el descubrimiento de farmacos. Para dar un ejemplo, un mimico
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de epitopo (por ejemplc, péptido, molécula pequefia, etc.) que
imita la unidén de la proteina E2Z para un anticuerpo HCV
podria utilizar para clasificar oltros agentes (por ejemplo,
péptidos, proteinas, aniticuerpos, moléculas pequefias, etc.)
que se unen al epitopo. En algunas modalidades, tales agentes
identificados pueden exhibir similares especificidades de
unién y/o afinidad para el epitopo E2 que un anticuerpo E”
HCV no 1o hace. En algunas moda;idades, tales agentes
identificados pueden exhibir una especificidad de unién
aumentada y/o afinidad para el epitopo E2 gue un anticuerpo
HCV E2 no lo hace.

Aplicaciones

En algunas modalidades, los anticuerpos HCV de
acuerdo con la invencidn pueden utilizarse para propdsitos
prefilacticos, terapéuticos y/o diagndéstico. En algunas
modalidades, los anticuerpos HCV de acuerdo con la invencidn
pueden utilizar para tratar {pecr ejemplo, aliviar, mitigar,
relevar, retrasar el inicio de, inhibkir el avance de, reducir
la severidad de, vy/o reducir la incidencia de uno o mas
sintomas o caracteristicas de) infeccidn HCV, enfermedad de
higado mediada por HCV, y/o cualquier otra afeccidn asociada
con HCV. En algunas modalidades, los anticuerpos HCV pueden
utilizarse para una variedad de propdsitos terapéuticos, por
ejemplo, inmunoterapia. En algunas modalidades, los

anticuerpos HCV pueden utilizarse para una variedad de

LD
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propoésitos  profilacticos y/o  inmunizacidén pasiva, por
ejemplo, para el desarrolleo de vacunas para HCV. En algunas
modalidades, los anticuerpos HCV pueden utilizarse para una
variedad de propdsitos de diagnéstico, por ejemplo, para
capturar vy/o identificar viriones HCV vy/o la proteina R2.
Estos y otros usos para los anticuerpos HCV se describen con
mayor detalle en las siguientes secciones. En algunas
modalidades, las aplicaciones terapéutica, diagnéstica y/o
profilactica utilizan anticuerpos HCV y/0 sus composicliones
farmacéuticas, como se describe en la presente. Se apreciara
que los anticuerpos pueden dirigirse a epllbopos adaptativos,
como se describe en la presente.

IEn algunas modalidades, los anticuerpos E2 HCV
pueden dirigirse a epitopos LEZ de un.solo genotipo HCV, dos
genotipos HCV, tres genoltipos HCV, cuatro genotipos HCV,
cinco gencolipos HCV, seis genoltipos HCV, siete genclLipos HCV,
ocho genotipos HCV, nueve genotipos HCV, diez genotipos HCV,
Oncé genotipos HCV, o mas de once genotipos HCV, y deberéan
descubrirse nuevos genotipos HCV en el futuro.

En algunas modalidades, los anticuerpos EZ HCV
pueden dirigirse a epitopos EZ de un solo subtipo HCV, dos
subtipes HCV, tres subtipos HCV, cuatro subtipes HCV, c¢inco
subtipos HCV, seis subtipos HCV, siete subtipos HCV, ocho
subtipes HCV, nueve subtipos HCV, diez subtipes HCV, 11

subtipos HCV, 12 subtipos lCV, 13 subtipos HCV, 14 subtipos
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HCV, 15 subtipos HCV, 16 subtipos HCV, 17 subtipos HCV, 18
subtipos HCV, 19 subtipos HCV, 20 subtipos HCV, 21 subtipos
HCV, o mas de 21 subtipos HCV, y deberan descubrirse en el
futuro nuevos subltipos HCV.

En algunas modalidades, los anticuerpos LZ HCV
pueden dirigirse eplitopos L2 de una sola cepa HCV, dos cepas
HCV, tres cepas HCV, cuatroc cepas HCV, cinco cepas HCV, seis
cepas HCV, siete cepas HCV, ocho cepas HCV, nueve cepas HCV,
cdiez cepas HCV, 20 cepas HCV, 30 cepas HCV, 40 cepas HCV, 50
cepas HCV, 75 cepas HCV, 100 cepas HCV, o mas de 100 cepas
HCV, v deberadn descubrirse nuevas cepas HCV en el futuro.

Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencidn proporciona sistemas y
métodes para tratar paclientes que sufren de, scon susceptibles
a, vy/o despliegan sintomas de infeccidén HCV. En algunas
modalidades, la invencidén proporciona sistemas y métodos
utiles para estratificar pacientes gque sufren de, son
susceptibles a, y/o despliegan sintomas de infeccidn HCV.

En algunas modalidades, las aplicaciones
terapéuticas comprenden la administracidén de una cantidad
terapéuticamente efectiva de por lo mencs un anticuerpos HCV
de acuerdo con la invencidén a un sujeto en la necesidad del
mismo. En algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpcs HCV a un sujeto pueden aliviar, mitigar, relevar,

retrasar el i1nicio de, inhibir el avance de, reducir la
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severidad de, y/o recucir la incidencia de uno o mas de los
signos, sintomas, y/c¢ caracteristicas de la infeccidén HCV.

En algunas modalidades, la administracién de los
anticunerpos HCV reduce el nivel de viriones HCV circulantes
en un sujeto (por ejemple, viricnes HCV que son capaces de
infectar nuevas células). En algunas modalidades, la
administracidén de los anticuerpos HCV reduce el nivel de HCV
viriones HCV circulantes en un sujeto en aproximadamente 10%,

aproximadamente 20%, aproximadamente 30%, aproximadamente

410%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente
90%, aproximadamante 95%, aproximadamente 99%, o

aproximadamente 100% con relacidn a controles no tratados.

En algunas modalidades, los anticuerpos HCV pueden
utilizarse in vitro para reducir la carga viral en un sujeto.
Para reducir la carga viral de un componente corporal,
particularmente un componente corpeoral de un paciente
infectado con HCV, la sangre del paclente se hace pasar a
través de un dispcositivo que comprende anticuerpes unidos a
una superficie de soporte sdlido para capturar viriones HCV
(ver, por ejemplco, Patentes de E. U. A. Nos. 5,698,380 vy
4,692,411; ambas incorporadas por referencia en la presente).
Varios otros dispositivos encontrados en la literatura pueden
encontrarse con Jlos anticuerpos en cuestidn para lograr un

resultado similar. Un componente corporal puede ser un fluido
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biolégico {por ejemplo, sangre, susre, etc.), un tejido, un
érgano, tal como el higado, vy similar.

En algunas modaiidades, el “nivel de viriones HCV
circulantes en un sujetco” se refiere a un numero absoluto de
viriones que circulan en un sujeto. En algunas modalidades,
el “nivel de wviriones HCV circulantes en un sujeto” se
refiere al numero de viriones por volumen unitario (por
ejemplo, mililitre, litro, etc.) de la sangre de un sujeto.
En algunas modalidades, el “nivel de viriones HCV circulantes
en un sujeto” se refiere a la carga viral y/o niveles de ARN
HCV.

En algunas modalidades, la administracidén de los
anticuerpos HCV inhibe la replicacidén de los viriones HCV en
un sujeto, por ejemplo, mediante el bloquec de la infecciédn
de células nc infectadas. En algunas modalidades, la
administracidén de los anticuerpos HCV inhiben la replicacidén

de wviriones HCV en un sujeteo en aproximadamente 2-veces,

aproximadamente 3-veces, aproximacamente 1-veces,
aproximadamente h-veces, aproximadamente 10-veces,
aproximadamente 50-veces, aproximadamente 100-veces,
aproximaclamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,

aproximacdamente 10, 000-veces, 0 mas de aproximadamente
10,000~-veces con relacidn a los controles no tratados.
in algunas modalidades, la administracién de los

anticuerpos HCV aniquila y/o inactiva los viriones HCV en un
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sujeto. En algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpos HMCV aniquila y/o inactiva aproximadamente 10%,

aproximadamente 20%, aproximadamente 30%, aproximadamente

40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente
90%, aproximadamente 95%, aproximacamente 99%, O
aproximadamente 100% de wviriones HCV en un sujeto con

relacidén a los controles noc tratados.

En  algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpos HCV inhibe la unidén del virus a las proteinas
objetivo celulares. BEn algunas modalidades, la administracién
de los anticuerpos HCV inhibe la unidn del virus a por lo

menos una proteina objetivo celular en aproximadamente 2-

Veces, aproximadamente 3-veces, aproximacdamente d-veces,
aproximadamente S5-veces, aproximadamente 10-veces,
aproximadamente 50-veces, aproximadamente 100-veces,

aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000~veces,
aproximadamente 10,000-veces, o] més de aproximadamente
10,000-veces con relacidén a locs controles no tratades. Para
dar un ejemplo, la administracidén de los anticuerpos HCV
puede inhibir la unién del wvirus HCV a CDBl. En algunas
modalidades, la administracidén de los anticuerpos HCV inhibe
la unién de HCV a cpgl en aproximadamente Z2-veces,
aproximadamente 3-veces, aproximadamente d-veces,

aproximadamente 5-veces, aproximadamente 10-veces,
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aproximadamente 50-veces, aproximadamente L00-veces,
aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,
aproximadamente 10,000-veces, ¢ mas de aproximadamente

10,000~fold con relacidn a los controles no tratados.

En algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpos HCV inhibe la fusidn mediada por el virus con una
célula objetivo. IEn algunas modalidades, la administracidén de

los anticuerpos HCV inhibe la fusidn mediada por &l virus con

una célula objetivo en apreoximadamente 2-veces,
aproximadamente 3-veces, aproximadamente 4~-veces,
aproximadamente S5-veces, aproximacamente 10-veces,
aproximadamente H0-veces, aproximadamente 100-veces,
aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,

aproximadamente 10,000~-veces, o mas de aproximadamente
10,000-veces con relacidn a los controles no tratados.

En algunas modalidades, la administracidn de los
anticuerpos HCV inhibe los cambios conformaciones de una o
mas proteinas asociadas con la entrada del virus. En algunas
modalidades, la administracién de los anticuerpcs HCV inhibe

los cambics adaptativos de una 92 mas proteinas asociadas con

la entrada del virus en aproximadamente 2-veces,
aproximadamente 3-veces, aproximadamente d-veces,
aproximadamente S5-veces, aproximadamente 10-veces,
aproximadamente 50-veces, aproximadamente 100-veces,

aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,
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aproximadamente  10,000-veces, o mas de aproximadamente
10,000-veces con relacidon a los controles no tratados.

En algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpos HCV promueve la acltivacién del complemento
mediado por el anticuerpc. En algunas modalidades, la
administracidén de los anticuerpos HCV promueve la acltivacidn

del complemento mediado por el anticuerpos en aproximadamente

2-veces, aproximadamente 3-veces, aproximadanente 4-veces,
aproximadamente 5-veces, aproQimadamente 10-veces,
aproximadamente 50-veces, aproximadamente 100-veces,
aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,

aproximadamente 10,000-veces, © mas de aproximadamente
10,000-veces con relacidn a los controles nce tratados.

En algunas modalidades, la administracién de los
anticuerpos HCV promueve la agregacidn mediada por los
anticuerpos de los viriones, que conduce a la depuracidn a
través de las células fagociticas. En algunas modalidades, la
administracidn de los anticuerpos HCV promueve la agregacidn
mediada por el anticuerpo de los viriones en aproximadamente

2-veces, aproximadamente 3-veces, aproximadamente 4-veces,

aproximadamente S-veces, aproximadamente 10~-veces,
aproximadamente 50-veces, aproximadamente 100-veces,
aproximadamente 500-veces, aproximadamente 1000-veces,

aproximadamente 10, 000-veces, 0 mas de aproximadamente

10,000-veces con relacién a los contreles no tratados.
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El chimpancé es un modelo de animal aceptado por la
clasificacidén de wvacunas HCV y terapéuticos {Ver, por
ejemplo, TFarci et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
83:15394-15399; fFarci et al., 1994, .Procc. Natl. Acad. Sci.,
Ugsa, 91:7792-779¢; Tarci et al., 19%2Z, Science, 258:135-140;
Krawczynski et al., 19%6, J. Infect. Dis., 173:822-828; vy
Bassettt et al., 1998, J. Vireol., 72:2589-2599; todas las
cuales se incorporan aqui por referencia). Lz efectividad del
anticuerpo puede determinarse mediante el monitoreo de la
presencia y la& concenbtracidn del ARN HCV utilizando métodos
PCR cuantitativos. Una reduccidn exitesa de la carga viral, o
la prevencidén de infeccidn en un animal de prueba o sujeto se
refleja como una reduccién o eliminacidén del ARN HCV en
suerc. Las pruebas enzimaticas tales como la medicion de la
alanina aminoctransferasa u otras enzimas del higado y/o del
uso de biopsias del higado con agujas perforadoras
secuenciales también pueden utilizarse para probar la
efectividad, en donde la mejora en la clasificacién de
cualguiera indicaria una reduccion en el dafic en el higado
inducido por higado.

En algunas mcedalidades, la administracién de los
anticuerpos HCV da como resultado wuna interferencia c¢on
cambios adaptatives en las proteinas de envolturas virales
necesarias para la inefectividad celular. Por ejemplo, los

anticuerpos HCV administrados pueden. unirse a las proteinas
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de envoltura virales, por lo tanto estéricamente blogueando
la habilidad de la preoteina de envoltura para reconocer vy/o
interactuar con las superficies celulares (por ejemplo, con
proteinas, por ejemplo cDel; lipidos; carbohidratos;
receptores; etc., en las superficies celulares). En algunas
modalidades, los anticuerpos HCV administrados puede unirse a
tales proteinas de envoltura virales, por lo tanto cambiando
la conformacidn tridimensional de la proteina de envoltura en
tal forma que la convierte en una prcocteina de envoltura

incapaz de reconocer y/o interactuar con las superficies

celulares (pox ejemplo, con proteinas, lipides,
carbohidratos, receptores, etc., en las superficies
celulares).

En algunas modalidades, los regimenes de

tratamiento se adaptan particularmente para el individuo que
se estd tratande. En resumen, se proporciona el a ser
tratade, y una muestra del suero se tcma del paciente. La
muestra del suero después se analiza para la presencia de
anticuerpos particulares, para dar unos cuantos ejemplos,
anticuerpos neutralizantes, anbicuerpos que se unen a una
regidén o epitopo particular de una proteina de HCV, etc.
Cualquier métode conocido en la técnica, incluyendo pero no
limitandose a los descritos en esta seolicitud, puede
utilizarse para determina la presencia de los anticuerpos a

ser detectados {por ejemplo, ELISA, ensayo de competencia,
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neutralizacidén de virus del ensayo de unidn, etc.). Con hase
en el nivel de anticuerpos en €l suero de un paciente, el
Lratamiento puede disefiarse para el paciente. Por ejemplo, un
paciente que no tiene anticuerpos gque se sabe que interfieren
con la unidon de los wviricnes a su recepbor natural puede
tratarse con anticuerpos monoclonales de ese tipo. En algunas
modalidades, el suero de un paciente (por ejemplo, paciente
gue sufre de, es susceptible a, estda infectade con, y/o
despliega sintomas de infeccidn HCV, enfermedad de higade
mediada por HCV y/o cualquier otra afeccidn asociada con HCV)
se considera positivo para la presencia un anticuerpo de
competencia si 50% o una inhibiciédn mayor de la unidn E2 se
obtiene en una dilucién del suero del paciente de 1/100 o
mayor, 1/200 o mayor, 1/300 o maycr, 1/400 o mayor, 1/500 o
mayor, 1/600 o mayor, 1/700 o mayor, 1/800 o mayor, 1/3500 o
mayor, o 1/1000 o mayor.

En algunas modalidades, los métodos tales como los
descritos anteriormente pueden ser ventajosos debido a que el
tratamiento de adapta al individuc particular que se esta
tratando, por ejemplo; solamente aquellos anticuerpos gue son
necesarios y no se producen naturalmente por el paciente se
administran. Esto evita o reduce el riesgo de reacciones
adversas de la administracidén de terapéuticos que nos
necesarios. Tales métodos eliminan el gasto de tratar

pacientes gue no se bheneficiarian de tal tratamiento. Pox
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ejemplo, sl un  paciente vya esta produciende niveles
terapéuticos de un anticuerpo para un epltopo particular de
£E2, no hay necesidad de administrar un anticuerpo monoclonal
humano dirigido contra el epitopo exdgenamente.

El tratamiento de un sujetc con anticuexrpos HCV
puede darse solec, durante el curso de otro tratamiento, vy/o
durante el <cese del tratamiento de otreos compuestos
antivirales. Alternativa o adicionalmente, 1los anticuerpos
HCV pueden fisicamente conjugarse (por ejemplo,
covalentemente ¢ no covalentemente) para toxinas o proteinas
conocidas capaces de inducir apoptosis y otros procesos de
muerte celular. Los anticuerpos HCV modificados puecden
administrarse a individuos que sufren de, son susceptibles a,
estédn infectados con, y/o describen sintomas de infeccidn
HCV, enfermedad de higado mediada por IICV, y/o cualquier otra
afeccidn asociada c<con HCV como un medio para mitigar las
células infectadas con HCV.

Aplicaciones Prefilacticas

En algunas modalidades, los anticuerpos HCV de
acuerdo con la invencidédn pueden uvtilizarse para aplicaciones
prefilacticas. En  algunas modalidades, las aplicaciones
profilacticas involucran sistemas y meéetodos para prevenir,
inhiben la base, vy/0o retrasar el inicio de la infeccién HCV,
enfermedad de higado mediada por HCV, vy/o cualquier otra

afeccién asociada con HCV en individuos susceptibles
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susceptibles a y/o despliegan sintomas de infeccién HCV,
enfermedad de higado mediada por HCV, vy/o cualguier otra
afeccidn asociada con HCV. ©En algunas modalidades, las
aplicaciones profilacticas inveolucran sistemas y métodos para
prevenir, inhibir el avance de, y/o retrasar el inicio de una
enfermedad de higado crénica. ©n algunas modalidades, las
aplicaciones profilacticas involucran sistemas y métodos para
prevenir, inhibir el avance de, y/o retrasar el inicio de
enfermedad cel higado. En algunas modalidades, las
aplicaciones profilacticas invclucran sistemas y méltodos para
prevenir, inhibir el avance de, y/o retrasar el inicio de 1la
falla hepatica.

En algunas modalidades, las vacunas para HCV pueden
utilizarse para inmunizacidén pasiva (es decir, la
inmunizacidn en los anticuerpos se administran a un sujeto).
n algunas modalidades, las vacunas para HCV para
inmunizacidén pasiva pueden comprender anticuerpos HCV tales
comoc cualquiera de las composiciones descritas en 1la
presente. En algunas modalidades, la inmunizacidn pasiva da
lugar cuando los anticuerpos se estan transfiriendo de la
madre al feto durante el embarazo. En algunas modalidades,
los anticuerpos se administran directamente a un individuo
(por ejemplo, a través de inyeccidn, oralmente, etc.).

En algunas modalidades, las aplicaciones

profilacticas pueden inclulir administrar vacunas. En algunas
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modalidades, la vacunacidén se adapta al paciente individual.
Por ejemplo, como se describe anteriormente, el suero puede
recolecltarse en un paciente y ensayarse para la presencia de
anticuerpos HCV. En algunas modalidades, una vacuna puede
disefiarse para inducir la produccidn de anticuerpos que se ha
encontrado que faltan en el paciente. En algunas modalidades,
es deseable que las composiciones de vacuna comprendan
antigenos para Lener una conformacidn nativa, mediar una
respuesta protectora (por ejemplo, activacidn de complemento,
neutralizacidn de virus, etc.), y/o pueden inducir una fuerte
respuesta al anticuerpos. En algunas modalidades, una vacuna
contiene un epitopo o uno de sus mimdtopos cuyos anticuerpos
ne estan produciendo naturalmente cen el individuo. Por
ejemplo, los mimétopos de péptidos sintéticos aislados con
anticuerpos HCV (o ejempleo, anlticuerpcs HCV que reconocen
multiples genotipos vy/o subtipos) tienen el potencial de
reducir una respuesta inmunitaria potente similar al
anticuerpo utilizado en el aislamiento original del mimétopo.
La administracidn de tal vacuna puede inducir que un sistema
inmunitario del paciente inicia la preduccién de un grupo de
anticuerpos dirigidos contra el epitopo administrado. Se
apreciard que los mimétopos (o epiteopos) de acuerdo con la
invencidén pueden utilizarse solos o en combinacién con
proteinas recombinantes, virus HCV  inactivado, virus HCV

aniquilade, v/o como un coctel de varios diferentes
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mimdtopos.

En algunas modalidades, las wvacunas para HCV pueden
utilizarse para la inmunizacién activa (es decir, la
inmunizacién en donde los microbios, proteinas, péptidos,
epitopos, mimdbétopos, etec., se administran a un sujeto). En
algunas modalidades, las wvacunas para HCV pueden comprenden
cualquier agente que imita por 1o menos un epitopoe adaptativo
de la proteina E2 HCV puede utilizarse. Por ejemplo, el

agente  puede ser un  péptido, proteina, glicopéptido,

glicoproteina, moléecula pequefa, mimdtopo, compuesto
organico, lipido, sacarido, coempuesto organometdlico,
compuesto inorganico, etc. En algunas modalidades, las

epitopos representados en una vacuna incluyen aquellos contra
los cuales estan dirigidos los anticuerpos que se sabe que
evitan la infeccidén. ©n algunas modalidades, los epitopos
representados en una vacuna de acuerdo c¢on la invencidn
incluyen los que se conservan entre diferentes genotipos y/o
subtipcs del wvirus o entre diferentes cepas del virus. En
algunas modalidades, los péptidos de proteinas que contienen
epitopos conformacicnalmente definidos de E2Z de HCV  se
utilizan en formulaciones de una vacuna para prevenir,
retrasar el inicio de, tratar, mitigar los sintomas de, y/o
reducir la severidad de la infeccidén a través de HCV. En
algunas modalidades, las epitopos EZ HCV pueden ser epltopos

lineales. En algunas modalidades, los epiltopos [EZ2 pueden ser
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una mezcla de epitopos lineales y adaptatives. En algunas
modalidades, los epitopos EZ pueden ser epltopos adaptativos.
En algunas modalidades, los péptidos epitopos son de menos de
100 aminoadcidos en longitud. Fn clertas modalidades, los
péptidos epitopos son mencres de 50, 50, menores de 40,
menores de 30, menores de 20, ¢ mencres de 10 amincacidos en
longitud. En  algunas modalidades, los peptides a serx
utilizados en la formulacidn de una vacuna son fragmentos de
péptido de la proteina EZ de HCV. Tipicamente, un péptido se
ubtiliza que se pliegue en una forma similar a su pliegue
tridimensional en la proteina EZ nativa, de esta evitande la
estructura tridimensional del epitcpo adaptativo.

En algunas modalidades, una wvacuna puede contener
proteinas que representan péptides éoncatenados que tienen
unc o més epitopos adaptativos de los cuales se desean los
anticuerpos. Varios diferentes péptidos qgue forman un
multimero pueden utilizarse de tal forma que cada péptideo
contiene un epitopo diferente, o el mismo péptido puede
utilizarse mas de una vez en el multimero.

Los péptidos de acuerde con la invencidédn pueden
sintetizarse utilizando cualquier método conocido en la
técnica que incluyen, quimica de fase sdlida de Merrifield
(ver, por ejemplo, Atherton and Sheppard, 1989, Solid Phase
Peptide Synthesis: A Practical Approach, ILR Press, Oxford,

Inglaterra; Stewart and Young, 1984, Solid Phase Peptide
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Synthesis, 2% ed., Pierce Chemical Company, Rockford;
Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Scc., B5:2149-2154; todas las
cuales se idncorporan agul por referencia). Alternativa o
adicionalmente, los péptidos pueden obtenerse a través de la
divisidén de la proteina E2 y la purificacidn opcional de los
productos de la divisidn. En algunas modalidades, los
péptidos pueden hacerse recombinantemente y producirse en [E.
coli, levadura (por ejemplo, S. cerevisiae), células de
insecto (por ejemplo, células S5f£9), y/o células de mamifero
(por ejemplo, c¢élulas CHO) utilizando cualquier técnica
disponible en la técnica {por ejemplo, Sambrook et al.;
Miller & Calos, eds., Gene Transfer vectors for Mammalian
Cells, 1987; vy Ausubel et al., eds., Current Protocols 1in
Molecular Biclogy, 19%87; ambas incorporadas por referencia en
la presente). En algunas modalidades, los péptidos pueden

modificarse para aumentar su inmunogenicidad, solubilidad en

solucidn  acuosa, y/o aumentar su propensidén a plegarse
correctamente. Por ejemplo, los  péptidos pueden estar
glicosilados, farnesilados, hidroxilados, reducides,

oxidados, metilados, etc.

En ciertas modalidades, un péptido es o comprende
los aminocdcidos 523 a 540 de la proteina E2 de los subtipos
la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, y/o 6 de HCV. Como se apreciara por
un experto en la técnica, las secuencias de aminoacido,

andlogas, homdélogas, similares y/o idénticas de las proteinas
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E2 de otros sublipos de HCV pueden utilizarse. Las secuencias
anadlogas pueden determinarse mediante la alineacidén de
maltiples secuencias de la preoteina E2 de diferentes cepas o
subtipos de HCV. Las secuencias homdlogas, similares vy/o
idénticas gque conservan el epitopo deéeado también utilizarse
en la formulacidn de vacunas.

En algunas modalidades, las secuencias s0on
aproximadamente 50% homdélogas a la secuencia nativa de la
proteina E2 HCV la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5, y/o 6 EZ,
aproximadamente 60% homdlogas, aproximadamente 70% homdlogas,
aproximadamente 80% homdlogas, aproximadamente 90% homdlogas,
aproximadamente 95% hcomdlogas, aproximadamente 99% homdlogas,
o mas de alrededor de 99% homdlogas. En algunas modalidades,
las secuencias son aproximadamente 50% similares a la
secuencia nativa de la proteina EZ la, 1lb, 2a, 2b, 3a, 4, 5,

y/o 6 de HCV, aproximadamente 60% similares, aproximadamente

70

o=

similares, aproximadamente B80% similares, aproximadamente
90% similares, aproximadamente 95% similares, aprcximadamente
86% similares, o mas de alrededor de 99% similares. [IEn
algunas modalidades, las secuencias son aproximadamente 50%
idénticas a la secuencia nativa de la proteina E2 la, 1b, Z2a,
2b, 3a, 4, 5, vy/o 6 HCV, aproximadamente 60% ideéentica,
aproximadamente 70% idéntica, aproximadamente 80% idéntica,
aproximadamente 90% idéntica, aproximadamente 95% idéntica,

aproximadamente 9%% idéntica, o mds de alrededor de 99%
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idéntica.

En algunas modalidades, las secuencias son al menos
50% homdlogas a la secuencia nativa de la proteina E2 l1la, 1b,
2a, 2b, 3a, 4, 5, y/o 6 HCV, al menos 60% homdlogas, al menos
70% homdlogas, al menos 80% homdlogas, al menos 90%
homdélogas, al menos 95% homdlogas, al menos 29% homdlogas, o
sustancialmente homdlogas. En  algunas modalidades, las
secuencias son al mencos 50% similares a la secuencia nativa
de la proteina E2 la, 1lb, 2a, 2b, 3a, 4, 5, vy/o 6 HCV, al
mencs 60% similar, al menos 70% similar, al menos 80%
similar, al menos 90% similar, al menos 95% similar, al menos
99% similar, o sustancialmente 100% similar. DEn algunas
modalidades, las secuencias son al menos 50% idénticas a la
secuencia nativa de la proteina EZ2 HCV la, 1k, 2a, 2b, 3a, 4,
5, y/o 6 HCV, al menos 60% idénticas, al menos 70% idénticas,
al menos 80% idénticas, al menos 90% idénticas, al menos 95%
idénticas, al menos 99% idénticas, ¢ sustancialmente 100%
idénticas.

En algunas modalidades, una composicidédn de vacuna
comprende por lco menos un  adyuvante. Cualguiler adyuvanle
puede utilizarse de acuerdo con la presente invencidén. Se
conoce un gran numero de adyuvantes; un compendio 0til de
varips de tales compuestos se prepara a Ltravés de los
Institutos de Salud Nacionales y pueden encontrarse en el

Internet
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{www.niaid.nih.gov/daids/vaccine/pdf/compendium. pdf) . Ver
también Allison (1998, Dev. Biol. Stand., 92:3-11;

incorporada por referencia en la presente), Unkeless el al.
{1998, Annu, Rev. Immunol., 6:251-281; incorporada por
referencia en la presente), vy Phillips et al. (1992, Vaccine,
10:151-158; incorporada por referencia en la presente). Se
conccen en la técnica cientos de diferentes adyuvantes vy
pueden utilizarse en la practica de la presente invencidn.
Los adyuvantes ilustratives que pueden utilizarse de acuerdo
con la invencidn incluyen, pero no se limitan a, citocinas,
adyuvantes de tipo gel (por ejemplo, hidrdxide de aluminic,
fosfato de aluminio, fosfate de calcio, etc.); adyuvantes
micrcbianos (por ejemplo, secuencias de ADN inmunomcoduladoras
que incluyen motives CpG; endotexinas tales ceomo lipido
monofosforilo A; exotoxinas tales come la toxina del célera,
la tLtoxina 1labil por calor de E. coli, vy la toxina de
tosferina; dipéptido de uranilo, etc.); adyuvantes con base
en emulsidén en aceite o emulsionantes (por ejemplc, Adyuvante
de [reund, ME59 [Novartis], SAT, etc.):; adyuvantes en
particulas (por ejemplo, liposomas, microesferas
biodegradables, saponinas, etc.); adyuvantes sintéticos (por
ejemplo, copeclimeros de blogque no idnicos, anadlogos de
peptido de maranilo, polifosfaceno, polinucledtidos
sintéticos, etc.}; v/o combinaciches de los mismos. Otros

adyuvantes ilustrativos incluyen algunos polimeros (porx
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ejemplo, peolifosfacenos; descritos en Patente de E. U. A. No.
5,500,161, gue se incorpora por referencia en la presente),
QS7, 0821, escualeno, tetraclorodecadxicdo, etc.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables se
describen cen mayor detalle a continuacidn en la seccidn
titulada “Composiciones Farmacéuticas”.

Aplicaciones de Diagndstico

En  algunas modalidades, los anticuerpos HCV de
acuerdo con la invencidn se utilizan para aplicaciones de
diagndstico. Por ejemple, en virtud de la variedad de
perfiles de unidén de los anticuerpos HCV, los ensayos de
diagnoéstico pueden utilizarse los cuales detectaran una
pluralidad de genotipos v/0 subtipos HCV, para asi.
proporcicnar un anticuerpo pan-HCV, mientras al mismo tiempo
son capaces de estudiar genotipos y/o subtipos individuales a
través de anadlisis de sustraccidén.

Para propésitos de diagndstico, los anticuerpos
pueden utilizarse en una amplia de formatos para detectar la
proteina E2, disefiar los genotipos y/o subtipos HCV, detectar
viriones y anticuerpos (ver, por ejemplo, Patente de E. U. A.
No. 5,695,390; incorpecrada por referencia en la presente).
Los anticuerpos pueden utilizar individualmente o en
combinacidén con c¢tros anticuerpos del grupoc en cuestidn u
otros anticuerpos o con lectinas gque se unen a Jgrupos

glicosilo presentes en las proteinas de envoltura HCV (es
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decir, E1 o E2) y/u otras proteinas con las cuales se forman
los complejos de [EZ HCV ({pcr ejemplo, el complejo LE1l:HCVEZ
HCV). Para propdsitos de diagndstico, se puede utilizar una
amplia variedad de etiquetas, las cuales en su maycr han sido
mencionadas previamente. [Estas incluyen, pero nc se limitan
a, fluordforos, fracciones quimioluminiscentes,
radioisdtopos, enzimas, particulas {(por ejemplo, particulas
de carboén coloidal, particulas de oro, particulas de latex,
etc.) ligandos para 1o0s cuales existen receptores de alta
afinidad, y pro-etiquetas, que  pueden activarse para
proporcionar una sefial detectable.

En algunas medalidades, una superficie de recubre
con una prolteina, gque unirse a los antigencs HCV como
proteina libre (por ejemplo, proteina circulante) o como una
parte de un viridén intacto o parcialmente intacto. S5e pueden
utilizar anticuerpos de la invencidn en cuestidn gue se unen
a miltiples genotipos y/o subtipos HCV o a Llectinas (por
ejemplo, la lectina Galanthus niva;is; “GNA”) . Se pueden
utilizar anticuerpos de acuerdo con la invencidn gque se unen
a los subtipes 1, 2, 3, 4, 5, y 6 HCV. En algunas
modalidades, los anticuerpos de acuerdo con la invencidén se
unen a por lo menos uno, des, tres, cuatro, cinco, o mas de
cinco diferentes genotipos y/c subtipos.

| En algunas modalidades, los ensayos pueden poner en

contacto una superficie ccn un medio, gque puede contener
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proteina(s) libre o asociada con HCV, en donde el medio puede
ser una muestra o una solucidn E2 conocida de uno o mas
genotipos y/o0 subtipos. Después de _la incubkacidn vy lavado
para eliminar la proteina no especificamente unida, el ensayo
puede avanzar en varias formas dependiende de gue se eslé
ensayando. Cuandc se sospecha gue una muestra sanguinea es
seropositiva y se estd ensayando, la muestra puede aplicarse
a la capa de proteina E2, incubarse, y lavarse, %
determinarse la presencia de anticuerpos humanos unidos a la
capa de proteina. Se pueden utilizar anticuerpos alfa-humanos
marcados {(diferentes de los que estdn contra el isotipo de
los anticuerpos en cuestion, en donde los anticuerpos en
cuestidén han sido inicialmente utilizados). En los ensayos
para anticuerpos en sujetos seropositivos, los anticuerpos en
cuestién pueden wutilizarse como controles con el mismo
reactivo utilizado para detectar cualquier anticuerpc anti-
HCV humano en el suero de tales sujetos. La especificidad de
los anticuerpos en la muestra puede confirmarse mediante el
uso de los anticuerpos en cuestidén, que estan
diferencialmente marcados de los anticuerpos anti-humanos vy
determinar si estdn bloqueados por los anticuerpcs en la
muestra.

Cuando la muestra se ensaya para la proteina EZ
HCV, la deteccidn utiliza los anticuerpos en cuestidn

marcados, la seleccién depende de si estd interesado en la
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genotipificacidén o la deteccidn de la proteina E2. Después
del lavado el anticuerpo no especificamente unido, la
presencia de los anticuerpos no marcados se determina
mediante la deteccidén de la presencia de la etigueta de
acuerdo con técnicas conccidas. Alternativa o adicionalmente,
cuando los anticuerpos en cuestidn se unen a una superficie,
una lectina marcada para EZ puede utilizarse para detectar la
presencia de la proteina EZ2.

Los anticuerpos de acuerdc con la invencidn pueden
utilizarse para mecdir la reactividad de otros anticuerpos,
incluyendo anticuerpos en suero, anticuerpos moncclonales,
anticuerpos expresados c¢on un resultado de la ingenieria
genéltica, etc. BEn algunas modalidades, se utilizan viriones
intactos. [En algunas modalidades, las proteinas de envoltura
conformacicnalmente conservadas se utilizan. Para la captura
del viridén ver, por ejemplo, Kimura et al., 1988, J. Med.
Virology, 56:25-32; Morita et al., 1996, Hapato-
Gastroenterclogy, 43:582-585; Sata et al., 1993, Virology,
196:354-357; vy Hijikata et al., 1993, J. Virol., 67:1953-
1958; todas las cuales se incorporan -agqui por referencia. Un
protocolo que involucra los pasos de recubrir un soporte
sdlido con una lectinas (por ejemplo, GNA}, y después poner
en contacto la superficie con un medio (por ejemplo, sueroc de
un paciente seropositivo) comprende viriones HCV intactos.

Los aditivos que podrian destruir los viriones deberéan
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usualmente evitarse (por ejemplo, detergente). Después de
incubar el medio y lavar para remover los componentes no
especificamente unidos del medio, los viriones pueden ponerse
en contacto con los anticuerpos de acuerdo con la invencién vy
los anticuerpos de la muestra. BEsto puede llevarse a cabho
concurrente o consecutivamente, en donde primero se agrega la
muestra. Una cantidad del anticuerpo en cuestidn se utiliza
el cual es sensibkble al desplazamiento a Ltravés de otro
anticuerpo. Tal cantidad puede determinarse empiricamente, vy
puede desearse utilizar diferentes cantidades del anticuerpo
en cuestidn en una serie de pruebas. Al conocer la sefial, que
se obtiene en la ausencia y la presencia de la muestra, se
puede determinar la reactividad o la afinidad de unién de los
anticuerpos en la muestra. 3Se pueden utilizar varias técnicas
para determinar la cantidad de un anticuerpc en cuestién
unide a los viriones. Cuando los anticuerpos en cuestién se
marcan, por ejemplo, con biotina o digoxigenina,
estreptavidina o anti-digoxigenina marcado con un flucrdforo
0 enzima cuyos sustratc produce una sefial delbectable puede
servir para determinar la cantidad de los anticuerpos en
cuestion.

Los anticuerpos en cuestidn marcados pueden
utilizarse en el ensayo para la presencia de HCV de material
de biopsia. El anticuerpo marcado puede incubarse con

material de bicopsia inmovilizado, tal como una rebana de
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higado, como una soclucidén de uno o mas de los anticuerpos
marcados en cuestidn. Después del lavado de los anticuerpos
no especificamente unidos, la presencia de los anticuerpos
unidos a las células del tejido de hiopsia puede detectarse
de acuerdo con la naturaleza de la etiqueta.

En algunas modalidades, los anticuerpos HCV de
acuerdo con la invencidn pueden utilizarse para identificar
receptores HCV. Los expertos en la técnica apreciaran de la
multitud de formas en lo gque esto puede lograrse (Sambrook
J., Fritsch E. and Maniatis T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbcr, WY, 19%89; vy BAusubel et al., eds., Current Protocols
in Molecular Biology, 1987; ambas incorporadas por referencia
en la presente). Tiplcamente, los receptores de proteina vy
péptido pueden identificarse mediante la determinacidn de si
un anticuerpoc para EZ puede inhibir la unidn de los viriones
HCV & una célula susceptible a la infeccidén HCV. De esta
forma, los receptores para las proteinas y péptidos [EZ HCV
pueden identificarse en esta forma. Una célula susceptible
puede incubarse en la presencia HCV, y un anticuerpo E2 anti-
HCV y un ensayo de unidén de célula puede utilizarse para
determinar si la unidn disminuye. en la presencia del
anticuerpo.

Los receptores pulativos gue expresan las células

para HCV vy/o colecciones de receptores putativos para HCV
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pueden clasificarse por sus habilidades para unirse a HCV.
Por ejemplo, 1las células que expresan un receptor HCV
putative (por ejemplc, un receptor para E2Z HCV) pueden
ponerse en contacto con una proteina o péptido HCV en la
presencia de un anticuerpo durante un tiempo vy bhajo
condiciones suficientes para permitir la unidn de la proteina
o péptido HCV al receptor pulativo .en la superficie de la
célula. Alternativa o adicionalmente, las prclheinas, péptidos
o viriones HCV pueden pre-incubarse con el anticuerpo antes
de poner en contacto el receptcr putativo o la superficie
celular. La unidn puede deltectar a través de cualquier medio
conocido en la técnica, por ejemple, citometria de flujo,
etc. (Ver Ausubel et al. o Sambrook et al., supra). Una
disminucidén en la unidn a la superficie de la cé&lula en la
presencia del anticuerpo comparade con la unién en la
ausencia de la célula es la ausencia del anticuerpo indica la
identificacidn del recepltor HCV.

En algunas modalidades, los métodos para
identificar receptores HCV (por ejemplo, tales como los
receptores E2) incluyen el uso de soportes sélides, tales
como granulos, columnas y similares. Por ejemplo, los
receptores para proteinas y péptidos HCV (por ejemplo,
proteinas E2Z2 vy/o sus fragmentos) y/o viriones HCV pueden
identificarse mediante la unidn de un anticuerpc HCV a un

soporte sdélido y después poniendo en contacto el anticuerpo
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con una proteina o péptido HCV durante un tiempo suficiente
para gue la proteina o péptido HCV se una al anticuerpo. Esto
proporciona el ligando de proteina HCV para receptores HCV
putativos que ponerse en contacto con el complejo de
anticuerpo: ligando en el soporte sdélido durante un tiempo
bajo condiciones suficientes para permiltir la unién de un
receptor a la proteina o péptido HCV. Las proteinras pueden
expresarse de una coleccidn o proporcionarse come un extracto
celular o preparacién de proteina purificada de células
naturales o© recombinantes. Una vez que se forman 1los
complejos de unidn especificos entre la proteina péptido HCV,
las proteinas o péptidos HCV sin unir, por ejemplo, la
coleccidn de proteinas o péptiaos que no se unid
especificamente a las proteinas o péptidos HCV, se eliminan,
por ejemplo, a través de pascs de lavado externo. Las
proteinas unidas después se eluyen e identifican, por
ejemplo, a través de electroforesis en gel.

Administracion

Los anticuerpos HCV de acuerdo con la invencidn y
las composiciones farmacéuticas de las mismas de acuerdo con
la invencidén pueden administrarse utilizande cualquier
cantidad y cualquier ruta de administracién efectiva para el
tratamiento.

La cantidad exacta requerida variara de sujeto a

sujeto, dependiendo de la especie, la edad, y la condicidn
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general del sujeto, la severidad de la infeccidn, la
composicidén particular, su modo de administracién, su modo de
actividad, y similar. Los anticuerpos HCV se formulan
tipicamente en forma de dosificacidén unitaria para facilitar
la administracidén y la uniformidad de la dosificaciédn. Se
entenderd, sin embargo, que el uso diario tetal de las
composiciones de la presente invencidn lo decidird el médico
que atiende dentro del alcance del sonido del juicio médico.
El nivel de dosis terapeuticamente efectivo especifico para
cualquier sujeto u organismo particular dependera de la
variedad de factores que incluyen el trastornoc que se esta
tratandoe vy la severidad del trastorno; la actividad del
anticuerpo HCV especifico utilizado; la composicidn
farmacéutica especifica administrada; la wvida uatil de la
compesicidén después de la administracidn; edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, y la dieta del sujeto;
el tiempo de administracidn, la ruta de administracién, vy
grade de excrecidédn del compuesto especifico utilizado:; 1la
duracidn del tratamiento; los férmacos utilizados en
combinacién © que coinciden con el compuesto especifico
utilizado:; y factores similares, bien conocidos en las
técnicas médicas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencidén pueden administrarse a través de cualquier ruta. En

algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas de la
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presente invencidn se administran a través de una variedad de
rutas, gque incluyen incluyen oral (PO}, dintravenosa (IV),
intramuscular (IM), intra-arterial, intramedularmente,
intratecal, subcutinea (5Q), intraveﬁtricular, transdérmica,
interdérmica, intradérmica, rectal (PR), vaginal,
intraperitoneal (IP), intragastrica (IG), tipica {por
eiemplo, mediante polvos, unglentos, cremas, geles, lociones
y/o gotas), mucosal, intranasal, bucal, enteral, vitrea,
sublingual; a través de instilacidn intratraqueal,
instilacién brongquial, y/o inhalacién; como una aspersidn
oral, aspersidén nasal, vy/o aerocsol, y/oc a través de un
catéter de la vena portal.

EFn general, la ruta mas apropiada de administracidn
dependerd de una variedad de facrtores que incluyen la
naturaleza del agente que se estd tratando (por ejemplo, su
estabilidad en el entorno del tracto gastreointestinal), la
condicidén del sujeto (por ejemplo, si el sujeto es capaz de
tolerar un modo de administracidén particular), etc. En
modalidades especificas, 1los anticuerpos HCV de acuerdo con
la presente invencidédn y/o con sus composiciones farmaceuticas
pueden administrarse intravenosamente, por ejemplo, a través
de infusidén intravenosa. Ln medalidades especificas, 1los
anticuerpos HCV de acuerdo con la presente invencidn vy/o
composicicnes farmacéuticas del mismo pueden administrarse a

través cde ila inyeccidn intramuscular. En modalidades
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especificas, los anticuerpos HCV de acuerde con la presente
invencidn y/o sus composiciones farmaceuticas pueden
administrarse a través de inyeccidn subcuténea. En
modalidades especificas, los anticuerpos HCV de acuerdo con
la presente invencidén y/o sus composiciones farmacéuticas
pueden administrarse a través de un calkéter en la vena porta.
Sin embargo, la invencidén abarca la distribucidén de Jos
anticuerpos HCV de acuerdo con la presente invencidn y/o sus
conposiciones farmacéuticas a través de cualquier ruta
apropiada tomando en consideracioén y'posibles avances en las
ciencias de la distribucidén de farmacos.

En c¢ilertas modalidades, Los anticuerpos HCV  de
acuerdo con la presente invencién vy/o sus composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencidn puede administrarse
a niveles de dosis suficlientes para suministrar de
aproximadamente 0.001 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de
aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, de
aproximadamente 0.1 wmg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, de
aproximadamente 0.5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de
aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de
aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, o de
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg del peso
corporal del sujeto por dia para obtener el efecto
terapsutico deseado. La dosificacidn deseada puede

suministrarse mas de tres veces por dia, tres veces por dia,
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dos veces por dia, una vez por dia, un dia si y un diz no,
cada tercer dia, cada semana, cada dcs semanas, cada tres
semanas, c¢ada cuatro semanas, cada dos meses, cada seis
meses, o cada doce meses. En cliertas modalidades, la dosis
deseada puede suministrarse ~utilizando moltiples
administraciones (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cince,
seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce o
més administraciones).

Se apreciard que los anticuerpos HCV de acuerdoc con
la presente invencidn vy/o sus composiciones farmacéuticas
pueden utilizarse en terapias de combinacidn. La combinacidn
particular de Lerapias {por ejemplo, terapéuticos o
procedimientos) para utilizarse en un régimen de combinacidn
que tomard en cuenta la compatibilidad de los terapéuticos
y/0 procedimientos deseados y el efeclo terapéutico deseado a
ser Jlogradoe. Se aprecilard que las tefapias utilizadas pueden
lograr un efecto <deseado para el mismo propdsito (por
ejemplo, anticuerpos HCV utiles para tratar, prevenir y/o
retrasar el inicio de la infeccidén HCV pueden administrarse
concurrentemente con otrc agente Util para tratar, prevenir
yv/0 retrasar el inicio de la infeccidn HCB), o pueden activar
diferentes efectos (por ejemple, el control de cualquier
efecto adverso). La invencidn abarca la distribucidn de
composicicnes farmacéuticas en combinacidn con agentes que

pueden mejorar su bilodisponibilidad, reducir y/o modificar so
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metabolismo, inhibir su excrecidn, y/o modificar su
distribucidn dentre del cuerpo.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con
la presente invencidn pueden administrarse ya sea solas o

en combinacidn con uno o mas de otros agentes

AL "

terapéuticos. Por en combinaclién c¢on no preltende
implicar que los agentes deben administrarse al mismo
tiempo y/o formularse para la distribucidén juntos, aunque
estos métodos de distribucidn estadn dentro del alcance de
la invencién. Las composicicnes pueden administrarse
concurrentemente cecn, antes de, ¢ posterior a, uno o mas
de 1los terapéuticos ¢ procedimientos médicos deseados. Se
apreciaré que los agentes terapéuticamente activos
utilizados en combhinacién pueden administrarse juntos en
una sola composicidén o administrarse de forma separada en
diferentes composiciones. En  general cada agente se
administrarad a una dosis y/o un programa de tiempo
determinado para ese agente.

En general, se espera que los agentes utilizados

en combinacidén se utilicen a niveles que no excedan los

niveles a los cuales se utilizan individualmente. EEn
algunas modalidades, los niveles utilizados en
combinacidn seran menores que los utilizados

individualmente.

En algunas modalidades, los anticuerpos E2Z HCV
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de acuerdo ceon la invencidn (por ejemplo, HC-1, HC-3, HC-
11, y CBH-23) pueden administrarse con interferdn, con
ribavirina, o con ambos interferédn y ribavirina.

En algunas modalidades, las ccmposicicnes para
terapia de combinacién pueden comprender una pluralidad
de anticuerpos dirigidos contra un solo epitopo
adaptative. En algunas modalidades, las composiciones
para Lerapia de combinacién pueden comprender una
pluralidad de anticuerpos gque reconccen diferentes
epitopos adaptativos (por ejemple, en la misma proteina
de envoltura viral o en diferentes proteinas de envoltura
viral), por lo tanto simultédneamente interfiriende con
maltiples mecanismos en el proceso infeccioso.

En ciertas modalidades, las composiciones de
acuerdo con la invencidén comprenden exactamente un
anticuerpc para LEZ2 (por ejempleo, HC-1, HC-3, HC-11, vy
CBH-23). En clertas modalidades, las composiciones
incluyen exactamente dos, exactamente tres, exactamente
cuatro, exactamente cinco, exactamente seis, o© mas de
sels anticuerpos E2Z HCV. [En algunas modalidades, las
composiciones comprenden todas las posibles permutaciones
y combinaciones de HC-1, HC-3, #HC-11, y CBH-23. Las
composiciones ilustrativas que comprenden 1, 2, 3, & A4
anticuerpos seleccionados del grupo que consiste de HC-1,

HC-3, HC-11, y CBH-23 se muestran en la Tabla 2:

243



[#3]

10

15

25

122

Tabla 2: Composiciones Ilustrativas gque Comprenden

Anticuerpos HCV

Un Dos Tres Cuatro
Anticuerpo Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos
HC-1 HC-1 y HC-3 HC-1, HC-3, y HC-11|HC-1, HC-3, HC-

11, y CBH-23

HC-2 HC-1 y HC-11 HC-1, HC-3, y CBH-
23

HC-11 HC-1 y CBH-23 |HC-1, HC-11, y CBH-
23

CBH-23 HC-3 y HC-11 KC-3, HC-11, y CRH-
23

HC-3 y CBH-23

HC-11 y CBH-23

En algunas medalidades, las lineas celulares de
hibridoma que secretan anticuerpos E2Z anti-HCV han sido

depositadas en la Coleccidn de Cultivo de Tipo Americano

(ATCC). Por ejemplo, las lineas celulares de  hibridema que
secretan el anticuerpo monoclonal humano HC-1 han sido
depositadas bajo el nimero de PTA-9416; el anticuerpo

monocleonal humano HC-3 secretado por la linea celular y de
hibridoma ha sido depositade en el ATCC con el numero de

Acceso PTA-9417; el anticuerpo monoclonal HC-11 secretado por
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la linea celular de  Thibridoma ha sido depositado en el ATCC
con el numerc de Acceso PTA-9418; y el anticuerpo monoclonal
humano CBH-23 secretado por la linea celular de hibridoma ha
sido depositado en el ATCC con el numero de Acceso PTA-9419.
SE apreciard por un experto en la técnica con
cualguier permutacién combinacién de HC-1, HC-3, HC-11, vy
CBH-23 puede combinarse con cualquier otro anticuerpo (por
ejemnplo, anticuerpos que reconocen El, E2 y/u otras proteinas
de enveoltura) para formular composiciones que comprenden una
pluralidad de diferentes anticuerpos. En ciertas modalidades,
HC-1, HC-3, HNC-11, vy/c CBH-23 se pueden combinar con
cualquiera de los siguientes anticuerpos previamente
descrites EZ: CBH-2, CBH-4G, CBH-5, CBH-7, CBH-8C, CBH-8E,
CBH-9, CBH-11, sus fragmentos, y/o sus combinaciones ({ver,
la Patente de E. U. A. No. 6, 692,908; y Las Publicaciones de
Patente de . U. A. No. 2006/0104980 y 2006/0188511; todas
las cuales se incorporan aqui por referencia). En ciertas
modalidades, HC-1, HC-3, HKC-11, y/o CBH-23 pueden combinarse
con H-111l, H-114 (ambcs son anticuerpos previamente descritos
contra L2}, sUs fragmentos vy/o sus combinacicones (ver
Publicacién de Patente de E. U. A. No. 2003/180284;
incorporada por referencia en la presente). ©En ciertas
modalidades, HC-1, HC-3, HC-11, y/o CBH-~23 pueden combinarse
con AP33 humanizado (Owsianka et al., 2005, J. Virel.,

79:11095-104; incorporada por referencia en la presente); Fab
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el37 (Perotti et al., 2008, . Virel., 82:1047-52;
incorporada por referencia en la presente, 2008); mAbs 1:7
and A8 {(Jchansson et al., 2007, Froc. Natl. Acad. Sci., US54,
104:16269-74; incorporada por referéencia en la presente);
MAbs AR3 humanos (Law et al., 2008, Nat. Med., 14:25-27;
incorporada por referencia en la presente); sus fragmentos:
y/0 combinaciones de los mismos.

Composicicnes Farmacéuticas

La presente invencidn proporciona anticuerpos HCV vy
composiciones farmacéuticas que comprenden por lo menos un
anticuerpo HCV y por lo menocs un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Tales composicicnes farmacéuticas pueclen
opcionalmente comprender una o) mas sustancias
Lerapéuticamente activas adicicnales. De acuerdo con algunas
modalidades, los métodos para administrar una composicidn
Ffarmacéutica que comprenden administrar anticuerpos HCV a un
sujeto en la necesidad del mismo son provistos. En algunas
modalidades, las composiciones farmacéuticas se administran
humanos. Para los propdsitos de la presente descripciédn la
frase “ingrediente activo” generalmente se refiere a un
anticuerpo HCV de acuerdo con la invencidén. En ciertas
modalidades, un anticuerpc HCV es un anticuerpc que reconoce
la proteina de envoltura [E2. [En clertas modalidades, un
anticuerpo HCV es un anticuerpoc que reconoce un epitopo

adaptativo de la proteina de envoltura E2.
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Las compcesiciones farmacéuticas para administracién
de anticuerpos [E2 HCV pueden proporcionarse en una forma
inyectable estéril (por ejemplo, en una forma gque es adecuada
para la inyeccidn subcutdnea o infusién intravenosa). Por
ejemplo, en algunas modalidades, los anticuerpos s0nN
provistos en una forma de dosificacidén liquida gque es
adecuada para inyeccidn. En algunas modalidades, los
anticuerpos son provistos como polvos estériles liofilizados,
opcionalmente bajo vacio, que se reconstituyen con un
diluyente acuoso {(por ejemplo, agua, regulador de pH,
solucidn salina, etc.), antes de la inyeccién. En algunas
modalidades, los anticuerpos se diluyen y/o reconstituyen en
agua, sclucidén de clorurc de scdic, soclucidn de acetato de
sodio, soclucién de alcohol hencilice, salina regulada en su
pH con fosfato, etc. En algunas modalidades, el polvo debera
mezclarse ligeramente con un diluyente acuoso (por ejemplo,
sin agitacién}.

En algunas modalidades, las formulaciones del
anticuerpc comprenden ungo o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables (por ejemplo, un agente conservantes, un diluyente
inerte, un agente dispersante, un. agente activo en la
superficie vy/o emulsionante, agenle requlador de pH, etc.).
En  algunas modalidades, la formulacién del anticuerpo
comprende unco o mas conservantes. [En algunas modalidades, las

formulaciones del anticuerpo no comprenden conservantes.
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En algunas modalidades, los anticuerpos son
provistos en la forma que pueden refrigerarse y/o congelarse.
En algunas mecdalidades, 1los anticuerpos sch provistos en una
forma que no pueden refrigerarse y/o congelarse. En algunas
modalidades, las scluciones del anticuerpo reconstituidas y/o
las formas de dosificacidn liquidas' del anticuerpo pueden
almacenarse durante un cilerto periodo de tiempo después de la
reconstitucidn (por ejemplo, 2 horas, 12 horas, 24 horas, 2
dias, 5 dias, 7 dias, 10 dias, 2 semanas, un mes, dos meses,
o mas). IEn algunas modalidades, el almacenamiento de las
formulaciones del anticuerpo durante mas tiempo gque el tiempo
especificado da como resultado la depredacidn del anticuerpo.

Las formas de dosificacidn liquida y/o las
soluciones de anticuerpo reconstituidas pueden comprender
material en particulas y/o decoloracidén antes de la
administracidén. En general, una solucidn no deberad utilizarse
si estd decolorada vy/o nebulosa y/o si la materia en
particulas permanece después de la filtracidn.

Las formulaciones de las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente pueden prepararse a
través de cualquier método conocido o desarrollarse después
en la técnica de la farmacologia. En general, tales métodos
de preparacidn incluyen el paso de poner el 1ngrediente
activo en asociacidén <c¢on el excipiente y/o uno o mas

ingredientes accesorio, vy después, si es necesario y/o
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deseable, moldear y/c empacar el producte en una unidad
individual o multidosis deseada.

Una composicidn farmacéutica de acuerde con la
invencidén puede prepararse, empacarse, y/o venderse en
volumen, como una dosis unitaria individual, vy/¢ como una
pluralidad de dosis unitarias individuales. Como se utiliza
en la presente, una “dosis unitaria” es una cantidad discreta
de la composicidén farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del
ingrediente activo generalmente e3 igual a la dosis del
ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una
fraccidén conveniente de tal dosificacién tal como, por
ejemplo, la mitad, o un tercio de tal dosis.

Las cantidades relativas del ingrediente activo, el
excipiente farmacéuticamente aceptable, y/o cualquier
ingrediente adicional en una composicidon farmacéutica de
acuerdo con la invencidn wvariardn, dependiendo de la
identidad, el tamafio, y/o la afeccidn del sujeto tratado vy
ademés depende de la ruta a través de la cual la composicidn
se va utilizar. A manera de ejemplo, la composicidédn puede
comprender entre 0.1% y 100% (v/v) del ingrediente activo.

Las formulaciones farmacéuticas «de la presente
invencidén pueden adicionalmente comprender un excipiente
farmacéuticamente aceptable, el cual, como se utiliza en la

presente, incluye cualquiera y todos los solventes, medios de
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dispersidn, diluyentes, u otros vehiculos liquidos,
auxiliares de dispersidén o suspensidn, agentes activos en la
superficie, agentes isotédénices, agentes espesantes o]
emulsionantes, conservantes, aglutinantes sélidos,
lubricantes y similares, segun sea adecuado para la forma de
dosificacidén particular deseada. Remington’s The Science and
Practice of Pharmacy, 21° Edicién, A. R. Gennaro, (Lippincott,
Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006) describe varios
exclpientes utilizados en la formulacién de composiciones
farmacéuticas vy técnicas conccidas para su preparacion.
Excepto hasta ahora COMo cualguier medio excipiente
convencional es incompatible c¢con  una sustancia o sus
derivados, tales como a través de la produccidon de cualquier
efecto bioldgico indeseado o por el contraric la interaccién
en una fcorma perjudicial con cualgquier otro componente(s) de
la composicidn farmacéubtica, su uso se contempla como estando
dentro del alcance de esta invencidn

En algunas modalidadés, el excipiente
farmacéuticamente aceptable es al menos 95%, al menos 96%, al
menos 97%, al menos 98%, al mencos 99%, o 100% puro. LEn
algunas modalidades, el exciplente se aprueba para uso en
humancs y para uso veterinario. En algunas modalidades, el
excipiente estd aprobado por la Administracidén de Alimentos vy
Farmacos de los Estados Unidos. En algunas modalidades, el

excipiente es de grado farmacéutico. En algunas modalidades,
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el excipiente cumple con los estindares de la Farmacopea de
les Estados Unidos {USP), la Farmacopea Europea (EP}, La
Farmacopea Inglesa y/o la Farmacopea internacional.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables
utilizados en la fabricacién de compesiciones farmacéuticas
incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, agentes
de dispersidén y/o granulaciédn, agentes actives en 1la
superficie y/o emulsionantes, agentes disgregantes, agentes
de unidn, conservantes, agentes reguladores de pl, agentes
lubricantes y/o aceltes. Tales excipientes pueden
opcionalmente incluirse en las formulaciones. Los excipientes
tales como mantequilla de cacac y ceras para supositorio,
agentes de coloracién, agentes de recubrimiento,
edulcorantes, saborizantes y agentes de perfume pueden estar
presentes en la composicidén, de acuerdc con el juicio del
formulador.

Los diluyentes ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato
de calcio, fosfato dicalcico, sulfate de calcio, fosfato
dcido Acide de calcio, lactosa de fosfato sédico, sacarosa,
celulocsa, celulosa microcristalina, caolin, manitol,
sorbitel, inositol, cloruro de sodio, almiddn seco, almiddn
de maiz, azucar en polve, et., y/o clorurc de sodio, almiddn
seco, almiddn de maliz, azlicar .en polvo, etc., y/o

combinaciones de los mismos
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Los agentes de granulacidn y/o dispersidn
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, almiddén de papa,
almidén de maiz, almidén de tapioca, glicolato de almidén de
sodio, arcillas, éacide alginico, goma guar, pulpa de citrico,
agar, bentonita, productos de celulosa y madera, esponja
natural, resinas de intercambioc de «catidn, carbonato de
calcio, silicatos, carbonato de sodio, poli(vinil-
pirrolidona) entrelazada (crospovidona), almidén de

carboximetil sédico {glicolato de almidodn de sodio),

carboximetil celulosa, carhoximetil celulosa de sodio
entrelazada (croscarmelosa), metilcelulcsa, almiddn
pregelatinizado (almidon 1500, almidén microcristalino,

almidén inscluble en agua, carboximetil celulosa de calcio,
silicato de magnesic-aluminio (VEEGUM®), lauril sulfato de
sodio, compuestos de amonio cuaternaric, etc., y/0o
combinaciones de los mismos.

Los  agentes actives en la superficie y/o
emulsionantes ilustrativos incluyen, pero no se limitan a,
emulsionantes naturales (por ejemplo, acacia, agar, Aacido
alginico, alginato de sodio, fraganto, condrux, colesterol,
xantana, pectina, gelatina, yema de huevo, caseina, grasa de
lana, colesterol, cera y lecitina), arcillas ccloidales (por
ejemplo, bentonita ([silicato de aluminio] y VEEGUM® [silicato
de magnesio-aluminio]), derivados de aminocacido de cadena

larga, alcoholes de altoc peso molecular {pcr ejemplo, alcohol
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estearilico, alcohol cetilico, alcchol oleilico, monoesterato
de triacetina, diestearato de etilenglicol, monoestearato de
glicerilo Y moncestearato de propilenglicol, alcohol
polivinilico), carbdémeros (por ejemplo, carboxi poclimetileno,
dcido poliacrilico, polimero de &acido acrilico y polimero de
carbovinilo), carragenano, derivados celuldsicos {por
ejemplo, carboximetil celulosa de sodio, celulosa en polvo,
hidroximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropilmetil celulosa, metilcelulosa), ésteres de acido
graso de sorbitan (por ejemplo, monolaureatoc de polioxietilen
sorbitan [TWEEN®207], polioxietilen sorbkitan [TWEEN ®60},
monoocleato de polioxietilen sorbitan [(TWEEN  ®80],
menopalmitato de sorbitan [SPAN 407, monoestearatoe de
sorbitan [SPAN®60), triestearato de sorbitdn [SPAN ©®65],
monooleato de glicerilo, monocoleato de sorbitadn [SPAN ¥801}),
ésteres de polioxietileno (por ejemplo, monoestearato de
polioxietileno ([MYRJ®45], aceite de ricino de polioxietileno
hidrogenado, aceite de ricino polioxietilado, estearato de
polioximetilenoc, vy SOLUTOL®), ésteres de acido graso de
sacarosa, ésteres de &cido graso de polietilenglicol (por
ejemplo, CREMOPHOR®), éteres de polioxietileno, (por ejemplo,
lauril éter de polioxietileno [BRIJ®30]), poli{vinil-
pirrolidona), monolaureato de dietilenglicol, oleato de
trietanolamina, oleato de sodio, oleato de potasio, oleato de

etilo, &cido oleico, etil laureato, lauril sulfato de sodio,
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PLURONIC®r 68, POLOXAMERY188, bromuro de cetrimonio, cloruro
de célula piridinio, cloruro de benzalconio, docusato soédico,
etc. y/o combinaciones de los mismos.

Los agentes de unién ilustrativos incluyen, pero no
se limitan a, almidén (por ejemplo, almidén de malz, pasta de
almidoén, etc.); gelatina; azlcares {(por ejemplo, sacarosa,
glucosa, dextrosa, dextrina, melazas, lactosa, lactitol,
manitol, etc.); gomas naturales y sintéticas (por ejemplo,
acacia, alginato de sodio, extracto de musgo de Irlanda, goma
panwar, goma ghatti, mucilago de cascara de isapol,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil
metilcelulosa, celulosa microcristalina, acetato de celulosa,
peli(vinil-pirrolidena), silicato de magnesic-aluminio
[VEEGUMY], arabogalactana de alerce, etc.):; alginatos; &éxido
de polietileno; polietilenglicol; sales de calcio inorganiceo;
acido salicilico; polimetacrilatos; ceras; agua; alcohol;
etc.; y combinaciones de los mismos.

Los conservantes ilustrativos pueden incluir, pero
ne se limitan a, antioxidantes, agentes de quelatacidn,
conservantes antimicrobianos, conservantes antifungicos,
conservantes de alcchol, conservantes Acidos, y/u otros
conservantes. Los antioxidantes ilustrativos incluyen, pero
no se limitan a, tocoferol alfa, Aacide ascédrbice, palmitato

de ascorbileo, hidroxianil butilado, hidroxitolueno butilado,
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meonotioglicerol, metabisulfitc de potasio, acido propidnico,
propil galato, ascorbatc de sodio, bisulfito de sodio,
metabisulfito de sodio, vy/o sulfito de sodio. Los agentes
guelatadores ilustrativos  incluyen Aacido etilencodiamina
tetraacético (EDTAY, &cido citrico monohidratado, edetato
disddico, edetato dipostasico, &cido edético, acide fumarico,
dcido malico, dcido fosforico, edetato sddico, acido
tartarico y/o edetato Trisddico. Los conservantes
antimicrobianos ilustrativos incluyen, pero no se limitan a,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol
bencilico, hronopol, celtrimida, cloruro cetilpiridinie,
clorhexidina, clorohutanol, clorocresol, cloroxilenol,
crescl, alcohol etilice, glicerina, hexetidina, imidurea,
fencl, fenoxietanol, alcohol feniletilico, nitrato
fenilmerctrico, propilenglicol, y/0 timerosal. Los
conservantes antifungicos ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, butil parabeno, metil parabenc, etil parabeno,
propil parabeno, acide benzoico, acide hidroxibenzoico,
benzoato potasico, sorbato potéasico, benzoato sddico,
propionate sédico, y/o Aacido ascoéodrbice. Los conservantes de
alcohol ilustrativos incluyen, perco no se limitan a, etanol,
polietilenglicol, fenol, compuestos fendlicos, bisfenol,
clorobutancl, hidroxibenzoato, y/o alcohol feniletilico. Los
conservantes acidos ilustrativos incluyen, pero no se limitan

a, vitamina A, wvitamina C, vitamina &, beta-caroteno, acido
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citrico, acido acético, acildo deshidreoacético, dcido
ascérbice, acido sddice y/o acido fitico. Otros conservantes
incluyen, pero no se limitan a, tocoferol, acetato de
tocoferol, mesilato de deleroxima, cetrimida, hidroxianisol
butilado {BHA), nidroxitolueno butilado {BHT) ,
etilenodiamina, lauril sulfato de sodio (SLS), sodioc lauril
éter sulfato (SLES), bisulfito de sodio, metabisulfito de
sodio, sulfitc de potasio, metabisulfito de potasio, GLYDANT
PLUS®, PHENONIP®, metilparabeno, GERMALL®115, GERMABEN"II,
NEOLONE™, KATHON", y/o EUXYL®.

Los agentes reguladores de pH ilustrativoes
incluyen, pero no se limitan a, soluciones reguladoras de pH
se citrato, soluciones regquladoras de pH de acetato,
soluciones reguladcras de pH de fosfato, c¢loruro de amonio,
carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio,
glubionato de calcio, gluceptato de calcio, glucconato de
calcic, &cido p-glucdnico, glicerofosfato de calcic, lactato
de calcio, acide propanocico, 1levulinato de calcio, &cido
pentanoico, fosfato dibédsice de calcio, Acido fosférico,
fosfatce tribédsico de calcio, fosfato Aacido de calcio, acetato
de potasic, cloruro de potasio, gluconato de potasio, mezclas
de potasio, fosfato dibasico de potasio, fosfato monchasico
de potasico, mezclas de fesfatc de potasio, acetato de sodio,
bicarbonatoe de sodie, clorurce de sodio, citrato de scodico,

lactato de sodio, fosfato dibéasico de sodio, fosfato
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monobasico cle sodio, mezclas de fosfato de sodio,
trometamina, hidrdoxido de magnesio, hidrdéxido de aluminio,
dcido alginico, agua sin pirdgeno, salina isotdnica, solucidn
de Ringer, alcohol etilico, etc., y/o combinaciones de los
mismos.

Los ejemplos lubricantes ilustrativos incluyen,
perc no se limitan, estearato de magnesio, estearato de
calcio, é&cido estedrice, silice, talceo, malta, gliceril
behanate, aceite vegetales hidrogenados, polietilenglicol,
hbenzoato de sodic, citrato de sodio, c¢lorurc de sodio,
leucina, lauril sulfato de magnesio, lauril sulfato de sodio,
etc., y sus combinaciones.

Los aceites ilustrativos incluyen, pero  no  se
limitan a, aceite de almendra, de centro de durazno, de
aguacate, babassu, bergamot, semilla de grosella negra,
borraja, Jjunipero, manzanilla, canola, alcarabea, carnauba,
ricino, canela, mantequilla de cacao, coco, higade de
bacalao, café, malz, semilla de algoddn, emid, euvucalipto,
primavera nocturna, pescado, Semiila de lino, geranio,
calabaza, semilla de uva, avellana, hisopo, isopropil
miristato, jojoba, nuez de kukui, lavandina, lavanda, Jlimdn,
litsea cubeba, nuez de macadamia, malva, semilla de mango,
semilla de espuma de la pradera, visdédn, nuez moscada, olive,
naranja, narania burda, palma, centro de palma, centro de

durazno, cacahuate, semilla de amapcla, semilla de calabaza,
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se milla de colza, salvado, romero, carkbamo, madera de
sandalo, sasquana, ajedrea, espino cerval del mar, ajonjoli,
mantequilla shea, silicdn, £frijol de soya, girasol, arbol de
té, cardo, tsubaki, vetiver, nogal, y de germen de trigo. Los
aceites ilustrativos incluyen, perco no se limitan a, butil
estearato, triglicérido caprilico, triglicéride caprico,
ciclometicona, dietil sebacato, dimeticona 360, iscopropilo
miristato, aceite mineral, octildedecanol, alcohol oleilico,
aceite de silicédn, y/o combinaciones de 1los mismos.

Las formas de cdosificacidn liquidas para
administracién oral y parenteral incluyen, pero no se limitan
a, emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes y/0o elixires farmacéulbicamente aceptables. Ademas de
los ingredientes activos, las formas -de dosificacidn liquida
pueden comprender diluyentes inertes cominmente utilizados en
la técnica tales como, por ejemplo, agua u otros solventes,
agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol
etilico, alcchol iscpropilico, etil carbonato, etil acetato,
alcohol bencilico, benzoato bencilico, propilenglicol, 1,3~
butilenglicel, dimetilformamida, aceites (en particular,
semilla de algoddén, nuez molida, maiz, germen, olivo, ricino
Y% acelite de ajonjoli), glicercl, alcohol
tetrahidrofurfurilico, peclietilenglicoles y ésteres de &cido
graso de sorbitédn, y sus mezclas. Aparte de los diluyentes

inertes, las composiciones orales pueden incluir adyuvantes
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tales como agentes de humectacidn, agentes emulsioconantes y de
suspensiodn, agentes edulcorantes, saborizantes y/o de
perfume. En ciertas modalidades para administraciodn
parenteral, las compoéiciones se mezclan con agentes
solubilizantes tales como CREMOPHORY, alcoholes, aceites,
acelites modificades, glicoles, polisorbatos, ciclodextrinas,
polimeros, y/o combinaciones de los mismos.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, las
suspensicnes acuosas Uu oleaginosas inyectables estériles
pueden formularse de acuerdo con. la técnica conocida
utilizande agentes de dispersidn adecuados, agentes de
humectacién y/o agentes de suspensidn. Las preparaciones
inyectables estériles pueden ser scluciones, suspensiocones y/o
emulsicnes inyectables estériles en diluyentes y/o solventes
parenteralmente aceptables no téxicos, por ejemplo, como una
solucidén en 1,3-butandicl. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que pueden utilizarse estan el agua, la sclucidn
de Ringer, U.S.P., y solucién de cloruro de sodio isoténica.
Los aceites fijos, estériles se utilizan convencionalmente
como el sclvente o medio de suspensidn. Para este propdsito
cualquier aceite fijo blande puede utilizarse incluyendo
mono- © diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos tales como
acido oleico  pueden utilizarse en la preparacioén de
inyectables.

Las formulaciones que pueden esterilizarse, por
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ejemplo, a través de filtracidén a través de un filtro que
retiene las bacterias, y/o a través de la incorporacidn de
agentes esterilizantes en la forma de composicioneé sblidas
estériles que pueden disolverse o dispersarse en agua estéril
u otro medio inyectable estéril antes .de uso.

Con el fin de prolongar el efecto de un ingrediente
active, por lo general se desea alentar la absorcidn del
ingrediente activo de la inyeccidn subcuténea 0
intramuscular. Esto puede lograrse a través del uso de una
suspensidn liguida de material cristalince ¢ amorfo con pobre
solubilidad en el agua. El grado de absorcidn del farmaco
después depende de su velocidad de disclucidén la cual, a su
vez, puede depender del tamano del cristal y la forma
cristalina. Alternativamente, la absorcidn retrasada de una
forma de farmaco parenteralmente administrada se logra
disolviende o suspendiendo el férmacd en un vehiculo oleoso.
lL.as formas de depdsitc inyectables se hacen fermando matrices
de microcapsulas de farmaco en polimeros biodegradables tales
como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la proporciédn
del farmaco al polimeroc y la naturaleza del polimero
particular utilizado, la velocidad de 1la liberacidn del
farmaco puede controlarse. Los ejemplos de otros polimeros
biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli{anhidridos).
Las formulaciones inyectables de depdsitos se preparan

atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son
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compatibles con los tejidos corporaleé.

las composiciones para administracién rectan o
vaginal son tipicamente supositorios gque pueden prepararse
mezclando compeosiciones con exciplentes no irritantes
adecuados tales como mantequilla de cacao, polietilengliccl o
cera de supositorio que son sélidos a temperatura ambiente
pero ligquidos a la temperatura corporal y por consiguiente se
funden en el recto y la cavidad wvaginal vy llevaran el
ingrediente activo.

Las formas cde dosificacidn stélidas para
administracién oral incluyen capsulas, tabletas, pildora,
pelves, y granulos. [En tales formas de dosificacidn sdlida,
el ingrediente activo se mezcla c¢cen por lo menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable, inerte tal como

citrato de <calcio o difosfato dicadlcico y/o rellenos o

extendedores {por ejemplo, almidones, lactosa, sacarosa,
glucosa, manitol y &dcide silicico), aglutinantes (por
ejemplo, carboximetilcelulocsa, alginatos, gelatina,

polivinilpirrolidinona, sacarosa y acacia), humectantes (por
ejemplc, glicerol), agentes discrepantes (por ejemplo, agar,
carbonato calcico, almiddédn de papa, almiddn de tapioca, acido
alginico, clertos silicatos, vy carbonato de sodio), agentes
que retardan la solucidn (por ejemplo, parafina),
aceleradores de la absorcidén (por ejemplo, compuestos de

amonio cuaternario), agentes de humectacidn {(por ejemplo,
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alcohol cetilico y monoestearato de glicerol), absorbentes
(por ejemplo, caclin y arcilla de bentonita), y lubricantes
(por ejemplo, talco, estearato calcico, estearato de
magnesio, polietilengliccles sé6lidos, lauril sulfato de
sodio) y sus mezclas. En el caso de céapsulas, tabletas vy
pildoras, la forma de dosificacidén puede comprender agentes
reguladores del pH.

Las composiciones sdlidas de un tipo similar pueden
utilizarse como rellencos en céapsulas de gelatina rellenas
suaves y duras utilizando tales excipientes tales como
lactosa y azucar de leche asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular vy similares. Las formas de dosificacidn
sélidas de tabletas, grajeas, cépsulas, pildoras y granulos
pueden prepares con recubrimiento y corazas tales como
recubrimientos entéricos Yy otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. Pueden
copcionalmente comprender agentes opacgadores y pueden ser de
una composicidén  gue liberan el ingrediente(s) activo
solamente, o preferencialmente, en una cierta parte del tracto
gastrointestinal, opcionalmente, en una forma retrasada. Los
ejemplos de composiciones embebidas que pueden utilizarse
incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composicionsas
s6lidas de un tipo similar pueden utilizarse como rellenos en
capsulas de gelatina rellenas suaves y duras utilizando tales

exciplentes come  lactosa © azucar de leche asi como
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polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacidn para administracidn
tépica y/o transdérmica de un compuesto de acuerdo con esta
invencidn pueden incluir unglienteos, pastas, cremas, lociones,
geles, pelvos, soluciones, aspersiones, inhalantes y/o
parches. Generalmente, el ingrediente activo se mezcla bajo
condiciones estériles c¢on un excipiente farmacéuticamente
aceptable vy/o cualquier conservante vy/o regulador de pH
necesario segin sea requerido. Adicionalmente, la presente
invencidén contempla el usc de parches transdérmicos, que por
lo general tienen la ventaja adicionada de proporcionar la
distribucién controlada de un compuesto al cuerpo. Tales
formas de dosificacién pueden prépararse, por ejemplo,
mediante la disclucidn y/o dispersidn del compuesto en un medio
apropiade. Alternativa o adicionalmente, la wvelocidad puede
controlarse ya sea a través de la provisidn de una membrana de
control de velocidad y/o a través de la dispersidon del compuesto
en una matriz de polimero y/o un gel.

Los dispositivos adecuados paré utilizarse en la
distribucidn de composiciones farmacéuticas intradérmicas
descritas en la presente incluyen dispositivos de aguja corta
tales como los descritos en Patentes de E. U. A. Nos.
4,886,499; 5,190,521; 5,328,483;  5,527,288; 4,270,537;
5,015, 235; 5,141,496; % 5,417, 662. Las composiciones

intradérmicas pueden administrarse a través de dispositivos
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que limitan la efectiva longitud de penetracidn de una guja
en la piel, tales como los descritos en las publicaciones PCT
WO 99/34850 y sus eguivalentes funcionales. Los dispositivos
de inyeccidén por chorro que distribuyen vacunas liquidas a la
cdermis a través de un inyector en chorro ligquido y/o a través
de una aguja que perfora el estrato cérneo y produce un
chorro que llega a la dermis son adecuadas. Los dispositivos
de inyeccidon por chorro se describen, por ejemplo, en
Patentes de E. U. A. Nos. 5,480,381; 5,599,302; 5,334,144;
5,993,412; 5,649,912; 5,569,189; 5,704,911; 5,383,851;
5,893,397; 5,466,220; 5,339,163; 5,312,335; 5,503,627;
5,064,413; 5,520,639; 4,596,556; 4,790,824; 4,941,880;
4,940,460; y publicaciones de PCT WO 97/37705 y WO 97/13537.
Los dispositivos de distribucién de polvo/particulas
balisticos que utilizan gas comprimide para acelerar la
vacuna en forma de polvo a través de las capas exteriores de
la piel hacia a dermis son adecuados. Alternativa o
adicionalmente, las jeringas convencionales pueden utilizarse
en el método mantoux clédsico de administracién intradérmica.
Las formulaciones adecuadas para administracién
tépica incluyen, pero no se limitan a, preparaciones liguidas
y/o semiliquidas tales como unglentos, lociones, emulsiones
de aceite en agua y/o de agua en aceite, tales como cremas,
unglentos y/o pastas, y/o solucicnes y/o suspensiones. Las

formulaciones tdpicamente administrables pueden, por ejemplo,
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comprender de 1% a 10% (v/v) del ingrediente activo, aungue
la concentracién del ingrediente activo puede ser tal alta
como el limite de sclubilidad del ingrediente active y el
solvente. Las formulaciones para administracioén toépica ademas
pueden comprender uno o mas niveles adicionales descritcs en
la presente.

Una composicidn farmacéultica de acuerdo con la
invencidén puede prepares, empacarse y/o venderse en una
formulacidon adecuada para administracidén pulmonar a través de
la cavidad bucal. Tal formulacidén puede comprender particulas
secas que comprenden el ingrediente activo y gue tienen un
didmetro en el intervalo de aproximadamente 0.5 nm a
aproximadamente 7 nm o de aproximadamente 1 nm a
aproximadamente 6 nm. Tales  composiciones estéan
convenlientemente en la forma de polvos SEeCcos para
administracidédn utilizando un dispositivo gue comprende un
depdsito del polvo seco al cual una corriente de propulsor
puede dirigirse para dispersar el polvo y/o utilizar un
contenedor de distribucidn de solvente/polvo auto-de
propulsidn tal como un dispositivo que comprende el
ingrediente activo disuelto y/o suspendido en un propulsor
con un bajo punto de ebullicidén en un contenedor sellado.
Tales polvos comprenden particulas en donde por lo menos 98%
de las particulas en peso tienen un didmetro mayor de 0.5 nm

y por lo mencs 95% de las particulas a través de un numero
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que tiene un didmetro menor de 7 nm. Alternativamente, por
menos el 95% de las particulas en peso tienen un diametro
mayor de 1 nm y por lo menocs 90% de las particulas en namero
tienen un diamebro menor de 6 nm. Las composiciones de polvo
seco pueden incluir un diluyente de polvo fino sdélido tal
como azucar y Se proporcionan convenientemente en una forma
de dosis unitaria.

Los propulsores con baja ebullicidén generalmente
inciuyen propulsores 1liquides que tienen un punto de
ebullicidn por debajo de 18.33°C (65°r) a presidn
atmosférica. Generalmente el propulsor puede incluir
constituir del 50% al 99.9% (v/v) de la composicidn, y el
ingrediente activo puede constituir del 0.1% al 20% (v/v) de
la composicidn. El propulscr ademds puede comprender
ingredientes adicicnales tales como un agente tensioactivo
liquide no iénico y/o sélido anidnico y/o un diluente sélido
(el cual puede tener un tamafio de particula en mismo orden de
las particulas gue comprenden el ingrediente activo).

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
invencién, formuladas para la dist;ibucién pulmonar puede
proporcioconar el ingrediente activo en la forma de goticulas
de una solucidn y/0 suspensidn. Tales formulaciones pueden
prepararse, empacarse y/o venderse comc soluciones y/o
suspensiocnes alcohélicas acucsas y/o diluidas, opcicnalmente

estériles, que comprenden el ingrediente activo, y pueden
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convenlentemente administrarse utilizando cualquier
dispositivo de nebulizacidn y/0 atomizacion. Tales

formulaciones ademas pueden comprender uno o mas ingredientes
adicionales que incluye, pero no se limitan a, un agente
saborizante tal como sacarina de sodiq, un aceite wvolatil, un
agente regulador de pH, un agente activo en la superficile,
y/0 un censervante tal como metilhidroxibenzoato. Las
goticulas provistas por esta ruta de administraciédn pueden
tener un didmetro promedio en el intervalo de aproximadamente
0.1 nm a aproximadamente 200 nm.

Las formulaciones descritas en la presente ya que
son utiles para la distribucién pulmonar son dUtiles para la
distribucidn intranasal de una composicidn farmacéutica. OLtra
formulacion adecuada para administracidn intranasal es un
polvo burdo que comprende el ingrediente active y que tiene
un tamafico de particula de aproximadamente 0.2 pm a 500 um,
Tal formulacién se administra a una fcorma en la cual se toma
una aspliracién, es decir, a través de la rapida inhalacidén a
través de un pasaje nasal desde un contendor del polivo
mantenido cerrado cerca de la nariz.

Las formulaciones adecuadas para administracién
nasal pueden, por ejemplo, comprender tan poco como 0.1%
(v/v) vy tan mucho como 100% (v/v) del ingrediente activo, vy
pueden comprender uno o mas de los ingredientes adicionales

descritos en la presente. Una composicidédn farmacéutica de
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acuerdo con la invencldn puede prépararse, empacarse y/o
venderse en una fermulacidén adecuada para administracién
bucal. Tales formulaciones pueden, por ejemplo, estar en la
forma de tabletas y/o pastillas y utilizar medios
convencicnales, y pueden, por ejemplo, tener 0.1% a 20% (v/v)
del ingrediente activo, el balance comprende una composicion
disoluble y/o degradable oralmente y, opcicnalmente, uno o
mas de los ingredientes adicionales descritos en la presente.
Alternaltivamente, las fermulaciones adecuadas para
administracién bucal pueden comprender un pelvo y/c¢ una
solucidén en aerosol y/c atomizada y/0 suspensidén que
comprende el ingrediente activo. Tales formulacicnes en
polvo, en aerosol, y/o en aerosocl, cuando se dispersan pueden
tener un tamano de particula promedio y/o tamano de goticula
en el intervalo de aproximadamente 0.1 nm a aproximadamente
200 nm, y ademas pueden comprender uno © mas ingredientes
adicionales descritos en la presente.

Una composicidén farmacéutica de acuerdo con la
invencidn puede prepararse, empacarse y/o venderse en una
formulacidén adecuada para administracidn oftalmica. Tales
formulaciones pueden, por ejemple, estar en la forma de gotas
para los ojos que incluyen, por ejemplo, una solucién de
0.1/1.0% (v/v) y/0 suspensién del ingrediente activoc en un
excipiente liquido acucse u oleoso. Tales gotas ademas pueden

comprender agentes reguladores del pH, sales y/0 uno ¢ mas de
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los ingredientes adicionales descritos en la presente. Otras
formulaciones oftalmicamente administrables que son atiles
incluyen las gue comprenden el ingrediente activoe en forma
microcristalina y/o en preparacién de liposcma. Las gotas
para los oidos y las gotas para los ojos, se contemplan como
estandc dentro del alcance de esta invencidn.

Se pueden encontrar consideraciones generales en la
formulacidn y/o fabricacidén de agentes farmacéuticos, en, por
ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy
21" ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2005.

Kits

La invencidn proporciona una variedad de kits para
convenientemente y/o eficientemente llevar a cabo los métodos
de acuerdo con la presente invencidén. Los kits tipicamente
comprenden uno o mas anticuerpos HCV de acuerdo con la
invencidén (por ejempleo, HC-1, HC~3, HC-11l, y CBH-23). En
algunas mocdalidades, los kits comprenden una coleccidn de
diferentes anticuerpos HCV a ser utilizados para diferentes
propdsitos (por ejemplo, diagnédsticos, tratamiento. y/o
profilaxis). Tipicamente los kits comprenderédn suficientes
cantidades de anticuerpos HCV para permitir a un usuario
llevar a cabo multiples administraciones a un sujeto(s}) y/o
llevar a cabo multiples experimentos. [En algunas modalidades,
los kits se suministran con e incluyen uno o mds anticuerpos

HCV gue han sidec especificados por el comprador.
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En cilertas modalidades, los kils para utilizarse de
acuerdo con la presente invencidn pueden incluir una o més
muestras referencia; instrucciones (por ejemplo, para el
procesamiento de muesltras, para llevar a cabo las pruebas,
para interpretar les  resultados, para solubilizar los
anticuerpos HCV, para almacenar los anticuerpos HCV, etc.):
reguladores de pH; y/u otros agentes necesarios para llevar a
cabo las pruebas. En ciertas modalidades, los kits pueden
comprender paneles de anticuerpo. Otros componentes de kitls
pueden incluir células, medios de cultivo celular, tejidos
v/0o medios de cultivo tisular.

Los kits pueden comprender instrucciones para uso.
Por ejemplo, las instrucciones pueden informar al usuario el
procedimiento adecuado a través del cual reparar una
composicidén farmacéutica que comprende anticuerpos HCV y/o el
procedimiento apropiado para administrar Jlas composiciones
farmacéuticas a un sujeto.

En algunas medalidades, los kits incluyen un numero
de dosis unitarias de una cocmposicidn farmacéutica que
comprende los anticuerpos HCV. Un auxiliar de memoria puede
ser provisto, por ejemplo, en la forma de numeros, letras y/u
otras marcas y/o con un insertc de calendario, designandc los
dias/tiempos en el programa de tratamiento en el cual deben
administrarse las dosis. Las dosificéciones de placebe, vy/o

los complementos dietéticos de calcio, ya sea en una forma
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similar a o diferente de las dosis de las compasiones
farmacéuticas, pueden incluirse para proporcionar un kit en
el cual la dosis se toma cada dia.

Los kits pueden comprender uno o més recipientes o
contenedores de tal forma que ciertos de los componentes
individuales o reactivos pueden alojarse separadamente. Los
kits pueden comprender un medic para inclulr los contenedores
individuales en un confinamiento relativamente cerrado para
venta comerclal, por ejemplo, una caja de pléastico, en donde
las 1instrucciones, los materizles de empaque tales como
poliestireno, etc., pueden anexarse.

En algunas modalidades, los kits se utilizan en el
tratamiento, diagndstico y/o profilaxis de un sujeto que
sufre de y/o es susceptible a HCV. En algunas modalidades,
tales kits comprenden (1) por lo menos un anticuerpo HCV;
(ii) una jeringa, aguija, aplicador, etc., para la
administracién de por lo menos un anticuerpo HCV a un sujeto;
y (11i) instrucciones de uso.

En algunas modalidades, los. kits se utilizan en el
tratamiento, diagnéstico y/o profilaxis de un sujeto que
sufre de y/o es susceptible de HCV. Ln algunas modalidades,
tales kits comprenden (i) por lo menes un anticuerpo HCV
provisto como un polvo liofilizade; y (ii) un diluyente para
reconstituir el polvo liofilizado. Tales kits pueden

opciconalmente comprender una jeringa, aguja, aplicador, etc.,
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para la administracién de por lo menos un anticuerpo HCV & un
sujeto; y/o instrucciones de uso.

La presente invencidn proporciona kits que
contienen reactivos para generacidén de vacunas que comprenden
por lo menos un anticuerpc HCV. En algunas modalidades, tales
kits pueden incluir células que expresan anticuerpos HCV, sus
porciones caracteristicas y/o sus porciones bioldgicamente
activas; (1i) medios para cultivar las células; y (iii)
columnas, resinas, reguladores de pi, tubos y olras
herramientas Liles para la purificacidn del anticuerpo. En
algunas modalidades, tales kits pueden incluir (i) plasmidos
que contienen nucledtidos que codifican anticuerpos HCV, sus
porciones caracteristicas, y/o sus porciones bioldgicamente
activas; (1i) células capaces de transformarse con los
plasmidos, tales como lineas celulares.de mamifero, que incluye

perc nc se limitan a, lineas celulares Vero y MDCK; (iii) medios

para cultivar las células; (iv) plasmidos de expresidn que no
contienen nucledétidos gue codifican anticuerpos HCV  como
controles negativos; (v) columnas, resina, reguladcores de pH,

tubos y otras herramientas utiles para la purificacién del
anticuerpo; y (vi}) instruccicnes de uso.

En algunas modalidades, los kits se utilizan para
detector la presencia de HCV en una o mas de las muestras.
Tales muestras pueden ser muestras patolédgicas, que incluyen,

pero no  se limitan a, sangre, . suerco/plasma, células
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mononucleares de sangre periférica/linfocitos de sangre
periférica {PBMC/PBL}, esputo, orina, heces, muestras de
garganta, muestra de lesidn dérmica, fluidos
cerebroespinales, frotis cervical, muestras de pus, matrices
alimenticias, y tejidos de varias del cuerpo tales como el
cerebro, el bazo y el higado. Tales muestras pueden ser
muestras ambientales, que incluyen, pero no se limitan a,
tierra, agua, y flora. Otras muestras gue no han enumeradas
también pueden ser aplicadas. [En algunas modalidades, tales
kits comprenden (i) por lo menos un anticuerpo HCV; (ii) una
muestra gque se sabe que contiliene HCV, como un contrel
positivo; y (iii) una muestra que se sabe que no contiene
HCV, como un control negativo; y (1v) instrucciones de uso.

En algunas modalidades, los kits se utilizan para
neutralizar HCV en una o mas muestras. Tales kits pueden
proporcionar materiales necesarios para tratar una muestra
que conktiene HCV con por lo menos un anticuerpo HCV y probar
la habilidad de las muestras tratadas para infectar células
cultivadas con relacioén a la muestra no tratada. Tales kits
pueden incluir (i) por lo menos un anticuerpos HCV; {ii)
células capaces de cultivarse e infeétarse con HCV; {iii) un
anticuerpce que es capaz de unirse a neutralizar HCV, como un
control negativo; {(iv) un anticuerpo que es capaz de unirse a
y neutralizar HCV como un contrcl positive; (v) una muestra

que se sabe que no contiene HCV, como un conlrol negativo;
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(vi) una muestra qgue se sgabe gque se sabe gue contiene HCV,
como un control positive; y (vil} instruccilones de uso.

Estcs y otros aspectos de la presente invencidn
ademas se apreciardn después de la consideracidédn de los
siguientes Ejemplos, en donde se pretenden ilustrar ciertas
modalidades particulares de la inveﬁcién pero no pretenden
limitar su alcance, como se define en las reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1: Definicidon de un Dominio Inmunodominante
Conservado en Glicoproteina E2 HCV mediante Neutralizacién de
Anticuerpos Monoclonales Humanos.

Materiales y Metodos

Células y condiciones de cultivo

Las células 293T y CHO-K1 se obtuviercn de ATCC.
Las células Huh7 se obtuvieron del Dr. Michael Lai
{University of Southern California) vy las células Huh7.5 se
obtuvieron del Dr. Charles Rice (Rockefeller University). Las
células se cultivaron en medio esencial minimo modificade de
Dulbecco (DMEM, Invitrogen, Carlsbhad, CA) suplementado con
10% de suero de Dbecerro fetal (IFC3, Sigma-Aldrich Co. 35t.
Louis, MO) vy 2 mM de glutamina. Las c¢élulas CHO-K1 se
cultivaron en medic [-12 de Kaighn (Invitrogen 21127-022)
conteniendo L-glutamina y suplementado con 10% de FCS.

Virus y meodelos de virus

La produccidn y purificacidén de HCVpp (genotipo la)

22
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ha sido previamente descrita (Bartosch et al., 2003, J. Exp.
Med., 197:633-42; y Keck et al., 2005, J. Virol., 79:1319%9-
208; ambas de las cuales se incorporan aqui por referencia).
Fn breve, las células se transfectaron con plasmidecs HCVpp
utilizando el método de calcico-fosfato. Después de 48 horas
de cultivo, se recolectd el sobrenadante libre de células
mediante filtracién utilizando un filtro de tamafoc de poro de
0.45 nm.

Para la produccidén del virus JFH-1 del genotipo 2
infecciose, HCVcc (Wakita et al., 2005, Nat. Med., 11:791-96;
incorporade en la presente por referencia), el plasmide pJrH-1
linearizade Xbal se transcrihid in vifro (MEGAscript; Ambion,
Austin, TX) y se electropord en células Huh7.5. En resumen, 10
ng de ARN JFH-1 transcrito in vitro se mezclé con 0.4 x 10°
células Huh7.5 en un tubo de 4-mm en PBS sin calcio
conteniendo 10 pg de ARNL de higado de becerro y se pulséd a
0.27 kV v 960 ulF utilizando un sistema Pulsador de Gen Bio-
Rad. Las células electroporadas se sembrarcn en platos de
cultivo celular de 10 cm con 10 ml de ODMEM completo
conteniendo 10% de FCS. La expresidén de E2 HCV se confirmd
mediante el ensayo inmunoflucrescente indirecto (IFA) a cada
pasada de las de células. Para la produccién de JFH-1, las
células transfectadas se hicieron pasar a intervalos de 4 a 5
dias con una divisidén de 1:4 a 1:5 en matraces de cultivo

frescos. Las cosechas del wvirus colocadas en pequefias
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alicuotas se almacenaron a -80 °C. La produccién de la HJI3-5
HCVcc ha sido descrita previamente (Yi ekt al., 2006, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 103:2310-15; vy Yi et al., 2007, J.
Virol., 81:629-38; ambas de las cuales se incorporan aguil por
referencia).

Anticuerpos y reactivos

CBH-4G, un anticuerpo para HCV EZ2 ha sido descrito
previamente (Hadlock et al., 20CC, J. Virol., 74:10407; vy
Keck et al., 2005, J. Virol., 79:13199; ambos de los cuales
se incorporan aqui por referencia). EL MAb de murino para c-
myc se comprd de Santa Cruz Biotechnolegy (Santa Cruz, CA).
Cphgl LEL se obtuvo del Dr. Shoshana Levy (Stanford
University}). El TIgG anti-humanc conjugado con FITC, el

fragmento fc vy specifico y el IgG anti-ratdn de cabra del

fragmento F{ab’}2 (H+L) se obtuvo de Jackson Immuno Research
{(West Grove, PA). El IgG anti-humanc de cabra conjugado con
fosfatasa alcalina (H+L) vy el TIgG anti-ratdn de cabra

conjugado con fosfaltasa alcalina (H+L) se comprd de Promega
(Madison, WI). La lectina Galanthus nivalis (GNA) vy Jold
nitrofenil fosfato disddico hexahidratado {sustrato ce
fosfatasa) se compraron de Sigma (5t. Louis, MO).
Produccidn y Purificacidn del anticuerpo monoclonal
La generacidén de nuevos anticuerpos HCV de células
B de sangre periférica se llevd a cabo esencialmente como se

describe en Hadlcck et al. (2000, J. Vireol., 74:10407;
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incorporada en la presente por referencia). Los anticuerpos
HCV especificos se seleccicnaron mediante el ensayo
inmunoflucrescente indirecto (ITA) utilizando lisados

celulares infectados HCVpp de tipo la o 1b como un antigenc
objetivo (No. de acceso GenBank AF348705). La moncclonalidad
se logrdé mediante la clonacién de dilucidén limitante y se
confirmé por secuenciacidn de ADN (Sequetech, Mountain View,
CA) de los genes IgG. La clonacién y el andlisis de los
dominios V,, y V, de los genes I1IgG se llevaron a cabo como se
describe previamente (Keck et al., 2004, J. Virol., 78:7257;
incorpcrada en la presente por referencia). La produccidn vy
purificacidén del anticuerpo HCV se realizd esencialmente como
se describe en Hadlock et al. (2000, J. Virol., 74:10407;
incorporada en la presente por referencial y la biotinacidn
de los anticuerpos se llevd a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Piexrce Biotechnology, Inc,
Rockford, IL).

Tipificacion de la subclase IgG

La tipificacidén de la subclase 1gG se condujo
utilizando el kit Combi BRBINDARDID de la Subclase 3D de IgG
HUMANO {(The Binding Site Inc., San Diego, CA} de acuerdo con
el protocolo del fabricante.

Ensayo inmunofluorescente directo

Se transfectaron células 2937 con los constructos

que llevan secuencias ElE2 de los genotipos 1 a 6, 40-48
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horas después de la transfeccidén las células se fijaron sobre
portaobjetos de 24 puntes HTC  Super  Cured (Cel-Line
Associates, Newfield, N.J.} con 100% de acetona por 10
minutos a temperatura ambiente. Las células fijas se
incubarcon con anticuerpos como se indica por 30 minuteos a
37°C y se lavaron por 5 minutos con PRS, pH 7.4. Los
portacbjetos después se incubaron por 30 minutos a 37°C con
una solucién de 0.001% de contra-coloracidn azul de FEvan e
IgG anti-humano de cabra conjugado con isotiocianato de
flucresceina (FITC) {Jackson ImmuncResearch Laboratories,
West Grove, PA). El anticuerpo unido a las células fijas se
reveld peor microscopla de fluorescencia como se describe
(Hadlock et al., 1997, J. Virol., 71:5828-40; incorporada en
la presente por referencia).

Secuenclacidn del anticuerpo

Las secuencias CDR de los dominiocs V,, y Vg de los
anticuerpos monoclconales humanos se llevaron a cabo como se
describe {Keck at al., 2004, J. Virol., T7B:7257-63;
incorporada en la presente por refgrencia). Esencialmente,
las regiones variables completas de la cadena pesada y ligera
de H-111 se secuenciaron para identificar los FR y CDR, las
contrapartes del gen de la linea germinal V, 'y para
determinar el estado de maduracién de los dominios V. Los
dominios V., y V, de HC-1, HC-3, HC-11 y CBH-23 se amplificaron

mediante RT-PCR del ARN celular total aislado de las células
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de hibridoma correspondientes (el min kit RNeasy, Qiagen,
Valencia, CA) utilizando los iniciadores lider de la familia
especifica V 5’ e iniciaderes de la regidén J 3’, como se
describe previamente (Campbell et alf, 1992, Mol. Immunol.,
29:193-203; y Chan et al., 2001, Blood, 97:1023-26; ambos de
los cuales se incorporan aqul por referencia). Las
secuencias se analizaron utilizando el Vector NTI
{Invitrogen, San Diego, CA) y se alinearon con las secuencias
de la linea germinal utilizando las bases de datos V-QUEST vy
VBASE (Coock vy Tomlinscon, 1995, Immuno. Today, 16:237-42;
incorperada en la presente por referencia).

Ensayc de Competencia

Los estudios de competencia reciproca del
anticuerpc se llevaron a cabo como se describe previamente
(Keck et al., 2004, J. Virel., 78:9224; incorporada en Lla
presente por referencia). Brevemente, el lisado celular 1b
HCVpp se capturd en placas de 96 cavidades recubiertas con
GNA en PBS durante 1 hora a 37°C. Después del blogueoc y el
lavado, se agregarcn los anticuerpos de competencia a 20
ng/ml en cada cavidad vy se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente, seguide por la adicién del anticuerpo
de prueba biotinade a 2 ug/ml. Después de 1.5 horas de
incubacidn a temperatura ambiente, el anfticuerpo de prueba se
detecté utilizande estreptavidina conjugada con fosfatasa

alcalina (R & D Systems, Minneapolis, MN), seguido por
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incubacidn de p-nitrofenil fosfato para el desarrollo del
color. La absorbencia se midié con un lector de placas
multicavidad (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 405 nm vy
restando la lectura de fondo a 570 nm. Los valores de la DO
medios, segun medidecs con el anticuerpo HCV de prueba
biotinado para EZ en la presencia del  anticuerpo de
competencia, se dividieron entre las sefiales medidas de los
anticuerpos HCV de prueba Dbiotinados para E2 sin el
anticuerpo de competencia seguido por la multiplicacidn por
100 para obtener el porcentaje del anticuerpo de prueba unido
a E2. La relevancia de los nuevos anticuerpos para otros
anticuerpos se determindé mediante un método modificado de
métode de grupos por pares no ponderados utilizandce promedios
aritméticos, comc se describe previamente (Keck et al., 2004,
J. Virol., 78:9224; incorporada en la presente por
referencia). Este método asume el grado de inhibicidn
bidireccional comg el grado del traslape del epitope mediante
los anticuerpos de competencia. La inhibicién © mejoramiento
unidireccional se interpreta como epitopos préximos pero no
traslapadoes.

Inmunoprecipitacion

Las células 293T que producen 1lb HCVpp se lisaron
con un requlador de pH que contiene 10 mM de Tris-HCl, pH
7.5, 150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 20 mM de o-yodoacetamida, e

inhibidores de proteasa. Estas se utilizaron como la fuente
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de antigeno, y aproximadamente 225 ng/ml de E2 se utilizaron
por inmunoprecipitacidén. Se incubaron 2 png/ml de anticuerpos
HCV con antigeno durante 1.5 horas a 4°C, seguido por
incubacidén con la proteina A inmovilizada (Pierce, Rockford,
TL) durante 1.5 horas adicionales a 4°C. Entre cada paso, los
grdnulos se lavaron una vez con regulador de pH de lisis IP.
Después del ultimo paso, se lavaron 3 veces con regulador de
pH de lisis IP y una vez con agua destilada. Los precipitados
se lavaron a a 70°C por S5 minutos en regulador de pH de
muesitra SDS-PAGE, se ceorrieron en gel de poliacrilamida SDS
al 10%, vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
La membrana de inmunotifid con MAb AP33 de murino (Owsianka et
al., 2005, J. Virol., 79:11095; incorpcrada en la presente
por referencia), seguide por incubacidén con el anticuerpo
secundaric conjugacde con HRP (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) y deteccidén utilizando el sistema de deteccién de
tincidn ECL Plus Western de GE Healthcare.

Medicidn de afinidad del anticuerpo

Las mediciones de la afinidad del anticuerpo se
realizaron con lisado celular HCVpp la conteniendo 1 pg/ml de
glicoproteinas EZ. Las placas de microtitulacidn se
prepararon cubriendo cada cavidad con 500 ng de GNA seguido
por el bloguec de las cavidades con BLOTTO consistiendo de
2.5% de leche seca sin grasa y 2.53% de suerc de cabra normal

en TBST (20 mM de Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM de NaCl, 0.1% de
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Tween-20). Después del bloqueo, se capturédé la EZ2 en el lisado
celular mediante GNA en la placa y la unidén posterior en un
intervalc de 0.01 pg/ml - 200 pg/ml de anticuerpos HCV. Los
anticuerpos HCV unidos se incubaron con IgG anti-humano de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Promega, Madison,
WI), seguidc por incubaciédn de p-nitrofenil fosfato para el
desarrollo del color. La absorbencia se midid a 405 nm y 570
nm. Los datos se analizaron por regresidn no lineal para
medir la constante de disociacién del anticuerpo, Ky, y la
unidén maxima, Biax (DO}, utilizando el software Prism
{(GraphPad) .

Transfeccion de ARN HCV y produccién del virus

El plasmido pJdFH-1 linearizado Xbal se transcribid
in vitro (MEGAscript; Ambion, Austin, TX) y se electropord en
células Huh7.5. Brevemente, se mezclaron 10 pg del ARN JFH-1
transcrito in vitro con 0.4 x 10° células Huh7.5 en un tubo de
4-mm en PBS sin calcic conteniendo 10 pg de ARNt de higado de
becerrc y se pulsaron a 0.27 kV y a 960 ur utilizando el
sistema Pulsador ce Gen de Bio-Rad. Las células
electroporadas se sembraron en platos de cultivo celular de
10 cm con 10 ml de DMEM completo conteniendo 10% de FC3. La
expresidn de E2 HCV se confirmdé por IFA en cada pasada de las
células. Para la produccidn del vifus JFH-1, las células
transfectadas se hicieron pasar a intervalos de 4- a 5- dias

con una division de 1:4 A 1:5 matraces de cultivo fresco. La
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concentracidén del virus del medio agrupado se midid como el
foco formando unidades (FFU} como se describe méas adelante,
se colocd en pequefias alicuctas y se mantuvieron a -80°C.

Un segunde virus HCV  infeccioso es un  virus
quimérico inter-genotipico producide mediante el reemplazo
del segmento nicleo-N32 del genoma del virus JFH-1 con el
segmento comparable del virus del subtipc la H77 (Y1 et al.,
2007, J. Virol., 81:629; incorporaﬁa en la presente por
referencia). Este virus quimérico, H-[NS2/NS3]-J/Y361H/Q1251L
(en lo sucesivo referido como “HJ3-5" contiene dos mutaciones
compensadoras que promueven su crecimiento en el cultive
celular, wuna de las cuales estd dentro de la secuencia El
(residuo de poliadenilacidn 361) como se muestra (Yi et al.,
2007, J. Virol., 81:629; incorporada en la presente por
referencia). TLas existencias del virus se produjeron en
células FT3-7 (Blight et al., 2002, J. Virol., 76:13001;
inceorporada en la presente por referencia).

Ensayo de Neutralizacidn HCVpp

La neutralizacidén de HCVpp se llevé a cabo como se
describe previamente (Keck et al., 2007, J. Virel., 81:1043-
47; y Keck et al., 2005, J. Virol., 7%:13199-208; ambos de
los cuales se inceorporan aquil por referencia). Brevemente,
se sembraron células Huh-7 a 8 x 10° células por cavidad en
una placa de 96 cavidades no tGtransparente blanca 24 horas

antes de la infeccién. El medio de infeccidn se incubhd con
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varias concentraciones de anticuerpos por 60 minutos a 37°C
antes de agregar a las células Huh-7 utilizando PBS como un
control no de anticuerpo. Después de -15 horas de incubacidn,
el medio HCVpp se reemplazd con medic completo fresco y se
incubd por 72 horas més. La actividad de neutralizacidén del
anticuerpo de determind mediante el porcentaje de reduccidn
de la actividad de luciferasa comparado ccon el medio de
infeccidén conteniendo PRS.

Ensayo de inefectividad de HCVce

La neutralizacidén de HCVcc se evalud mediante la
reduccién de la expresiédn de NS3 segin monitoreado por
inmunotincién. Se incubaron 350 pl de la alicuota del virus
2a JFH-1 (10° FFU/ml) o sobrenadantes de cultivo celular
infectados con la HJ3-5 con anticuerp&s a 20 pg/ml por 1 hora
a 37°C antes de la inoculacidén en células Huh 7.5 inexpertas
sembradas 24 horas previamente en placas de 24 cavidades a
una densidad celular de 32,000 por cavidad. A 3 horas
después de la infeccidon (hpi), el medio conteniendo el
anticuerpo HCV se removid, y las células se lavaron con PBS y
se reemplazd con DMEM completo fresce. Las células se
cosecharon para analisis de Western Blot a 72 hpi. Las
muestras se calentaron a 70°C por 5 minutos en regulador de
pH de SDS-PAGE y se corrieron en un gel de poliacrilamida SDS
al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.

Las membranas se inmunotiferon con  anticuerpoe anti-NS3,
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seguido por incubacidén ceon anticuerpo secundario conjugado
con HRP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CRA) vy
deteccidn utilizando el sistema de deteccidn de tincidén TECL
Plus Western de GLE Healthcare. Las 1imagenes se capturaron
con un sistema doc de gel Bio-Rad. LEl porcentaje de la
neutralizacidn se compardé con el control no de anticuerpo.
RO4 es un anticuerpo monoclonal comparadce con isotipo para
HCMV y se utilizé como un control negativo.

Ensayoc de reduccidn de unidad formadora de foco
(FFU)

Se mezclaron 60 ul de alicuotas de existencias del
virus HJ3-5 o JFH~1 (aproximadamente 100 FFU) con un volumen
igual de anticuerpo diluideo y se incubaron a 37°C por 1 hora
antes de la inoculacidén de 100 wul de la mezcla de
virus/anticuerpe en células Huh7.5 sembradas 24 horas
previamente en portaocobjetos de camara de 8 cavidades (Nalge
Nunc Rochester, NY). llos cultivos se colocaron en  un
ambiente de 5% de C0, a 37°C por 24 horas, se alimentaron con
200 nl de medio adicionales, y después se volvieron a incubar
durante 48 horas mas. Los fluidoé del sobrenadante se
removieron, las c¢élulas se lavaron una vez con PBS, y las
células se fijaron con 1l:1 de metanol-acetona antes de la
marcacién con 1:300 de MAb C7-50 especifico para la proteina
central (Affinity BioReagents, Golden, CO) come se describe

(Yi et al., 2007, J. Virol., B81l:629; incorporada en la

185



10

20

164

presente por referencia). Después del lavado extenso, la
marcacidén secundaria con IgG de anti-ratédn de cabra conjugado
con FITC (1010-02, Southern Biotech, Birmingham, AL) a una
dilucidn de 1:100, el nucleo de contra-tifd con Risbenzimida
H (Hoechst, Frankfurt am Main, Alemaﬁia), y los portaobjetos
se montaron y examinarcn bajo un microscopio fluorescente
Zeiss UV. El1l foco de las células positivas de antigeno se
contaron en cada portaobjetos individual, con cada cluster de
células infectadas que se tifileron positivamente para el
antigeno central considerade para constituir un unidad
formadora de fcco infeccioso individual (IFU), como se
describe (Yi et al., 2007, J. Virol., 81:629; y Yi et al.,
2006, Proc. Natl. Acad. S&ci., USA, 103:2310; ambos de los
cuales se incorporan aqul por referencia). El porcentaje de
neutralizacidén se calculd como la reduccidn en FFU comparado
con el virus incubado con un anticuerpo de control
irrelevante, RO4.

Blogqueo de la union de EZ2 a CD8I

La E1E2 del genotipo b  expresada en 293T
conteniendo 1 pg/ml de 2 se incubd con cada anticuerpo HCV
como se indica a 10 pg/ml por 1 hora a temperatura ambiente,
y el complejo de anticuerpo-antigeno después se agregd sobre
las cavidades pre-cubiertas con CD81. Las cavidades se
lavaron e dincubaron con 5 pg/ml de CBH-4D biotinado por 1

hora. La CRBH-4D unida se detectd con estreptavidina
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conjugada con fosfatasa alcalina (R&D Systems; Minneapolis,
MN), seguido por incubacidn de p-nitrofenil fosfato para el
cdesarrolle del color. La absorbencia se midié a 405 nm
utilizando un lector de placas Spectra Max 190 de Molecular
Devices (Sunnyvale, CA). CBH-5 se utilizd como un control
positivo y RO4 como un control negativo.

Mapeco de epitopo mediante mutagénesis dirigida al
sitio

La mutagénesis de exploracidén de alanina se condujo
utilizando el Kit de Mutagenesis Dirigida al Sitio
QuickChange II (Strategen, La Jollaf CA) de acuerdo con el
protocole provisto. Las mutacicnes se introdujeron en LE2 de
la cepa H77c del genotipela (Numero de accesc a GenBank
Ar009606) . Todos los mutantes se secuenciarcn (Sequetech,
Mountain View, CA) para asegurar que los clones poseyeran
solamente la mutacidn esperada. Las proteinas EZ2 mutadas se
expresarocn en celulas 293T y analizaron por  ELISA.
Brevemente, las placas de microtitulacidn se recubrieron con
500 ng por cavidad de lectina Galanthus nivalis (GNA),
seguido por blogueo con BLOTTO, consistiendo de 2.5% de leche
en polve sin grasa y 2.5% de suerc de cabra normal en TBST
(20 mM de Tris-HClL, pH 7.5, 150 mM de NaCl, 0.1% de Tween-
20) . Después del blogqueo, les lisados celulares
transfectados diluidos en BLOTTO se agregaron a Jla placa.

Las proteinas E2 mutantes unidas después se incubaron con HC-
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1 o HC-1i, sequido por IgG anti-humano conjugado con
fosfatasa alcalina. Las muestras después se visualizaron por
la adicién de p-nitrofenil fosfato disddico hexahidratado vy
la lectura de la absorbencia a 4C5 nm. Los resultados se
muestran en las Figuras 7A y 7B. Los valores derivados para
las proteinas EZ mutantes después se desplegaron como un
porcentaje del observadc para la E2Z H77c¢ wlk. Los aminodcidos
mutados se describen en el eje y. ElL nimero entre los dos
aminocacidos sustituidos corresponde a la posicién en la
poliproteina de la cepa de referencia H (Numero de acceso a
GenBank AF005606). Los anticuerpos HCV, HC-1 y HC-11 que se
unen a cada mutante se expresan como el porcentaje del valor
cde unidn normalizade por la unidn de CBH-17, un anticuerpo
para un epitopo lineal en E2, y se divide por la unidn del
anticuerpo HC para el tipo silvestre en el eje x.

Unién de Anticuerpos HCV a mutantes E2 a través de
ELTISA

ELISA se llevé a cabo para medir la unién del
anticuerpo a las glicopreoteinas E2 mutantes. Las placas de
microtitulacidn se cubrieron con con 500 ng de GNA por
cavidad, seguidce por blegueo con BLOTTO (2.5% de leche en
polvo sin grasa y 2.5% de suero de cabra normal en TBST [20
mM de Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM de NacCl, 0.1% de Tween-20]]
por 1 hora. Las glicoproteinas E2Z2 de tipo silvestre vy

mutadas expresadas en lisados de células 293T se capturaron
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en placas cubiertas con GNA. La E2 unida se detectd a través
de cada anticuerpo con Jla cantidad ‘de E2 en cada cavidad
normalizada utilizande un MAb de ratén anti-c-myc. Los
anticuerpos unidos se incubarcon con IgG anti-humano conjugado
con fosfatasa alcalina y seguida por incubacidén de p-
nitrofenil fosfato para el desarrollo del color. La
absorbencia se midié a 405 nm y 570 nm. Los valores
derivados para las proteinas E2 mutantes después se
desplegaron como un porcentaje de los observados para E2 de
tipo silvestre.

Evolucidn de la neutralizacidn de HCVpp

La neutralizacidén mediada por el anticuerpo de la
infeccidn HCVpp a diferentes inkervalos de tiempo después de
la unidn se realizd esencialmente como se describe (Evans et
al., 2007, Nature, 446:801-5; incorporada en la presente por
referencia) con modificaciones. Los sobrenadantes de cultivo
recolectados de las células 2937 conteniendo HCVpp se
filtraron utilizando un filtro de 0.45 pym y se enfriaron a
4°C. Las células Huh 7.5 se sembraron a 3.2 = 10* por cavidad
en placas de cultivo tisular de 24 cavidades recubiertas con
poli-L-Lisina 24 horas antes de la infeccidn. Después del
pre-enfriamiento de las células Huh 7.5 a 4°C y a t = -120
minutos, el medio se reemplazd con 200 pl de sobrenadante
HCVpp conteniendo 4 ng/ml de polibrenc y 50 mM de Hepes, con

o sin anticuerpo como se indica. Las placas se centrifugaron
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a 2100 rpm por 120 minutos a 4°C. A t = 0 minutos, las
placas se lavaron dos veces con 1 ml de PBS fric y después
medic fresco 37°C conteniendo 4 pg/ml de polibreno, con o sin
anticuerpcs, se agregd y seguido por la colocacidn de las
placas en una incubadora de CO, a 37°C. A diferentes
intervalos de tiempo, los anticuerpos se agregaron al medio a
concentraciones indicadas. A las 18 horas cdespués de la
infeccién, el medio de cultivo se cambid a medio fresco sin
anticuerpos. Las células se cosecharon 3 dias después de la
infeccidén en 100 pl de regulador de pH de lisis de cultivo y
la expresidén del reporterc de luciferasa se mididé con la
adicidn de 100 pl del reactivo Bright Glo de Promega
(Madison, WI).

Ensayo de virus en grdnulos de apoyo

Las pseudeoparticulas HCV (HCVpp) se produjeron como
se describe (Bartosch et al., 2003, J. Exp. Med., 197:633-42;
y Keck et al., 2005, J. Virol., 79:13199-208; ambos de los
cuales se incorporan aqul por referencia) por co-transfeccidn
de células 2937 con pléasmidos conteniendo el genoma proviral
defectuoso en env y un pléasmido de expresidn que codifica las
glicoproteinas HCV (gps). Aqul, HCVpp lleva cada uno de los
seilis residuos multados (R657A, D658Ba, FE79A, L6%2A, T696A,
D698A) involucrados en la unién del epitopo HC-3. H77c de
tipe silvestre y/o EA31A (un residuo localizado fuera del

epitope HC-3) son controles poesitivos. Las células que
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expresan E1BEZ HCV y el virus conteniendo medioc extracelular
se recolectarcon de forma separada 48 horas después de la
transfeccién. El lisado celular se prepard volviendo a
suspender las células gque expresan E1E2 HCV utilizando
regulador de pH de lisis (150 mM de NaCl, 20 mM de Tris [pH
7.51, 0.5% de deoxiceolato, 1.0% de Nonidet-P40, 1 mM de
EDTA, 0.5 mg/ml de Pefabloc, 2 ug/ml de aprotinina, 2 pg/ml
de leupeptina, 1 pg/ml de pepstatina). El nicleo se granuld
por centrifugacién a 18,000 x g a 4°C por 10 minutos, y los
extractos citoplasmicos resultantes se recolectaron para el
andlisis de Western Blot. El medic extracelular conteniendo
el virus primerc se separd de los restos celulares haciéndolo
pasar a través de un filtro de 0.45 pm u ademas se concentrd
procesando 30 ml del sobrenadante filtrado a través de una
almohadilla de 20% <de sacarosa por ultracentrifugacién
utilizando un rotor BRBeckman Coulter SW 28 (25,000 rpm, 2
horas a 4°C). El virus granulado de soporte se volvié a
suspender en 150 pl de requlador de pH NTE (150 mM de NaCi, 1
mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCl, pH 7.4). Para la Western Blot,
se mezclaron volimenes iguales de 20% de suspensidn granulada
de soporte de sacarosa o Jlisados de células 293T con un
volumen igqual de 2x de regulador de pH de muestra S35DS y se
desnaturalizaron por calentamiento a 95°C por 5 minutos.
Tocdas las muestras se resolvieron 1n¢diante 10% de SD3S-PAGE

utilizando geles Tris-HC1 Ctriterion (Bio-Rad Laboratories,
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Hercules, CA). Las proteinas en el gel se transfirieron sobre
un filtro de nitrocelulosa. E1l filtro se blogquedé con 5% de
leche seca en 0.1% de T-TBS (20 mM de Tris-HCl, pH 7.5,
conteniendc 150 mM de NaCl y 0.1% de Tween-20).

Se utilizaron los siguientes pares de anticuerpos
primaric y secundario para detectar la cantidad de proteinas
en las muestras: para la deteccidon de El, H11ll (Keck et al.,
2004, J. Virol., 78:7257-63; incorporada en la presente por
referencia) a 2 ug/ml y HRP de IgG gnti~humano {(1:5000, GLE
Healthcare); para la deteccidén de E2, AP33 (Owsianka et al.,
2005, J. Virol., 79:11095-104; incorporada en la presente por
referencia) a 2 wg e IgG anti-ratdn de cabra (1:2000, Santa
Cruz Biotechnclogies): p24 anti-HIV de cabra (1:2500,
Viro3tat, Portland, OR) y HRP de IgG anti-cabra de bovino
(1:5000, Santa Cruz Bioltechnologies). Las proteinas GAPDH vy
P24 se utilizaron como controles internos para la produccidn
de proteina celular y particulas HCV, respectivamente, y se
detectaron a través de HRP IgG anti-GAPDH de ratén y anti-
ratén de cabra (Santa Cruz Riotechnologies). El filtro se
incubd con ECL plus y las imagenes quimioluminiscentes se
capturaron utilizando un sistema de imagenes chemi-doc de
Bio-Rad.

Ensayo de inefectividad de HCVpp

T.a cantidad de wvirus en medio conteniendo wvirus

primero se normalizé mediante la expresién de p24 utilizando
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el kit de concentracién de lentivirus QuickTiter (Cell
Biolabs Lab, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Posteriormente, se agregd una canltidad igual
de células Huh-7.5 pre-sembradas (8 x 10° células/cavidad) en
una placa de 96 cavidades no transparente blanca y las
infecciones se centrifugaron a 730 x g por 2 horas a
temperatura ambiente antes de colecarlas en una céamara de
cultivo celular humidificada conteniendo 5% de CO, a 37°C. El
virus sin unir se reemplazd con medio completo fresco
incubado durante un total de 72 horas. Después de agregar 100
pl de Bright-Glo reconstituido (Promega) a cada cavidad
seguido por mezclado por 2 minutos a temperatura ambiente, se
midid la actividad de luciferasa por medio de un lumindmetro
de microplaca Veritas (Turner Biosystems). La inefectividad
del Virus se muestra como la actividad de luciferasa (RLU).

Resultados

Aislamiento de los nuevss Anticuerpos HCV del
dominio B para la glicoproteina E2Z HCV

EZ HCV conltiene al menos tres dominios adaptativoes
inmunogénicos con diferentes propiedades y funciocnes
biolégicas (Keck et al., 2007, J. Virel., 81:1043; Keck et
al., 2005, J. Virol., 79:13199; vy Keck et al., 2004, J.
Virol., 78:9224; +todos los cuales se incorporan en la
presente por referencia)l. Cada dominio contiene miltiples

epitopos traslapados gque tiene similares propiedades vy
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funciones. Para expandir el panel de los anticuerpos
neutralizantes, se produjo y caracterizdé un grupo de
anticuerpos moncclonales humanos de células B periféricas de
tres individuos infectados con HCV que tiene altas
concentraciones de neutralizacidédn en suero. Las células B
periféricas de individuos con ya sea infeccidon HCV la o 1b vy
actividades con alta neutralizacién de anticuerpo en suerc se
utilizaron para producir y caracterizar un panel de
anticuerpos moncclcnales humanos.

La clasificacidn inicial hizo uso de una proteina
EZ2 de genotipo 1lb para un donador infectado la, o la proteina
EZ la para un donador infectado 1b. Las <¢élulas B se
activaron mediante el virus Epstein-Barr y se utilizaron para
producir hibridomas humancos como se describe (Hadlock et al.,
2000, J. Virel., 74:10407; dincorporada en 1la presente por
referencia}l . Se seleccionaron cuatro hibridomas, marcados
como HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-23, que secretan anticuerpos
que se unen HCVpp subtipo la vy E2 1B pero no glicoproteinas
Ll 1lb a través del ensayo inmunofluorescente indirecto (IFA;
Figura 1). Esta clasificacidn enfatiza la seleccidn de los
anticuerpos HCV para epltopos conservados como se muestra
previamente y muestra gue estos anticﬁerpos son para E2 (Keck
et al., 2004, J. Virel., 78:9224; incorporada en la presente
por referencia).

Dos rondas de clonacidén de células individuales
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establecid la monoclonalidad de los hibridomas que se
confirmé mediante secuenciacidén de los gentes 1IgG como se
describe (Keck et al., 2004, J. Virol., 78:7257; incorporada
en la presente por referencia). Ademas, los cuatro
anticuerpos se secuenciaron, se determinaron las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de cada cadena
pesada vy ligera del anticuerpo éFigura 2). Ademas se
determinarcn las subclases IgG de cada uno de los cuatro
anticuerpos (Figura 3).

Para encontrar el grado de conservacidn del epitopo
entre diferentes genotipes y/o subtipos HCV, se ensayaron HC-
1, HC-3, HC-11, vy CBH-23 por IFA contra células Huh7.5
infectadas con los subtipos la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4, 5 y 6 de
HCVpp (Owsianka et al., 2008, J. Gen. Virel., B89%:653-9;
incorporada en la presente por referencia; Figura 4;}.

Como se resume en la Figura 4, los anticuerpos HCV
HC-1 'y HC-11 fueron capaces «de -neutralizar todos los
genotipos HCVpp excepto para el genotipo 4 para HC-1 y el

genotipo 5 para HC-11. Ambos HC-1 y HC-11 neutralizan HCVe¢c

la y 2a. CRH-23 fue capaz de neutralizar la infeccidn por
HCVpp la y 1b, asi como infeccidn HCVcc 2a. HC-3 fue capaz
de neutralizar HCVpp la y HCVcc Za. En contaste, el contrel

RO4 comparado con el isotipo, un anticuerpc para la protelna
especifica CMV, fue incapaz de unirse a cualguiera de los

genotipos HCVpp. Los cuatro anticuerpos fueron capaces de
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inmunoprecipitar EZ (Figura 1) pero no detectaron E2 bajc
condiciones de reduccidn ya sea mediante ELISA ¢ analisis de
Western Blot, lo que indica que los anticuerpos HCV son para
epitopos adaptativos en la glicoproteina E2  HCV. Los
hibridomas humanos HC-3, HC-11 y CBH-23 secretan anticuerpos
IgGy, y HC-1 secreta IgG: (Figura 3). La produccidén del
anticuerpo estuvoe entre 20 jpg/ml - 60 jug/ml  en el
sobrenadante consumido. ElL andlisis de secuencia de sus genes
Ig (V. y Vi) demostrd gque HC-1, HC-3, HC-11, vy CBH-23 se
derivaron de células B independientes que expresan
combinacicones uUnicas de las regiones de CDR1l, 2 y 3 de 1la
cadena pesada y ligera (TFigura 2).

Para definir la relacién de estos nuevos
anticuerpos con el panel antericr, se realizd el andlisis de
competencia con anticuerpos HCV de los dominics A marcados
con biotina representativos (CBH-4D), B (CBH-5), y C (CBH-7)}
(Figura 5). HC-1 y HC-11 mostraron una competencia minima o
nada de competencia con los anticuerpos de los dominios A vy
C, y 60% - 80% de competencia con CBH-5 (Figura 5), lo que
sugiere que los epltopos reconocidos por estos  nuevos
anticuerpos se localizan dentro del dominio B. CBH-23 mcstrd
una competencia minima o nada de competencia con @ los
anticuerpos de los dominios A y B, y.>90% de competencia con
CBH-7 lo que sugiere que este epitopo se localiza dentro del

cdominio C. HC-3 mostxd una competencia minima o nada de
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competencia con los anticuerpos de los dominios A, B, v C, lo
gque sugiere que este anticuerpo reconoce un nuevo dominio
diferente.

Anticuerpos neutralizantes gque producen epitopos
cdel dominio B

S1 el modelo de epitopos de traslape dentro de un
dominio es tener propiledades y funciones similares (Keck et
al., 2004, J. Virel., 78:9224; incorpecrada en la presente por
referencia), HC-1, HC-11, Y CRH-23 también deberian
neutralizar HCV como se observa con los anticuerpos HCV de
los dominics B vy C anteriores. Las actividades de
neutralizacién a 20 pg/ml del anticuerpo primerc se midieron
utilizando infeccidén HCVpp la y 1b con cada anticuerpo HCV
que neutraliza ambos aislados. La neutralizacidn promedio de
los anticuerpos HCV contra HCVpp 1b fue comparable con CBH-
5, a 64%. En contraste, un promedio de 80% de neutralizacidn
para todos los anticuerpos HCV se observd en la infeccidn
HCVpp la, comparado con 6&0% c¢on CBH-5. Ciertamente, el
andlisis de neutralizacidn mas detallédo con HC-11 mostrd que
este anticuerpo tiene 1ICsy de 0.9 nug/ml. Este valor es
aproximadamente 5 veces mas alto en la potencia de
neutralizacién HCVpp la gue CBH-5 a 4.0 pg/ml. LEsto puede
reflejar diferencias en sus epitopos entre los subtipos vya
gue CBH-5 se alsld de un paciente infectado con 1b y los

nuevos anticuerpos HCV se asilaron de un _ paciente infectado
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con la. La neutralizacidn ademds se ensayd con HCVCC del tipo
la y 2a infeccioso (¥Figura 4). Para HCVcc 2a, la actividad
neutralizante se midié mediante dos ensayos, inhibicién de la
expresidn de proteina NS3 en célulaé infectadas Huh7.5 por
analisis de Western Blot y por reduccién FFU. E1l efecto de
cada anticuerpo en la inefectividad de HCVcc la se determind
mediante la reduccidén FFU. Como se muestra en la Figura 4, la
neutralizacidn para NCVcc Za se completd con HC-1, HC-3, vy
HC-11 con cada anticuerpc HCV a 10 pg/ml segin medido por la
expresioén de NS3 HCV. En conltraste, la inefectividad con
HCVecc 2a no se afectd por los controcles negativos (es decir,
el anticuerpo RC4 o sin contreoles de anticuerpc (PBS)). Los
niveles de proteina R-actina utilizados comc un control
internc fueron comparables entre las diferentes muestras.
Estos resultados juntos son censistentes con el modelo de
epitopos adaptativos de traslape dentre de un dominio
inmuncgénico diferente en la glicoproteina EZ2 que tiene
funciocones similares. El aislamientc exiteso de HC-1 y HC-11
para el dominioc B confirma que los epitopos del dominic B son
altamente inmunogénicos y producen anticuerpos neulralizantes
potentes.

Los anticuerpos del deminio B inhiben la unidén de
EZ a CD81

1l mecanismo de neutralizacidn con los anticuerpos

HCV del dominc B y C anteriores es a través de la inhibicidn
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de la unidén de E2Z2 a CDB1. Esto se estudid con HC-1, HC-3,
HC-11, vy CBH-23 en un ensayo de captura CCD8L. Como se

muestra en la Figura &, la pre-incubacidén de Gliceoproteinas
E2 en la presente de 15 pg/ml de anticuerpoes HCV HC-1, HC-11,
CBH-23, © CBH-5 redujo en 90% la unidn de EZ a CDBl comparado
con el control negativo RO4. Similar a los otros anticuerpos
HCV del dominio B o C, estos anticuerpos HCV neulbralizan HCV
mediante el bloqueo de la unidén de L2 a CDB8Ll. En contraste,
la pre-incubacidén de las glicoproteinas EZ2 en la presencia de
HC-3 no reduce la unién de F2 a CD81.

Mapeo de epitopc de HC-1 y HC-12 mediante
mutagénesis dirigida a sitio

La mulLagénesis de exploracién de alanina se llevd a
cabo para definir los residuos dentro de los epitopos de
anticuerpos HCV que se acoplan en las interacciones £Z-CD8I.
Se obtuvo una serie de proteinas mutadas en sitics de
aminocdcidos en el intervalo de 523 vy 540 a través de
mutagénesis dirigida al sitio. fEsta regidn contiene Tyrb27,
Trp529, Gly530, vy Asp535 que son residuos de punto de
contacto para la unidén de EZ a CD81  (Owsianka et al., 2006,
J. Virol., 80:8695; incorporada en la presente por
referencia) . Ademas, los residuos Gly523, Prob25, Gly530,
Asp535 vy  Asn540 estan involucrados en el epitopo CBH-5
(Owsianka et al., 2008, J. Gen. Virel., B9:653-9; incorporada

en la presente por referencia}. Para estos mutantes, el
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efecto de la unidn de HC-1 se analizé por medio del uso de
células transfectadas con plasmidos mutantes que codifican la
proteina de fusidbn EZ-c-myc. Las proteinas E2 mutantes se
evaluaron para su reactividad para HC-1 a través de BELISA
(Figuras 7A y 7TB). Esta evaluacion se confirmé mediante
analisis de flujo. Ya que c¢-myc es una etiqueta C-terminal,
la cantidad de c-myc detectada por PLE-anti-c-myc, se utilizd
como un control interno para normalizar el nivel de expresidn
de E2. Para evaluar el porcentaje de unidn de HC-1 a las
proteinas mutantes E2, se calculd la proporcidén de E2/c-myc
para cada mutante y se compard con la proporcidén obtenida con
la proteina de tipo silvestre. CBH-4G, un anticuerpo
neutralizante, se utilizd como un control para identificar
residuos que son especificos para HC-1. La falta de unidén en
los sitios de sustitucidén con ambos CBH-4G y un anticuerpo
HCV sugiere que vya sea un cambio globél en la conformacidn de
E2 o algun grado de traslape entre un epitopo neutralizante vy
uno no neutralizante. 3Se observd previamente algun grado de
competencia reciproca entre los anticuerpos HCV neutralizante
y no neutralizante para EZ lo que suglere la proximidad
espacial de sus dominics Iinmunogénicos en E2 (Keck et al.,
2004, J. Vireol., 78:9224; incorporada en la presente por
referencia).

Se observd una disminucidn significativa comparada

con el tipc silvestre en la unidén HC-1 a 10% © menos cuando
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Trp529 (fila 3), Gly530 (fila 4), y Asn540 (fila 12) fueron
reemplazados por alanina, como se muestra en la Figura 7A.
Debido a que el mutante Asn540 también afecto la unidn de
CBH-4G, no es claro si este residuo participa en el epitopo
HC-1. Una mutacién en la posicidn Aspb35 (fila 9) disminuyd
la unién de HC-1 en >80%. Para HC-11, una disminucidn
significativa de la unidén se observd cuando Gly530 y AspS535
fueron reemplazados por alanina, como se muestra en la Figura
73.

Una mutacidén Gly530 (fila 4) disminuyd la unidn de
HC-1 en >80%. En contraste a HC-1, una mutacidén en Trp529
(fila 3) redujo la unidn de HC-11 en solamente 44%, cuando se
compara con el tipo silvestre. Para ambos anticuerpos
(Figuras 7A 'y 7B), la sustitucidon en Glyb23 (fila 1)
disminuye en 60%. Las sustituciones en Pro525 (fila 2),
Alab31 (fila 5), Asn5332 (fila 6}, Asp5333 (fila 7), Thr534
(fila 8) no tuvieron o tuvieron un ligero efecto con +/- 20%
en la unidén de HC-1 y HC-12. Las sustituciones en ValS536
(fila 10), Phe537 (fila 11) y Asn540 (fila 12) redujeron la
unién de HC-1 y HC-11 en 75-95%, perc también redujeron la
unién de CBH-4G en 70-95%. Colectivamente, estos resultados
indican que Trp529, Gly530 y Asp535 son residuos de contacto
para HC-1, y Gly530 vy Asp535 son residuos de contacto para
HC-11. De esta forma, la presente invencién abkarca el

reconocimiente de que los anticuerpos HCV HC-1 y HC-11
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neutralizan las infecciones HCVpp y HCVcc mediante el bloque
directo de los residuos que también son puntos de contacto
para la unién de EZ2 a <CD8L. EI hecho de que ninguna
sustitucidn individual derribo la unioén al 100% es
consistente con la unidén de los anticuerpos HCV HC-1 y -11 a
epiltopos discontinues con otros puntces de contactec a ser
definidos que ©pueden o no pueden estar directamente
involucrados en la unidn de E2 a CDSBL1.

El mapec del epitopo de HC-3 no mostrd ninguna
participacidon de los residuos entre 530-535, pero mostrd mas
del 90% de disminucidén en la unién en los residuos RE5LT,
D658, F679, L692, I69¢G, y D698 (Figura 8).

Para aproximar el paso de que HC-3 se inhibe
durante la trayectoria de entrada, se realizd un estudio cde
evolucidn comparade con el dominio B y un un anticuerpo para
CDB1. HCVce infeccicsa se incubd con células MHuh-7.5 pre-
enfriadas a 4°C para permitir 1la unién del virus pero no la
entrada. £l anticuerpo de prueba después se agregd a
intervalos de 1% minutos después de la colocacién del
complejo de virus-célula en una incubadcra a 37°C. Como se
muestra en la Figura 9, existen patrones de avance similares
perdidos en el blogueo de la entrada del virus con ambos
anticuerpos HCV anti-CD81 y del dominio B, HC-11. Estc se
espera como los anticuerpos HCV del dominio B gue inhiben la

entrada del virus mediante el blogueo de la unidén de [E2 a
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CDBI. Esta similitud en los patrones con HC-3 con estos dos
anticuerpos sugiere que HC-3 inhibe la entrada del virus en
un paso temporal cerca de la interaccidn del virus con CD81.
Este incluye la posible inhibicién de la interaccidén de L2
con un co-receptor HCV diferente, tal como SR-Bl o un paso
inmediatamente después cde la conexidén de CDE1. La
identificacidén de los residuos de contacto para HC-3 en R&57,
D658, F679, L6922, 1696, y D698, y la falta de residucs de
contacto entre 530-535, son consistentes con estos hallazgos
de gue HC-3 inhibe la entrada del virus en un paso diferente
al bleogueo de la unidén de E2 a CD8I.

Los aminoacides involucrados en la unidn de HC-3 a
E2 se ensayaron en un ensayo de ¢granulos de soporte para ver
si también estan involucrados en la mediacidén de la
dimerizacidon de EZ. En este ensayo, HCVpp lleva cada uno de
los seis residuos mutados (R657A, D658A y FGT79A, LG92A,
I696A, o D698A) que son parte del epitopo E2 HC-3.
Alternativamente, HCVpp lleva la mutacidén H77c de tipo
silvestre o E431A (un residuo localizade fuera del epitopo
HC-3), comoc un contrcocl positivo. Las células que expresan
HCV ElEZ se separaron del medio extracelular (conteniendo
virus) . Los lisados celulares y los granulos del virus de
soporte se prepararon Yy cargaron en un gel para la Western
Blot.

Comparado con H77c, 1os mutantes HCVpp R657A vy
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D658A (y a un menor grado, [679A) mostrarcon una reduccién
significativa en EI (Figura 10). Esto sugiere que estos
residuos estan involucrados en la formacidén de heterodimeros
entre El1 y E2. Estos residuos ain no han sido identificados
como  estandoe inveolucrados en la dimerizacidn de E1EZ. Se
observaron similares observaciones c¢on ElE2 de lisados
celulares (Figura 10}. El mutante E431A sirve como un
control de wuna mutacién gque no afecta la formacidn del
heterodimerc.

La inefectividad del virus gue tiene mutaciones en
un punto de contacto para HC-3 (es decir, inefectividad del
virus con una mutacidén en R657A, DGLBA y F679A, L692A, I696A,
o D698A) se determind. Los resultados de estos experimentos
(Figura 11) indican que cada mubacidon es letal para el virus.
La mutaciédn de control en E431A nc mestrd ningun cambio.
Junto con los hallazgos en la Figura 10, esltos datos sugieren
que HC-3 media la neutralizacién afectando la transicion de
un heterodimero E1E2 a un estado que es necesario para la
internalizacidén y la posterior libefacidn del virus en el
citosol. La presente invencidn abarca el reconocimiento de
gque unc o mas de estos residuos de aminoacido podria ser un
objetivo para mcléculas pequerias gque podrian imitar el efecto
de MC-3 para afectar este paso de transicidn.

Explicacidn

HCV tiene una capacidad extraordinaria para generar
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cuasiespecies que conducen al escape de mutantes virales que
son patogénicos. A pesar de esta habilidad para evadir 1la
contencidn inmunitaria, la demostracidén de la proteccién del
animal c¢on inmunoterapia pasiva vy  los hallazgos de que
anticuerpos neulralizantes se encuentran ampliamente en
individuos infectados proporcicna soporte para un método de
vacuna que incluye la capacidad de inducir estos anticuerpos.
El desarrollo de una vacuna exitosa requerira la
caracterizacidén de epitopos inmunodominantes que median la
neutralizacién del virus que estd ampliamente conservado
entre diferentes genotipos, subtipos, y/o cepas. L[En este
ejempleo, los HCV {es decir, HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-23) se
derivan de un donador de célula B infectado con cualquier
subtipo la o 1lb. Los anticuerpos se clasificaron por IFA
utilizande el subtipo la o 1b E2 expresado en células 2937
para enfatizar la seleccidn de los anticuerpos HCV para los
epitopos conservados. Tres de los cuatro anticuerpos HCV son
IgG,, gque es consistente con los previos hallazgos de 1la
respuesta del anticuerpo a la infeccidén HCV como en la
mayoria de la subclase 119G, {Chen et al., 1999,
Gastroenterclogy, 116:135; y Hadlock et al., 2000, J. Virol.,
74:10407; ambos de los cuales se lincorporan  agul  por
referencia). Los cuatro anticuerpos HCV se unen a epltopos
conservados a través de los subtipos 1-6 como se detecta por

ITA vy son epltopos adaptativos como ' se muestra medlante su
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habilidad para inmunoprecipitar HCVpp perc no para detectar
E2 mediante andlisis de Western Blot. La eliminacidén de la
unién a antigencs desnaturalizados ademds probd que los
anticuerpos son para epitopos adaptatives. Los estudios de
compeltencia reciproca colocaron estos anticuerpos dentro de
un grupoe anterior de anticuerpos HCV relacionados, marcados
como dominio B conteniendo a clister de epltopos
herméticamente traslapados. Dentro del grupo anterior de
anticuerpos HCV del dominio B, alguncs representades por la
unidén de CBH-5 y todos los subtipos neutralizades y subtipos
HCVpp mientras otros representados por CBH-8C estan més
restringidos en la no unidén o© neutralizacidén de algunos
subtipos/subtipos (Keck et al., 2004, J. Virol., 78:9224; vy
Owsianka et al., 2008, J. Gen. Virol., 89:653-9; ambos de los
cuales se incorporan agul por referencia). Similar a CBH-5,
HC-1 y HC-11 se neutralizan ampliamente como se ensaya con
HCVpp la y 1b, vy HCVecc la y 2a. Ya dque el grado de
neutralizacién obtenido fue similar para CBH-5 con HCVpp lb,
la potencia de la neutralizacidn contra la con algunos de los
anticuerpos HCV fue mucho mayor que con CBH-5. Esto sugiere
algunas diferencias en sus residuos de contacto y es
consistente con el hecho de que el donador de las células B
se infectd con un aislado HCV la. Entre el panel expandido de
los anticuerpos HVC del dominio B, la potencia de la

neutralizacién estuvo correlacionada con la afinidad de unién
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del anticuerpo. Con el subtipo la, CBH-5 tiene una afinidad
de unién menor de 2.2 x 1077 M K, (Keck et al., 2004, J.
Virol., 78:9224; incorporada en la presente por referencia)
comparado con las afinidades de los anticuerpos HCV entre
2.4-6.6 x 107° M Kq.

En general, el mecanismo primarioc de la
neutralizacién del virus mediada por el anticuerpo es a
través de la inhibicién de un paso temprano de la entrada del
virus y parece estar en su mayor parte dirigido a la
glicoproteina E2. La convincente evidencia mostrdé que las
interacciones de ©[E2 con glucosaminoglicanos, el recepltor
depurador del receptor de la lipoproteina de clase B tipo 1,

SR-Bl, y CD81 estan involucrados en la entrada de HCVpp vy

HCVecc [revisado en Moradpour et al., 2007, Nat. Rav.
Micrchiol., 5:453; incorporada en la presente por
referenciall. Si [EZ2 también es ‘pivotal en los pasos

anteriores permanece siendo determinada, tal Como la
interaccién con claudina-1, un miembro en una gran familia de
moléculas de adhesidén intracelular y recientemente mostrd ser
un paso esencial en la entrada que sigue a la unién de BEZ a
Cb81 (Evans et al., 2007, Nature, 446:801; incorpcrada en la
presente por referencia). De los anticuerpos HCV, cada uno
inhibe la unidén de L2 a CD81 como se muestra con otros
anticuerpos HCV del dominio B {Hadlock et al., 2000, J.

Virol., 74:10407; incorporada en la presente por referencia).
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Un experto en la técnica facilmente reconocerd que los
experimentos tales como los descritos en la presente pueden
llevarse a cabo para encontrar si los anticuerpos HCV del
dominic B inhiben la interaccidén de E2 con otras moléculas
del receptor HCV,

Los residuocs especificos criticos para la unidn de
CDBl han sido lccalizados para dos secuencias principalmente
discontinuas en EZ2 (Drummer et al., 2006, J. Virol., 80:7844;
y Owsianka et al., 2006, J. Virol., 80:8695; ambos de los
cuales se i1ncorporan aquil por referencia). BEstos incluyen un
motivo conservade localizado entre HVR1L y HVRZ (aminoacido
436-443) {Drummer et al., 2006,. J. Virol., 80:7844;
incorporada en la presente por referencia) vy residuos
especificos cconservados en todos los  subtipos/subtipos,
Trpd20, Tyrb527, Trpb29, Glys30 vy Aspbd3b (Owsianka et al.,
2006, J. Virol., 80:8695; incorporada en la presente por
referencia). Los estudios de sustitucidédn de alanina en una
de estas dos regiones de 523-540 mostraron gque dos de los
anticuerpcs HCV que representan el grupoe completo revelaron
residuos de contacto compartidos criticos. HC-1 requiere
Trp529, Gly530 y Aspb35, y HC-12 requilere Gly530 y Aspd35.
Estos dos patrones colocan HC-12 mas similar al epitopc CBH-5
que también involucra Gly530 y AspS535 pero con al mencs un
punto de contacto diferente en Gly523 (Owsianka et al., 2008,

J. Gen. Virol., B89:653-9; incorporada en la presente por
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referencia). Efectivamente, los estudios de competencia
también demostraron que el epltopo HC-11 esta espacialmente
mas cerca a CBH-5 que a cualquier HC-1. Ambos HC-1 y HC-11
se unen a la sustitucién de alanina en GlyS523 mientras CBH-5
no mostré ninguna unidén. Los recientes estudios mostraron que
otros anticuerpos ampliamente neutralizantes de colecciones
de combinacidn aislados de un individuo infectado con el
subtipo 2b también reccncocen epitopos conteniendo Gly523,
Trp529, Gly530, y Asp53% (Johansscn et al., 2007, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 104:16269; incorporada en la presente por
referencia). Porgué HC-1 y HC-12 tienen mayores potencias
neutralizantes que CBH-5 con el subtipo la puede atribuirse
en parte a la diferente afinidad del anticuerpo al subtipo la
con HC-1, HC-12 y CBH-5 gue tienen casi una caida de dos log
en Kg. Estc podria reflejar las diferenclas en sus epitopos
en les residuos cle contacto fuera de 523-540 que
representaria las diferencias en los valores Ky y las
actividades neutralizantes. También; ia ubicacidn de los
residuos de contacto criticos de todos los anticuerpos HCV
del dominio B en Gly530 y Aspb3b en [E2Z2 HCV properciona una
prueba adicionada de los sitios de glicosilacién especificos
en EZ gue medula la respuesta neutralizante del anticuerpo
para HCV. IEn dos estudios independientes, el glicano en
Asn532 ha demostrado .que disminuye las actividades

neutralizantes del suerc policlonal HCV asi como los
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anticuerpos monoclonales neutralizantes especificos de HCV
(Falkowska et al., 2007, J. Virol., 81:8072; y Helle et al.,
2007, J. Virol., 81:8101; ambos de lﬁs cuales se incorporan
aqul por referencia). Cuando este residuo se sustituye con
alanina, el mutante HCVpp mostrd una mayor sensibilidad a ser
neutralizado por estos anticuerpos. La ubicacidén del glicano
en Asnb32 podria reducir el acceso a todos los anticuerpos
HCV del domino B para dos residuos de contacto compartidos en
Gly530 y Aspbh3s. Otros dos glicanos como Asndl7 y Asn64bd
también ha demostrado que reducen la actividad neutralizante
de un anticuerpo HCV del dominio B, CBH-5 ({(Helle et al.,
2007, J. Virol., 81:8101; incorporada en la presente por
referencia). Los estudios adicionales podrilan proporcionar
evidencia de c¢tros puntos de contacto de anticuerpos HCV del
dominio B cerca de estos dos glicanos.

En resumen, se han aislado tres grupos de
anticuerpos monoclonales neutralizantes relacionados de
diferentes laboratorios de individuos afectades con aislados
dge HCV del subtipo la, 1b o 2b (Hadlock et al., 2000, J.
Virol., 74:10407; Johansson et al., 2007, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 104:16269-74; vy Keck et al., 2007, J. Virol.,
81:1043; todas las cuales se incorporan en la presente por
referencial. Los estudios de competencia reciproca y mapeo de
epitopo para una region de EZ HCV inﬁolucrados en la unién a

CD81 demuestran que estcecs anticuerpos son para epitopos de
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traslape con grados variables de conservacion entre
diferentes aislados de subtipo y subtipo HCV. Claramente, el
dominio B es una regidn inmunodominante en EZ2 HCV conteniendo
maltiples epitopos de traslape. L1 hecho de gque un mutante de
sustitucidn de alanina HCVpRp en  Asnb32 Liene mayor
sensibilidad para ser neutralizado a través de un panel de
suero obtenide de individuos infectados con el subtipo 1la,
1b, 2b, 3, 4 y 5 mostré que este suero contiene anticuerpcs
dirigidos a esta reqgidn que ademéds cénfirma que los epitopos
en el dominic B son objetivos preferenciales de la respuesta
inmunitaria (Falkowska et al., 2007, J. Virel., 81:8072;
incorporada en la presente por reterencia). Aungque la mayoria
de los anticuerpos HCV del dominio B son para epltopos
conservados, algunos tales como CBH-8C y CBH-11 no se unen a
los aislados del subtipe la, 1o que sugiere gue una respuesta
del anticuerpc a algunos epitopos del dominio B podria
conducir al escape de los mutantes del virus. Un método de
vacuna efectivo muy involucrar producir wuna respuesta de
anticuerpo para esos epltopcs como . se representa por los
anticuerpos HCV mientras se eliminan los epitopos asociados
con los mutantes de escape. [Esto puede lograrse a través de
mutaciones de punto o a traves de eliminaciones sin alterar
la estructura nativa de la glicoproteina E2Z como se mostrd
recientemente para las regiones hipervariables {McCaffrey et

al., 2007, J. Virol., 81:9584; incorporada en la presente por
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referencia). Finalmente, las caracterizacicnes bioquimica vy
funcional de los anticuerpos HCV, el grupo anterior de los
anticuerpeos HCV del dominio B vy los anticuerpos humancs
recombinantes descritos son consistentes con el modelo
propuesto de anticuerpos a eplitopos relacionados dentro de un
dominio que tiene propiedades bicfisicas y  funciones
similares.

Ejemplo 3: Produccién del anticuerpo

El siguiente ejemplo provee un métcocdo que puede
utilizarse para producir anticuerpos monoclonales HCV.

Expregién vy purificacidén del anticuerpo de un

vector de plésmido

Un gen gue <c¢odifica una molécula de anticuerpo
completa puede amplificarse de su hibridoma progenitor a
través de RT-PCT y <clonarse en un casete de expresidn
heterdlogo capaz de derivar la expresién del anticuerpo en
una forma constitutiva o inducible en una linea celular
eucariocta. Por ejemplo, los genes de anticuerpo pueden
expresarse en un plasmido de expresidn tal como pcDNA3.1 Zeo,
pIND(S5P1), pREPS, {todos de Invitrogen, Carlshbhad,
California), vy/u otros vectores de expresién. Alternativa o
adicionalmente, los genes de anticuerpo pueden expresarse a
través de vectores virales o retrovirales tales como los
vectores con base en MLV, vectores c¢on base en virus de

vacuna, y/o vectores con base en Adenovirus. Similarmente,
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los genes del anticuerpo pueden expresarse en vectores de
virus de 1insecto tales come vectores de baculovirus. Otros
vectores, tales como la serie de vectores pCOMB permiten la
expresidn de un par de cadena pesada y ligera del anticuerpo
o un anticuerpo de cadena individual en la superficie del
fago o bacteria M13.

Una vez expresados, los anticuerpos pueden
purificarse utilizando, por eiemplo, sefarosa de proteina A o
de proteina G, y el anticuerpo purificade puede modificarse
quimica o enzimdticamente en cualquier de las siguientes
formas: biotinacidn {por ejemplo, biotina-Cll-
hidroxisuccinimida éster, etc.); acoplamiento de granulos de
varios formatos ({por ejemplo, sefarosa, agarosa, magnético,
poliestirenc, a través del uso de bromurc de ciandgeno,
etc.):; y/o combinar el anticuerpo con una fraccidn quimica
util (por ejemplco, mediante la modificacidén de los residuos
de lisina, mediante la modificacién de residuos béasicos, y/o
a través del uso de reactivos especificos para grupos
sulfhidrilo libres, etc.).

Equivalentes y Alcance

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran
capaces de verificar utilizando no mds que experimentacidn de
rutina, muchcs equivalentes a modalidades especificas de la
invencidén, descrita aqui. L1 alcance de la presente invencion

no pretende limitarse a la descripcidn anterioxr, sino mas
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bien como se establece en las reivindicaciones anexas.

Los expertos en la técnica reconocerédn, o sSeran
capaces de verificar uvtilizando no mds gque experimentacién de
rutina, muchos eqguivalentes a modalidades especificas de la
invencidn, descrita aqui. El alcance de la presente invenciédn
no pretende limitarse a 1la descripéién anterior, sinc mas
bien como se establece en las reivindicaciones anexas.

En las reivindicaciones los articules tales como
“un”, “uno, una” Y “el, la” pueden significar unc o mas de
uno a menos que se indique lo contrarico o por el contrario
sea evidente a partir del contexto. De esta forma, por
ejemplo, la referencia & “un anticuerpo” incluye una
pluralidad de tales anticuerpcs, y la referencia a ™“la

célula” incluye la referencia a una o mas células conogidas

por el experto en la técnica, etc. Las reivindicaciones o

A Y L

descripciones que incluyen “o” entre uno o mas miembros de un
grupc se considera gue satisfacen si uno, mas de uno, o todos
los miembros del grupo estan presentes en, se utilizan en, o
por el contrario son relevantes para un prcductc o proceso
dado a menos que se indigque lo contrario o por el contrario
sea evidente a partir del contexto. La invencidn incluye
modalidades en donde exactamente un miembro del grupo esta
presente en, utilizadoe en, o por el contrarioc es relevanle

para producto o proceso dado. Ademas, se entiende que la

invencidédn abarca todas las variaciones, combinaciones vy
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permutaciones en donde una o mas limitaciones, elementos,
clausulas, términos descriptivos, etc., de una o mas de las
reivindicaciones enumeradas se introduce en otra
reivindicacién. Por ejemplo, cualquier reivindicacidn que es
dependiente de otra reivindicacidn puede modificarse para
incluir una o mas limitaciones encontradas en cualquier otra
reivindicacidén que depende de la misma reivindicacidén base.
Ademas, cuancdo las reivindicaciones reciten una composicién,
se entiende que los métodos para utilizar la composicidn de
para cualquiera de los propésitos descritos en la presente se
incluyen, y los métodos para hacer la composicidn de acuerdo
con cualguiera de los métodos conocidos en la técnica
descritos en la presente se incluyen, a menos que se indique
lo contrario o a menos gue fuera evidente para un experitoc en
la técnica que podria surgirn una contradicciédn o
inconsistencia.

Cuando los elementos se presentan en listas, por
ejemplo, en el formatce del grupo de Markush, se entiende que
cada subgrupo de los elementos también se describe, vy
cualquier elemento(s) puede eliminarse del grupo. Se debe
entender que, en general, cuando la invencidn, o los aspectos
de la invencidn, es/son referidgs Caomo comprendiendo
elementos, caracteristicas, etc., particulares, ciertas
modalidades de la invencidn o aspectos de la invencién

consisten, ¢ esencialmente consisten de tales elementlos,
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caracteristicas, etc. Para propdsitos de simplicidad, las
modalidades no has sido especificamente establecidas in haec
verba en la presente. Se debe notar que el términc “que
comprende” pretender estar abierto y permite la inclusién de3
elemenkos o pasos adicionales.

Cuando se dan intervalos, los puntos finales se
incluyen. Ademds, se entiende que a menos que se indique lo
contrario, o por el contraric sea evidente del contexto y del
entendimiento de un experto en la técnica, 1los valores que se
expresan como intervalos pueden asumir cualquier valor o sub-
rango especifico dentro de los intervalos declarados en
diferentes modalidades de Jla invencidn, al décimo de 1la
unidad del limite inferior del intervalo, a menos gque el
contexto claramente dicte lo contrarioc.

Ademés, se entiende que cualquier modalidad
particular de la presente invenciéon que cae dentro de la
técnica anterior puede explicitamente excluirse de cualquiera
de las reivindicaciones. Ya que las modalidades se estima que
son conocidas pcr el experto en la técnica, pueden excluirse
aun cuando la exclusién no se establezca explicitamente en la
presente. Cualquier modalidad particular de las composiciones
de la invencidn {(por ejemplc, cualquier gencoltipc/subtipo
HCV, cualguier anticuerpo HCV, cualquier epitopo, cualquier

composicidn farmacéutica, cualquier método de administracién,

cualquier aplicacién terapeutica, etc.} puede excluirse de
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cualqguiera de las reivindicaciones, por cualgquier razdn, si o
no esta relacionada con la existencia de la técnica anterior.

Las publicaciones explicadas anteriormente y a lo
largo del texto son provistas solamente por su descripcidn
antes de la fecha de presentacidn de la presente solicitud.
Nada en la presente se construye como una admision de que los
inventores no tienen el derecho de antedatar tal descripcidn
en virtud de la descripcidn anterior.

Otras modalidades

Los expertos en la técnica facilmente apreciaran
que lo anterior representa meramente ciertas modalidades
preferidas de la invencidén. Varios cambios y modificaciones a
los procedimientos y composiciones ‘descritos anteriormente
pueden hacerse sin apartarse del espiritu o alcance de la
presente invencidén, como se establece en las siguientes
reivindicaciones.

Se hace constar que con relacidn a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta clarc de 1la

presente descripcidn de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidn como antecede, se
reclama como propiedad lo contenidec en las siguientes
reivindicaciones:

1.- Un anticuerpo caracterizado porque se dirige
hacia un epilLopo adaptativo dentro de los aminocédcidos 523 a
540 de la glicoprcteina 2 de envoltura (E2) del virus de
hepatitis C (HCV).

2.- Un anticuerpo, caracterizado porque el
anticuerpo es un anticuerpo mcnoclonal HC-1.

3.~ Un anticuerpo, caracterizado porque el
anticuerpo €3 un anticuerpc monoclonal HC-3.

4.~ Un anticuerpc, caracterizado porque el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal HC-11.

5.~ Un anticuerpo, caracterizado porgue el
anticuerpo es un anticuerpc monoclonal CBH-23.

6.- Un anticuerpo caracterizado porque se dirige
al epitopo reconocido por HC-1.

7.- Un anticuerpo caractefizado porgque se dirige
al epltopo reconocido pcr HC-3.

8.- Un anticuerpo caracterizado porque se dirige
al epitopo reconocido por HC-11.

9.- Un anticuerpo caracterizado porque se dirige

al epitopo reconocido por CBH-23.
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10.~ Un anticuerpo, caracterizado porgue el
anticuerpo compite con HC-1 para la unidn a su epitopo.

11.- Un anticuerpo, caracterizado porgue el
anticuerpc compile con HC=3 para la unidn a su epitopo.

12.- Un anticuerpo, caracterizado porgue al
anticuerpo compite con HC-11 para la unidén a su epitopo.

13.- Un anticuerpo, caracterizado porgque el
anticuerpo compite con CBH-23 para la unidén a su epitopo.

14.- E1 anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicacicnes 1-13, caracterizado porgue el anticuerpo
es un anticuerpo monoclional.

15.- EY anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicacicnes 1-13, caracterizado porque el anticuerpo
es un anticuerpo humanizado.

16.- E1 anticuerpo de conformidad con cualguiera de
las reivindicaciones 1-13, caracterizado porque el anticuerpo
eg un anticuerpo de mamifero.

17.- Un fragmento de un anticuerpo seleccionado del
grupo que consiste de HC-1, HCc-3, HC-11, y CBH-23,
caracterizado porque el fragmento retiene la actividad de
unidén del antigeno del anticuerpo completo.

1l8.- Una linea celular caracterizada porque expresa
el anticuerpo de conformidad con cualquiera ce las
reivindicaciones 1-17.

19.- La linea celular de conformidac con la
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reivindicacidédn 18, caracterizada porgue la linea celular es
una linea de célula B.

20.- La linea celular de confermidad con la
reivindicacién 18, caracterizada porque la linea celular es
una linea de célula humana.

21.~ La linea —celular de conformidad con 1la
reivindicacidén 18, caracterizada porque la linea celular es
una linea de celular de mamifero.

22.- La linea celular de conformidad con 1la
reivindicacidn 21, caracterizada porque la linea celular es
una linea celular eucariota. |

23.- La linea <celular de conformidad con la
reivindicacidédn 1B, caracterizada porque la linea celular es
un hibridoma.

24.~ Una compesicidn farmacéutica caracterizada
porque comprende:

un anticuerpo seleccionado del grupc que consiste
de HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-23; vy

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25.- Una composicion farmacéutica caracterizada
porque comprende:

un anticuerpo gue recencece un eplitopo recoﬁocido
POr un anticuerpo seleccionade del grupo gue consiste de HC-
1, HC-3, HC-11, y CBH-23; vy

un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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26.- Una composicidn farmaceutica caracterizada
porque comprende:

un fragmento de un anticuerpo seleccionado del
grupo que consiste de HC-1, HC-3, HC-11, y CBI-23, en donde
el fragmento retiene la actividad de unidén del antigenc del
anticuerpo completo; vy

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

27.- La composicidédn Tarmacéutica de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 24-26, caracterizada
porgque ademas comprende por lo menos un agente antivirico
adiciconal.

28.- La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 27, caracterizada porque por lo menos un
agente antiviricce adicional se selecciona del grupo que
censiste de interferones, anticuerpos monocclonales anti-HCV,
anticuerpos policlonales anti-HCV, inhibidores de polimerasa
de ARN, ribavirina, inhibidores dé proteasa, inhibidores
IRES, inhibidores de helicasa, compuestos antisentido, ARN de
interferencia corta, ARN de horquilla corta, micro ARN,
aptameros de ARN, y ribozimas.

29.- La composiciédn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 27, caraclterizada porgque por lo menos un
agente antivirico adicional es interferdn.

30.~ La composicidén farmacéutica de conformidad con

la reivindicacién 27, caracterizada porque por lo menos un
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agente antivirico adicional es ribavirina.

31.- La composicion farmacéﬁtica de conformidad con
la reivindicacién 27, caracterizada porque por 1o menos un
agente antivirico adicional es a combinacién de interferén vy
ribavirina.

32.- La composicidn farmaceutica de conformidad con
la reivindicacidn 27, caracterizada porque por lo menos un
agente antivirico adicional es un anticuerpo monoclonal anti-
HCV.

33.- La composicidédn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 32, caracterizada porgque el anticuerpo
moncclonal anti-HCV reconoce una glicoproteina de envoltura 2
{E2).

34.- La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 32, caracterizada porque el anticuerpo estéa
dirigido a proteinas de genctipos HCV idénticos.

35.- La composicidon farmacéutica de conformidad con
la reivindicaciéon 32, caracterizada porque el anticuerpo se
dirige a proteinas de dos o mas genotipos HCV.

36.- Un método para tratar a un paciente infectado
con HCV caracterizado porque comprende los pasos de:

proporcionar un paciente infectado con HCV o
susceptible a infeccidn HCV; vy

administrarn al paciente el anticuerpo Yy la

composicién farmacéutica de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 1~35.

37.- Un método para tratar a un paclente expuesto a
HCV caracterizado porgue comprende los pasos de:

proporcionar un paciente infectado <con HCV o
susceptible a infeccidn HCV; vy

administrar al paciente el anticuerpoc V% la
composicidén farmacéutica de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 1-35.

38.- E1 método de conformidad con la reivindicacidn
36 & 37, caracterizado porque una cantidad terapéuticamente
efectiva es wuna cantidad suficiente para tratar IICV en un
sujeto.

39.- Bl método de conformidad con la reivindicacidn
36 & 37, caracterizado porque una cantidad terapéuticamente
efectiva es una cantidad suficiente para reducir la
recurrencia de la infeccidén HCV en el sujeto.

40.- El métodc de conformidad con la reivindicacidn
36 & 37, caracterizado porque una cantidad terapéuticamente
efectiva es una cantidad suficiente para evitar o retrasar el
inicio de Infeccidn HCV en el sujeto

41.- E1 método de conformidad con la reivindicacidén
36 & 37, caracterizadoe porque el sujeto es un hebé que naciéd
de una madre infecltada con HCV.

42.- El método de conformidad con la reivindicacidn

36 & 37, caracterizado pcocrgue el sujeto es un receptor de un
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trasplante de hilgado.

43.- E1l método de conformidad con la reivindicacidn
36 & 37, caracterizado porque el sujeto es un individuo que
es susceptible a infeccidn HCV.

44.- E1l método de conformidad con la reivindicacion
36 6 37, caracterizado porgque el sujetc es un individuo que
sufre de infeccidén HCV.

45.- Un método, caracterizado porgue comprende
administrar a un paciente en la necesidad del mismo una
cantidad suficiente en una composicidén farmacéutica, en donde
la composicidén farmacéutica que comprende un excipiente
farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo monoclonal humano
seleccionado del grupo que consiste de:

(a) el anticuerpo monoclonal HC-1 gue se secreta a
traveées de la linea celular de hibridoma depositada en el ATCC
con el Numero de Acceso PTA-9416;

(b) el anticuerpo monoclconal HC-3 gque se secreta a
través de la linea celular de hibridoma depositada en el ATCC
con el Namero de Acceso PTA-9417;

(c) el anticuerpc monocleonal HC-11 que se secreta
a través de la linea celular de hibridoma depositada en el
ATCC con el Numero de Accesc PTA-9418;

(d) el anticuerpo mcnoclonal CBH-23 gue se secreta
a través de la linea celular de hibridoma depositada en el

ATCC con el Numero de Acceso PTA-9419; vy
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(e) fragmentos de los anticuerpos de (a)-{d) que
retienen las caracteristicas de unidén de antigeno de
anticuerpo completo.

46.- Un kit caracterizado porque ccmprende:

al menos un anticuerpc HCV seleccionado del grupo
que consiste de HC-1, HC-3, HC-11, y CBH-~23;

una aguja, jeringa o) aplicadoxr para la
administracidn de por lo menos un anticuerpo HCV a un sujeto;
e

instrucciones de uso.

A7.~ Un kit caracterizacdo porque comprende:

un polve liofilizade que comprende por lo menos un
anticuerpo HCV seleccicnado del grupo que consiste de HC-1,
HC-3, HC-11, y CBH-23:

un diluyente, en donde el diluyente se utiliza para
reconstituir el polvo.

48.- Una molécula pequefia, caracterizada porque la
molécula pequefia se une al mismo epltopo como HC-1.

49.- Una molécula pequefia, caracterizada porque la
molécula pequefia se une al mismc epitdpo como HC-3.

50.- Una molécula pequefia, caracterizada porque la
molécula pequefia se une al mismo epitopo come HC-11.

51.- Una mclécula pequefa, caracterizada porgque la
molécula pequefia se une al mismo epitopo como CBH-23.

52.- Una molécula pegueha, caracterizada porgque la
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pequefia compite con HC-1 para la unidén a su eplitopo.

53.- Una molécula pequeida,

caracterizada porqgue

la

pequena compilte con HC-3 para la unidn a su epitopo.

54.- Una molécula pequeiia,

pequerna

55.- Una molécula pequefia,

pequena

coempite

compite

con

con

HC-11 para

CBH-23 para

la

caraclerizada

la

unidn a
porque
unidn a

caracterizada poerque

la

sSu
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RESUMEN DE LA INVENCION

la presente invencidn proporciona la identificacién
y caracterizacidén de epitopos adaptativos de la proteina de
envoltura LE2 del virus de Hepatitis C {HCV). La presente
invencién provee un panel de anticuerpos monoclonales humanos
que reconocen epltopos adaptativos de E2. Los anticuerpes se
derivan de pacientes infectades con HMCV. La presente
invencién proporciona métodos para utilizar anticuerpos HCV
como agentes terapéuticos, de diagnédstico, y/o profilacticos.
La presente invencién proporciona metodos para estratificar
pacientes con base en su respuesta a HCV. La presente
invencidn provee composiciones farmacéuticas para la
prevencidén y tratamiento de HCV que comprenden uno o mas

anticuerpos HCV.
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Hepatitis C Antibodies and Uses Thereof
2002850-0058 (s07-168)
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PatentIn version 3.5
1

B

PRT_ L

Aartificial sequence
FLAG epitope

1

“Sp Tyr Lys ASp ASp ASp Asp Lys
b

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

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

2

10

PRT

Artificial sequence

T7 tag sequence

2
Met Ala Ser Met Thr Gly Gly GIn Met Gly
1 5 10
3
15
PRT

<212>
<213>

-220>
23>

<400>

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3
Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln His Met Asp Ser
1 S 10

4

3011

PRT

Met Ser Thr aAsn Pro Lys Pro GIn Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn
1 5 10

Arg Arg Pro GIn Asp val Lys pPhe Pro Gly Gly Gly Glin Ile val Gly
20 25 30

artificial sequence

S-tag sequence

Artificial sequence

GenBank AAB67038 HCv la {(H772
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Gly

Thr

Ile

65

Tyr

lLeu

Arg

Gly

Gly

Phe

GIn

Asn

C]y

Ala

GlIn

Ser

GIn

ASnN

305

Asp

val

Arg

50

Pro

Pro

Leu

Arg

Phe

130

Gly

val

Leu

val

ser

210

Cys

val

Leu

Ala

Leu

290

Cys

Met

Tyr

35

LyS

Lys

Trp

Ser

Ala

Asn

Leu

Arg

ser

val

Thr

Arg

Leu

275

Phe

Ser

Met

Leu
Thr
Ala
Pro
Pro
100
Ser
Asp
Ala
Tyr
Ala
180
Asn
Ile
Pro
Pro
Arg
260
Tyr
Thr

Ile

Met

Leu

ser

Arg

Leu

85

Arg

Arg

Leu

Arg

Ala

165

Leu

Ser

val

Cys

Thr

245

His

val

Phe

Tyr

Asn
325

Pro

Glu

Arg

70

Tyr

Gly

Asn

Met

Ala

150

Thr

Leu

ser

Tyr

val

230

val

Gly
ser
Pro
310

Trp

Arg

Arg

55

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

Ser

Gly

Glu

215

Arg

Ala

ASp

ASp

Pro

295

Gly

ser

SequenceListing[1].TXT
Arg Gly Pro Arg Leu Gly val
40 45

Ser

Glu

AsSnh

Arg

Gly

TYr

Ala

Asn

Cys

Leu

200

ala

Glu

Thr

Leu

Leu

280

Arg

Pro

Gln

Gly

Glu

Pro

105

Lys

Ile

His

Leu

Leu

185

Tyr

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Cys

Arg

Ile

Thr

Pro

Arg

Gly

90

Ser

val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

His

ASD

Asn

250

val

Gly

His

Thr

Ala
330

Arg

Thr

75

Cys

Trp

Ile

Leu

val

155

Gly

val

val

Ala

Ala

235

Gly

Gly

ser

Trp

Gly

315

Ala

Gly

60

Trp

Gly

Gly

Asp

val

140

Arg

Cys

Pro

Thr

Ile

220

Ser

Lys

ser

val

Thr

300

Leu
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Arg

Ala

Trp

Pro

Thr

125

Gly

val

ser

Ala

ASn

205

Leu

Arg

Leu

Ala

Phe

285

Thr

Arg

val

Arg

GIn

Ala

Thr

110

Leu

Ala

Leu

Phe

ser

190

AsSp

His

Cys

Pro

Thr

270

Leu

GIn

Met

val

Arg

Gln

Pro

Gly

95

ASp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Thr

Trp

Thr

255

Leu

val

Asp

Ala

Ala
335

Ala

Pro

Gly

80

Trp

Pro

Cys

Leu

Tyr

Pro

Pro

val

240

Thr

Cys

Gly

Cys

Trp

Gn
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Leu

Trp

Ala

Thr

385

Gly

Asn

'ay

ser

Phe

465

Asp

val

Pro

Pro

545

Thr

Asn

Thr

val

Thr
625

Leu

Gly

Lys

370

His

Leu

Gly

Asn

Ser

450

Ala

Glu

Pro

val

LyS

Thr

Tyr

Arg

val

355

val

val

Leu

Ser

Thr

435

Gly

GIn

Arg

Ala

val

515

Ala

Gly

val

L.eu

ser

595

Tyr

fhe

Ile

340

Leu

Leu

Thr

Thr

Trp

Gly

Cys

Gly

Pro

Lys

500

val

AsSn

AsSn

Cys

Leu

580

Arg

Pro

Lys

Pro

Ala

val

Gly

Pro

405

Trp

Pro

Trp

Gly

ASD

Trp

Cys

Tyr

val

GIn

Gly

val

Gly

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly

Cys

val

Thr

Thr

Phe

550

Ala

Pro

Gly

Arg

Ala

Ile

Leu

375

Asn

Ala

Asn

Ala

Arg

Pro

Trp

Cys

Thr

ASp

535

Gly

Pro

Thr

Ser

Leu

615

Met

Sequencelisting[1l].TxT

Ile Met Asp Met Ile Ala Gly Ala His

ala

360

Leu

Ala

Lys

ser

Gly

Leu

Ile

His

Gly

520

val

Cys

Pro

ASp
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Trp
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Gly Thr Tyr val Tyr Asn His Leu Thr Pro Leu Arg Asp Trp Ala
950 955 960

Asn Gly Leu Arg Asp Leu Ala val Ala val Glu Pro val val phe
965 970 975

Arg Met Glu Thr Lys Leu Ile Thr Trp Gly Ala asp Thr Ala Ala
980 985 990

Gly Asp Ile Ile Asn Gly Leu Pro val Ser Ala Arg Arg Gly Gln
995 1000 1005

Ile Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly Met val Ser Lys Gly Trp
1010 1015 1020

lleu Gln Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Thr Gln Gln Thr Arg Gly
1025 1030 1035

Leu Gly Cys Ile Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn
1040 1045 1050

val Glu Gly Glu val Gln Ile val Ser Thr Ala Thr GIn Thr
1055 1060 1065

Leu Ala Thr Cys Ile Asn Gly val Cys Trp Thr val Tyr His
1070 1075 1080

Ala Gly Thr Arg Thr I1e Ala Ser Pro Lys Gly Pro val Ile
1085 1090 1095

Met Tyr Thr Asn val Asp GIn Asp Leu val Gly Trp Pro Ala
1100 1105 1110

GIln Gly Ser Arg Ser Leu Ala Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser

1115 1120 1125
Leu Tyr Leu val Thr Arg His Ala Asp val Ile Pro val Arg
1130 1135 1140

Arg Gly Asp Ser Arg Gly Ser Leu Leu Ser Pro Arg Pro Ile
1145 1150 1155

Tyr Leu Lys Gly Ser Ser Gly Gly Pro Leu Leu Cys Pro Ala
1160 1165 1170

His Ala val Gly Leu Phe Arg Ala Ala val Cys Thr Arg Gly
1175 1180 1185

Ala Lys Ala val Aasp Phe IXle Pro val Glu Asn Leu Gly Thr
1190 1195 1200

Met Arg Ser Pro val phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro Ala
1205 1210 1215
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Glu

Ala

Lys

Glu

val

Tyr
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Gln
2235

val
2250

Glu
2265

Arg
2280
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Ile

Thr

val

Cys

Glu

Asn

Ser

Cys

ASP

Ala

Ala

Ile

Gly

Ala

Trp

Met

Gln

ser

Gly

Asn

Pro

Thr

Asp

Arg

Cys

cys

Arg

ASp

Ala

Pro

Thr

Lys

Arg

Leu

Ile

lLeu

Ile

Leu

Arg

Met
2635

Glu
2650

Leu
2665

Leu
2680

Gly
2695

Gly
2710

Ala
2725

Leu
2740

Asn
2755

Pro
2770

sSer
2785

Arg
2800

Ala
2815

Leu
2845

Glu
2860

Glu
2875

Ser
2890

val
2905

Sequenceiisting[1].TXT

Gly Phe Ser Tyr Asp Thr

Ser

Asp

Tyr

Tyr

Asn

Ala

val

Leu

Gly

Cys

val

Ala

Asn

Met

GIn

Pro

Ala

Asp

Pro

val

Arg

Thr

Gly

val

Arg

Asp

Ser

TYr

Trp

Ile

Thr

Ala

Leu

Phe

Ala

Ile Arg

Gln Ala

Gly Gly

Arg Cys

Leu Thr

Leu GIn

Ile Cys

Ala phe

Pro Pro

ser Asn

Tyr Leu

Glu Thr

Ile Met

His Phe

Leu Asn

Asp Leu

Ser Leu

Cys Leu
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2640

Thr
2655

Arg
2670

Pro
2685

Arg
2700

Cys
2715

ASp
2730

Glu
2745

Thr
2760

GIn
2775

val
2790

Thr
2805

Ala
2820

Phe
2835

Phe
2850

Cys
2865

Pro
2880

His
2895

Arg
2910

Glu

val

Leu

Ala

Tyr

Cys

Ser

Glu

Pro

Ser

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

Pro

Ser

Lys

Arg

Glu

ala

Thr

ser

Ile

Thr

Ala

Ala

Glu

val

Asp

His

Pro

val

Ile

Ile

Tyr

Leu

Cys

Ala

Ile

Ash

Gly

Lys

Met

Gly

Met

TYr

Pro

Thr

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

30



SequenceListing[1l].TXT

val Pro Pro Leu Arg Ala Trp Arg His Arg Ala Arg Ser
2915 2920 2925
Ala Arg Leu Leu Ser Arg Gly Gly Arg Ala ala Ile Cys
2930 2935 2940
Tyr Leu Phe asn Trp Ala val Arg Thr Lys Leu Lys Leu
2945 2950 2955
Ile Thr Ala Ala Gly Arg Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe
2960 2965 2970
Gly Tyr Ser Gly Gly Asp Ile Tyr His Ser val Ser His
2975 2980 2985
Pro Arg Trp Phe Trp Phe Cys Leu Leu Leu Leu Ala Ala
2990 2995 3000
y Ile Tyr Leu Leu Pro Asn Arg
3005 3010
<210> 5
<211> 3010
<212> PRT
<213> Aartificial sequence
<220>
<223> GenBank AAK08509 HCv 1b
<400> 5
Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro GIn Arg Lys Thr Lys Arg Asn
1 5 10
Arg Arg Pro Gln Asp val Lys pPhe Pro Gly Gly Gly Gln Ile
20 25 30
~1y val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly val
35 40 45
Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser GIn Pro Arg Gly Arg Arg
50 55 60
Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gln
65 70 75
Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Met Gly Trp Ala
85 90
Leu Leu Ser Pro arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr
100 105 110
Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys val Ile Asp Thr Leu
115 120 125
Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr Ile Pro Leu val Gly Ala
130 135 140
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val

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

15

val

Arg

Gln

Pro

Gly

95

ASp

Thr

Pro

Arg

LysS

Pro

Ala

Arg

val

AsSnh

Gly

Pro

Gly

80

Trp

Pro

Cys

Leu

351



Gly

Gly

Phe

Glu

AsSn

Gly

*~Tla

Thr

Ser

GIn

Asn

305

Asp

Trp

Ala

Thr

385

Ser

AsSn

Leu

Gly

val

Leu

val

Ser

210

Cys

Leu

Ala

Leu

290

Cys

Met

Leu

Gly

Trp

Gly

Gln

Ala

Asn

Leu

Arg

Ser

val

Thr

Arg

Met

275

Phe

ser

Met;

Arg

val

355

val

val

Leu

Ser

Thr
435

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Pro

Pro

Ar

26

Tyr

Thr

Ile

Met

Ile

340

Leu

Leu

Thr

Ser

Arg

Ala

165

Leu

val

val

Cys

Thr

245

His

val

Phe

Tyr

Asn

325

Pro

Ala

Ile

Gly

Gln

405

His

Phe

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Tyr

val

230

Leu

val

Gly

sSer

Pro

310

Trp

Gln

Gly

va)

Gly

390

Gly

Ile

Ile

Leu

Gly

ser

Gly

Glu

215

Arg

Ala

ASp

Asp

Pro

295

Gly

ser

Ala

Leu

Met

375

Arg

Pro

AsSn

Ala

Sequencelisting[1].TxT

Ala His Gly val Arg val Leu

Asn

Cys

Ile

200

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

280

Arg

His

Pra

val

Ala

360

Leu

val

Ser

Arg

Ala
440

Leu

Leu

185

Tyr

Ala

Ser

Arq

Leu

265

Cys

Arg

val

Thr

val

345

Tyr

Leu

Ala

GlIn

Thr

425

Leu

Pro
170

Thr

ASp

Asn

Asn

250

val

Gly

TYyr

Ser

Thr

330

ASD

Tyr

Phe

ser

Lys

Ala

155

Gly

Ile

val

Met

Phe

235

ser

Gly

Ser

Glu

Gly

Ala

Met

ser

Ala

ser

395

Ile

Leu

cys

Pro

Thr

Ile

220

ser

ser

Ala

val

Thr

300

His

Leu

val

Met

Gly

Thr

GIn

AsSn

Phe Tyr Ala
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Ser

Ala

Asn

205

Met

Arg

Ile

Ala

Phe

285

val

Arg

val

Ala

val

365

val

Gln

Leu

Cys

His
445

Phe

Ser

180

Asp

His

Cys

Pro

Ala

270

Leu

Gin

Met

val

AsSp

ser

val

Asn

430

Arg

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Thr

Trp

Thr

255

Leu

val

Asp

Ala

ser

335

Ala

AsSn

Gly

Leu

AsSn

415

ASp

Phe

Tyr

Ser

Pro

val

240

Thr

Cys

ser

Cys

His

Trp

His

val

400

Thr

Ser

Asn

352,



Ala
Phe
465
ASp
val
Pro
Trp

0
245
Thr
Asn
Thr
val
Thr
625
ASN
Arg
Gln
Leu
val
705

Leu

Met

ser

450

Ala

GIn

Pro

val

Gly

Gln

Lys

Thr

Tyr

ASD

610

Ala

ASp

val

Ile

690

Gly

Leu

Met

Gly

GIn

Arg

ala

val

515

Glu

Gly

Thr

Leu

Thr

595

Tyr

Phe

Ala

Arg

Leu

675

Ser

Phe

Leu

Cys

Gly

Pro

Ser

500

val

Asn

Asn

Cys

Ile

580

Lys

Pro

Lys

Cys

ser

660

Pro

Leu

val

Leu

Leu

Pro

Trp

Tyr

485

Gln

Gly

Glu

Trp

Cys

Cys

Tyr

val

Asn

645

Glu

cys

His

val

Leu

725

Ile

Glu

Gly

Cys

val

Thr

Thr

Phe

550

Gly

Pro

Gly

Arg

Arg

Trp

Leu

S5er

Gln

val

710

Leu

Ala

Arg

Pro

Trp

cys

Thr

Asp

535

Gly

Pro

Thr

Ser

Leu

615

Met

Thr

ser

Phe

AsSn

695

Ser

Ala

Gln

Sequencelisting[1].TXT

Met Ala Ser Cys Arg Pro Ile

Ile

His

Gly

Cys

Pro

ASp

Gly

600

Trp

Tyr

Arg

Pro

Thr

680

Ile

val

ASD

Ala

Thr

Tyr

Pro

505

Arg

Leu

Thr

cys

Cys

585

Pro

His

val

Gly

Leu

665

Thr

val

val

Ala

Glu

Ala

490

val

Ser

Leu

Trp

Asn

570

Phe

Trp

TYr

Gly

Glu

650

Leu

Leu

Asp

Ile

Arg
730

val

475

Pro

Tyr

Gly

Leu

Met

555

Ile

Arg

l.eu

Pro

Leu

Pro

val

Lys

715

val

460

val

Gln

Cys

val

Asn

540

AsSn

Gly

Lys

Thr

Cys

620

val

Cys

Ser

Ala

GIn

700

Trp

Cys

Ala Thr Leu
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Pro

Pro

Phe

Pro

525

AsSn

Ser

Gly

His

Pro

605

Thr

Glu

ASp

Thr

Leu

685

Tyr

Glu

Ala

Glu

Asn

Cys

Thr

510

Thr

Thr

Thr

val

Pro

590

Arg

ITe

His

Leu

Thr

670

ser

Leu

Tyr

Cys

Asn

ASD

Ile

Tyr

Arg

Gly

Gly

Glu

Cys

ASn

Arg

Glu

655

Glu

Thr

Tyr

val

Leu

735

Leu

Lys

ser

480

Ile

Ser

ser

Pro

Phe

560

ASn

Ala

Leu

Phe

Leu

640

Asp

Trp

Gly

Gly

Leu

720

Trp

val

353



val

Leu

Gly

Leu

Ser

Pro

rhe

Asn

865

His

Gly

val

Ala

Thr

945

His

ser

Cys

Glu

Arg

Leu

val

770

Ala

Ala

Cys

Tyr

Ile

850

val

Pro

Pro

Arg

Gly

Ala

ASP

Gly

Ile Leu Leu Gly Pro Ala
101

Asn
755

Phe

Leu

Gly

Tyr

Thr

Arg

Glu

Leu

Ala

915

Gly

Thr

Gly

Met

Asp
995

1010

Leu
1025

Leu Ala Pro Ile Thr
103

740

Ala

Phe

Tyr

Pro

Lys

Arg

Gly

Leu

Met

900

Gln

His

Tyr

Leu

Glu

980

Ile

Ala

Cys

Ala

Pro

805

Ala

val

Ala

Gly

Ile

885

val

Gly

Tyr

Ile

Arg

Thr

Ile

Ser

Ala

Leu

790

Arg

val

Phe

Glu

Arg

870

Phe

Leu

Leu

val

Tyr

950

Asp

Lys

Leu

val

Ala

775

Tyr

Ala

Phe

Leu

Ala

855

ASp

Asp

Gln

GIn

935

Asn

Leu

Ile

Gly

SequenceListing[1].TxT

Ala
760
Trp
Gly
Tyr
val
Ala
840

His

Ile

Ala

His

920

Met

His

Ala

Ile

Leu
1000

745

Gly

Tyr

val

Ala

Gly

Arg

Leu

Ile

Thr

Ala

Leu

val

Thr
985

Pro val Ser Ala Arg Arg Gly Lys

Ala His Gly

Ile

Trp

Met

810

Leu

lL.eu

GIn

Ile

Lys

Ile

Cys

Phe

Thr

Ala

970

Trp

LysS

Pro

795

Asp

val

Ile

val

Leu

875

Leu

Thr

Met

Met

Pro

955

val

Gly

Gly

780

Leu

Arg

Leu

Trp

860

Leu

Leu

Arg

l.eu

LYyS

940

l.eu

Glu

Ala

Leu

765

Arg

Leu

Glu

Leu

Thr

Leu

val

val

925

Leu

Arg

Pro

ASp

750

Leu

Leu

Leu

Met

Thr

830

Leu

Pro

Cys

Ala

Pro

910

Arg

Gly

Asp

val

Thr
990

1005

Ser

val

Leu

Ala

815

Leu

Gln

Pro

Ile

895

Tyr

LysS

Ala

Trp

val

975

Ala

pPhe

Pro

Leu

800

Ala

Sar

Tyr

Leu

val

880

Leu

Phe

val

Leu

Ala

960

Phe

Ala

Asp Ser Leu Glu Gly Arg Gly Trp
1020

Ala Tyr Ser GIn Gln
1035

0
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Leu

Gln

Phe

Gly

GIn

Pro

ASp

Arg

Ser

Gly

val

Thr

v

Ser

Tyr

Phe

Arg

ser

aAla

Leu
1040

val
1055

Leu
1070

Ala
1085

Met
1100

Pro
1115

Leu
1130

Arg
1145

Tyr
1160

His
1175

Ala
1190

Met
1205

Pro
1220

Thr
1280

Thr
1295

TYr
1310

Gly

Glu

Ala

Gly

Tyr

Gly

Tyr

Gly

l.eu

Ala

Lys

Arg

Gln

Lys

val

Ala

Gly

Tyr

Asp

Cys

Gly

Thr

Ser

Thr

Ala

Leu

Asp

Lys

vail

Ala

ser

ser

Ser

Leu

Tyr

val

Gly

Ile

Ile

Glu

cys

Lys

AsSn

Arg

val

Ser

Gly

Gly

val

Pro

Phe

Thr

val

Met

Arg

Lys

Ile

Ile

val

val

Thr

val

Ser

Thr

Arg

ser

Ile

ASp

val

GIn

Lys

Leu

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr
1045

GIn
1060

Asn
1075

Leu
1090

ASp
1105

Leu
1120

Ser
1165

Phe
1180

Phe
1195

Phe
1210

val
1225

val
1240

Asn
1255

LYs
1270

Ile
1285

Leu
1300

Cys
1315

Sequencel.isting[1].TxT
Ser Leu Thr Gly Arg Asp

val

Gly

Ala

Gln

Thr

His

Ser

Gly

Arg

val

Thr

Ala

Pro

Pro

Thr

Ala

Asp

val

val

Gly

ASp

Pro

Ala

Leu

Gly

Ala

Pro

AsSp

His

Ala

ser

Thr

ASp

Glu

ser Thr

Cys Trp

Pro Lys

Leu val

cys Thr

Asp val

Leu Ser

Pro Leu

Ala val

val Glu

Asn Ser

Leu His

Ala Tyr

val Ala

Gly Ile

Gly Ala

Gly Gly

Cys His
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1050

Ala
1.065

Thr
1080

Gly
1110

Cys
1125

Ile
1140

Pro
1155

Leu
1170

Cys
1185

ser
1200

Ser
1215

Ala
1230

Ala
1245

Ala
1260

Asp
1275

Pro
1290

Cys
1305

ser
1320

Thr

val

Pro

Trp

Gly

Pro

Arg

Cys

Thr

Met

Pro

Pro

Ala

Thr

Pro

val

Ser

Thr

Gln

Tyr

Ile

Gln

Ser

val

Pro

Pro

Arg

Glu

Pro

Thr

Gln

l.eu

AsSn

Thr

Gly

Asp

Asn

ser

His

Thr

Ala

Ser

Arg

val

Ser

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser
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Thr

Ala

Ser

Asn

Ala

Lys

Ile

Tyr

Thr

Thr

Gly

Glu

Glu

Pro

Gly

Ala

Cys

Thr
1325

Gly
1340

val
1355

Thr
1370

Ile
1385

Cys
1400

val
1415

Thr
1445

Gln
1460

Thr
1475

Arg
1430

Gly
1508

Cys
1520

Thr
1535

val
1550

Leu
1565

Ala
1595

Ile

Ala

Thr

Gly

Arg

Asp

Ala

ASp

Gly

Thr

Thr

Thr

Glu

Tyr

ser

Cys

Thr

Asp

Arg

Leu

Arg

val

Glu

Gly

Glu

Tyr

val

Asp

val

val

Gly

Arg

Asp

val

Gln

His

AsSn

Ala

Gly

Leu

Pro

Ile

Gly

Leu

Tyr

val

Phe

AsSD

Pro

Arg

Pro

Ala

Arg

Asp

Ile

Phe

Gln

Ile

val

His

Pro

Arg

Ala

Arg

val

ASp

Phe

GIn

Gly

Ser

Gly

Leu

His

Asp

Pro

val
1345

Pro
1360

Phe
1375

His
1390

Ala
1405

val
1435

Ser
1450

Ser
1465

Asp
1480

Arg
1495

Gly
1510

Cys
1525

Ar
1540

Leu
1555

Ala
1570

Tyr
1585

Pro
1600

Sequencelisting[1].TXT

Thr val Leu Asp Gln

Leu

AsSN

Tyr

Leu

Lys

Leu

Ala

val

Leu

Ala

Arg

Met

Ala

Glu

His

Leu

Pro

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Thr

Ile

Asp

val

Gly

Phe

Trp

Tyr

Phe

Phe

val

ro

Thr Ala

Glu Glu

Lys Ala

Phe Cys

Ser Gly

val Ser

Asp Ala

Asp Cys

Pro Thr

Ser Arg

Ile Tyr

Asp Ser

Tyr Glu

iLeu Asn

Trp Glu

Leu Ser

Ala Tyr

ser Trp
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1335

Thr
1350

val
1365

Ile
1380

His
1395

lLeu
1410

val
1425

Leu
1440

Asn
1455

Phe
1470

Ser
1485

Arg
1500

ser
1515

Leu
1530

Thr
1545

Ser
1560

Gln
1575

G1n
1590

Asp
1605

Ala

Pro

Ala

Pro

Ser

Gly

Ile

Met

Thr

Thr

Gln

pPhe

val

Thr

Pro

val

Thr

Ala

GIn

Glu

Pro

Leu

Ile

LyS

Ile

Pro

Thr

Cys

Ile

Arg

val

Leu

Pro

Gly

Phe

Lys

Thr

Met

Thr

Gly

Ser

Glu

Lys

Asn

Thr

Gly

val

Arg

Thr

Cys

Ala

Leu

Thr

GIn

val

Trp

%‘—
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Lys

Leu

His

Glu

Ala

Gly

His

Lys

Glu

Thr

Tyr

Ser

Gln

Gln

Ile

val

val

Leu

Cys
1610

Leu
1625

Pro
1640

val
1655

Leu
1670

g
1685

Leu
1700

Leu
1715

Glin
1730

Ala
1745

Phe
1760

Leu
1775

Leu
1790

ser
1805

Leu
1820

Ala
1835

ASp
1850

Ala
1865

val

Leu

Tyr

Ile

val

Ala

Ile

Leu

Pro

LysS

Ala

Trp

Ala

Met

Thr

Ala

Gly

Ile

Phe

AsSN

Ile

Arg

Thr

Thr

Ala

Ile

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Leu

Pro

Ala

Leu

Lys

Leu

Arg

Leu

Lys

Ser

Tyr

Leu

Gln

Ile

l.eu

Pro

Lys

LLeu

Phe

Leu

Pro

Ala

Ala

val

Leu

teu

Gly

Tyr

Thr

Cys

Ser

Glu

Glu

Gly

val

ser

Thr

Phe

Ser

val

Gly

Met

Pro

Lys
1615

Ala
1630

Ile
1645

Trp
1660

Leu
1675

Phe
1705

Gln
1720

Leu
1735

val
1750

Met
1765

Thr
1780

Ala
1785

Asn
1810

aAla
1825

Gly
1840

Tyr
1855

ser
1870

aAla
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Pro Thr Leu His Gly

val

Met

val

Thr

Arg

Asp

Gly

Leu

Glu

Trp

l.eu

ser

Ala

Ser

Gly

Gly

Ile

GIn

Leu

Thr

Pro

Glu

Met

Gln

Ser

AsSn

Pro

Ile

Leu

Ser

Ile

Ala

Glu

Leu

Asn Glu

Cys Met

val Gly

Gly Ser

Ala Ile

Met Glu

GIn Leu

Thr Ala

Lys Trp

Phe Ile

Gly Asn

Thr ser

Gly Gly

Ala Phe

Gly Leu

Gly val

Met Pro

ser Pro
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1620

val
1635

ser
1650

Gly
1665

val
1680

val
1695

Glu
1710

Ala
1725

Thr
1740

Arg
1755

ser
1770

Pro
1785

Pro
1800

Trp
1815

val
1830

Gly
1845

Ala
1860

ser
1875

Pro

Thr

Ala

val

val

Pro

cys

Glu

LyS

Ala

Gly

Ala

Leu

val

Gly

Lys

Gly

Thr

Ala

Thr

Leu

Asp

Leu

Ile

Asp

Ala

Gln

GIn

Leu

Ile

Ile

Thr

Ala

Ala

val

Ala

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu

Ala

val

Arg

Thr

Phe

Ala

Glu

Gln

Gly

lLeu

Leu

ASp

val

233



val

Gly

ser

ASp

Thr

Ser

Leu

Cys

Met

Thr

Pro

Glu

Gly

Pro

Ala

val

Glu
1910

Arg
1925

Ala
1940

GlIn
1955

Thr
1970

Cys
1985

Leu
2000

Tyr
2015

Pro
2030

Arg
2045

Phe
2060

Ala
2075

Tyr
2090

Met
2105

Glu
2120

Pro
2135

Gly
2150

val

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

Thr

Pro

Lys

Cys

Ile

Pro

Pro

val

Thr

Phe

Ala

Leu

val

Ala

Asn

Ala

Leu

Cys

val

GIn

Gly

Gly

val

Ile

ASN

Glu

Thr

Phe

Cys

Asn

Cys

val

His

Arg

Lys

ser

Leu

Leu

val

Ala

Gly

Asn

Tyr

val

ASp

ser

Arg

GlIn

Ala

Glin

val

val

Arg

Gly

Thr

Pro

Trp

Gln

Pro

Ala

Ser

Thr

Asn

Glu

Pro

Tyr

1885

Ala
1900

Trp
1915

Ser
1930

Thr
1945

Leu
1960

ser
1975

ASp
1990

Gly
2005

Arg
2020

Ile
2035

Lys
2050

Tyr
2065

Arg
2080

Arg
2095

val
2110

val
2125

Leu
2140

Leu
2155

Sequencelisting[l].TXT

Ile Leu Arg Arg

Met

Pro

Gln

His

Trp

Phe

val

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

val

Lys

ASp

Leu

val

Asn

Thr

Ile

Gln

Leu

Lys

Pro

Asp

Gly

Cys

Thr

Leu

Gly

cys

Gly

Arg

Gly

Arg Leu

His Tyr

Leu Ser

Trp Ile

Arg Asp

Thr Trp

Phe Phe

Gly 1le

His val

ser Asn

Gly Pro

Trp Arg

Asp Phe

Pro Cys

val Arg

Glu Glu

Ser Gln

Page 19

1890

His
1905

Ile
1920

val
1935

ser
1950

Asn
1965

val
1980

Leu
1995

Ser
2010

Met
2025

LyS
2040

Thr
2055

Cys
2070

val
2085

His
2100

Gln
2115

Leu
2130

val
2145

Leu
2160

val

Ala

Pro

Leu

Glu

Trp

GIn

Cys

Gln

ASn

Trp

Thr

Ala

Tyr

val

His

Thr

Pro

Gly

Phe

Glu

Thr

Asp

AsD

ser

GlIn

Thr

Gly

His

Pro

Ala

val

Pro

Arg

Phe

Cys

Pro

Ala

Ser

Ile

Cys

Trp

Lys

Arg

Thr

sSer

Gly

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Gln

Glu

35%



Pro

sSer

ser

Pro

Ala

Gly

ASp

ser

Ala

Glu

Cys

Arg

' 2y

Ala

ASp

Pro

Ser

Cys

Ala

Glu
2165

His
2180

Pro
2195

Ser
2210

ASp
2225

ASD
2240

ser
2255

val
2270

Met
2285

sSer
2300

Pro
2315

Lys
2330

Ala
2345

val
2360

Pro
2390

Trp
2405

ser
2420

Ala
2435

Pro

Pro

Leu

Leu

Tle

Phe

Pro

Pro

Trp

Leu

Arg

Glu

Asp

Gly

Leu

Ser

Met

Glu

ASp

Thr

Ser

Lys

Ile

Thr

ASp

Ala

Ile

Lys

Pro

Thr

Leu

ser

Asp

Glu

Thr

Ser

Glu

val

Leu

Glu

Arg

Pro

Glu

Trp

ASp

Pro

val

Ala

Gly

Lys

Gly

val

Tyr

Ser

Ala

Glu

Ala

Thr

Ala

val

Leu

Ile

Ala

Pro

Ile

val

Thr

Thr

Gly

Glu

Ser

Thr

Lys

val
2170

Thr
2185

ser
2200

Cys
2215

AsSn
2230

Glu
2245

Arg
2260

Leu
2275

Ala
2365

Ser
2380

Pro
2395

Glu
2410

Trp
2425

Leu
2440

SequencelListing[1].TxT
Leu Thr Ser Met Leu

Ala

Ser

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

Pro

Tyr

Ala

Thr

Thr

Thr

ASp

Gly

Glu

Thr

Pro

Lys

Ser

Thr

lLeu

Glu

Glu

Lys

ASp

val

Pro

Glu

Phe

Ala

val

Asp

Ala

Gly

Arg Arg

Ala Ser

His His

Trp Arg

AsSn Lys

Glu Asp

Ser Lys

Tyr Asn

Pro Pro

Pro Ile

ser ser

Gly Ser

Leu Pro

Glu ser

Pro Asp

ser Glu

Ala Leu

Asn Ala

rPage 20

2175

Leu
2190

GIn
2205

val
2220

Gln
2235

val
2250

Glu
2265

Lys
2280

Pro
2295

val
2310

Pro
2325

val
2340

ser
2355

ASp
2370

Tyr
2385

Leu
2400

ASD
2415

Ile
2430

Leu
2445

Thy

Ala

Leu

Ser

Glu

val

ArgQ

Phe

Pro

val

Pro

ser

Glu

GIn

ser

Ser

val

Thr

ser

Arg

Ser

Pro

Met

val

Glu

Pro

Leu

His

Pro

ser

Ser

Ala

Ser

ASD

val

Pro

Asn

Pro

Gly

Ala

Asp

Gly

Leu

val

ala

Leu

Gly

Arg

Ala

ser

Ser

Met

Gly

Cys

Cys

ser

75



Leu

Ala

L.eu

Ala

Lys

Ala

n.is

ASp

Glu

Leu

Ser

Tyr

ASD

Tyr

Ser

Lys

Leu

Ser

Leu
2450

ser
2495

Leu
2510

ser
2540

Thr
2555

Lys
2570

Thr
2600

ser
2615

Lys
2630

ser
2645

GIn
26060

Leu
2675

Gly
2690

Thr
2705

ala
2720

Arg

Leu

ASp

Thr

Thr

Asp

val

Thr

Gly

val

Leu

Pro

Lys

Thr

Cys

Thr

Gln

Thr

ala

His

Arg

His

val

Pro

val

Trp

Ile

Gly

Arg

Pro

Gly

Asn

val

Ccys

Glu

Asn

Ser

Cys

His

GIn

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

Met

Arg

val

Gln

Gln

Pro

Thr

Asp

Arg

Cys

cys

Arg

Asn

Lys 1

Arg

His

ASnN

ASD

Ala

Lys

Cys

val

Arg

Met

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

ser
2515

Leu
2530

Leu
2545

LysS
2560

Pro
2575

Glu
2590

val
2605

val
2620

Gly
2635

Asn
2650

Ala
2665

Tyr
2680

Tyr
2695

Asn
2710

Ala
2725

SequencelListing[1].¥XT

val Tyr Ala Thr Thr

val

val

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Ala

Lys

Met

Glu

Phe

ASp

Pro

Ile

Arg

Thr

Lys

Thr

Leu

Leu

Lys

Ser

Glu

Glu

Arg

Met

Gly

Phe

ser

Ile

Glu

Gly

Arg

Leu

Leu

Phe Asp

Lys Glu

Ser val

Ser Lys

Lys Ala

Asp Thr

val prhe

Leu Ile

Ala Leu

ser Ser

Leu val

Tyr Asp

Arg val

Ala Arg

Gly Pro

Cys Arg

Thr Cys

GIn Asp

Page 21

2460

Arg
2475

Met
2490

Phe
2520

val
2535

val
2550

Cys
2565

val
2580

Tyr
2595

Tyr
2610

Asn
2625

Thr
2640

Glu
2655

GIn
2670

Leu
2685

ala
2700

Tyr
2715

Cys
2730

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly

Asn

Thr

val

Phe

Asp

Gly

Thr

Arg

Glu

Ala

Thr

ser

Leu

Thr

Arg

GIn

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

Gln

Pro

val

Phe

Trp

Cys

Ser

Ile

Asn

Gly

Lys

Met

Ser

val

Lys

Cys

Gly

Ile

Pro

ASD

val

GlIn

Lys

Phe

Ile

Lys

Ser

val

Ala

Leu

30



val

GIn

Arg

Leu

Asp

Thr

Trp

Ala

Ala

Arg

Gly

Fro

Arg

Leu

Pro

Tyr

Arg

Asn
2735

Glu
2750

Tyr
2765

Glu
2780

Ala
2795

Pro
2810

Asn
2825

Ala
2840

Gin
2855

cys
2870

l.eu
2885

Glu
2900

Pro
2815

Leu
2930

Phe
2945

Ala
2960

Ser
2975

Trp
2990

Tyr

Gly

ASp

Ser

Leu

Ser

Leu

Ser

Arg

Glu

Tyr

His

Ile

Leu

Leu

AsSn

Ala

Gly

Phe

Leu

AsSp

Ala

Ala

Ile

Gly

Ala

Trp

Met

GlIn

ser

Gly

Asn

Arg

ser

Trp

ser

Gly

Met

Leu

ASp

Ala

Pro

Thr

LysS

Arg

Leu

Ile

Leu

Ile

Leu

Arg

val

GIn

Ala

GIn

ASD

Leu

Pro

Leu

ser

Pro

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

Glu

Glu

ser

val

Trp

Gly

val

Leu

Ile

Cys

Asn

val
2740

Leu
2755

Gly
2770

Cys
2785

val
2800

Ala
2815

Asn
2830

Met
2845

Lys
2860

Pro
2875

Ala
2890

Ala
2905

Arg
2920

Lys
2950

ASD
2965
Tyr

2980

Leu
2995

Arg

SequenceListing[1].TxT

val ITe Cys Glu Ser

Arg

ASp

Ser

Tyr

Trp

Ile

Thr

Ala

Leu

Phe

Ser

Arg

Thr

Leu

His

Leu

val

Pro

Ser

Tyr

Glu

Ile

His

Leu

Asp

Ser

Cys

Arg

Ala

Lys

ser

5er

Leu

Phe Thr

Pro Gin

Asn val

Ley Thr

Thr Ala

Met Tyr

Phe Phe

Asp Cys

Leu Pro

Leu His

Leu Arg

Ala Arg

Ala Thr

Leu Lys

Gly Trp

Leu Ser

Leu Ser
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2745

Glu
2760

Pro
2775

Ser
2790

Arg
2805

Arg
2820

Ala
2835

ser
2850

GIn
2865

Gln
2880

Ser
2895

Lys
2910

Ser
2925

Cys
2940

Leu
2955

Phe
2970

Arg
2985

val
3000

Ala

Ala

Glu

val

ASp

His

Pro

Ile

Ile

Tyr

Leu

val

Gly

Thr

val

Ala

Gly

Gly

Met

Tyr

Ala

Pro

Thr

Thr

Leu

Tyr

Ile

Ser

Gly

Arg

Lys

Pro

Ala

Arg

val

Thr

Thr

Asp

His

Thr

Pro

Leu

Leu

Gly

Pro

val

Tyr

Ile

Gly

Pro

Gly

6



300

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

<220>
<223>

<400>

5

6
3033
PRT

sequencel.isting[1].TXT

3010

Aartificial sequence

GenBank BAB32872 HCvV

6

Met Ser Thr Asn Pro

1

Arg
Gly
hr
Ile
65
Arg
Leu
Arg
Gly
r
145
Gly
Phe
Gln
AsSN
Gly

Pro

Arg

val

Arg

50

Pro

Pro

Leu

His

Phe

130

Gly

val

Leu

val

Asp

210

Cys

val

Pro

Tyr

35

Lys

Lys

Trp

Ser

Ala

Ash

Leu

Lys

195

Ser

val

Ser

Glu

20

Leu

Thr

ASP

Pro

Pro

100

Ser

ASp

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Ile

Pro

Pro

5

Asp

Leu

Ser

Arg

Leu

85

Arg

Arg

Leu

Arg

Ala

165

Leu

Thr

Thr

Cys

Asn
245

Lys

val

Pro

Glu

Arg

70

Tyr

Gly

Asn

Met

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Trp

Glu

230

Met

Pro

Lys

Arg

Arg

55

ser

Gly

Ser

val

Gly

val

Gly

Ser

Ser

Gln

215

Arg

Ala

2a (JFH-1)

GIn Arg Lys

Phe

Arg

40

ser

Thr

Asn

Arg

Gly

Tyr

Ala

Asn

Cys

ser

200

Leu

val

val

Pro

25

Gly

G1n

Gly

Glu

Pro

105

Lys

Ile

His

Leu

Ile

185

Tyr

Glu

Gly

Arg

10

Gly

Pro

Pro

LyS

Gly

S0

S5er

val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

Met

Ala

Asn

Thr

Gly

Arg

Arg

Ala

75

Leu

Trp

val

val

155

Gly

val

val

ala

Thr
235

Lys

Gly

t.eu

Gly

60

Trp

Gly

Gly

AsSp

val

140

Arg

Phe

Pro

Thr

val

220

Ser

Gin Pro Gly

250
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Arg

Glin

Gly

45

Arg

Gly

Trp

Pro

Thr

125

Gly

val

Pro

val

Asn

205

Leu

Arg

Ala

Asn

Ile

30

val

Arg

LyS

Ala

Thr

110

Leu

Ala

Leu

Phe

ser

190

ASD

Cys

Leu

Thr

15

val

Arg

Gln

Pro

Gly

95

ASp

Thr

Pro

Glu

sSer

175

Ala

Cys

val

Trp

Thr
255

ASn

Gly

Thr

Pro

Gly

80

Trp

Pro

Cys

Leu

ASp

Ile

Ala

sSer

Pro

val

240

GIn

362



Ser
Gln
ASn
305

Asp

val

Ala

Thr

385

Gly

ASn

Leu

ser

Phe

465

Pro

Pro

Tyr

Arg

Leu

Ala

val

290

Cys

Met

Met

Gly

Lys

Thr

val

Gly

Asn

ser

450

Arg

Glu

val

ser

Thr

530

Pro

Arg

Leu

275

Phe

Ser

Met

Arg

val

355

val

Thr

Phe

ser

Thr

435

Gly

Ile

ASp

val

Pro

515

Trp

Pro

Thr

260

Tyr

Ile

Ile

Met

val

340

Met

Ile

val

Ser

Trp

Gly

Cys

Gly

Met

Pro

300

val

Gly

Gln

His

val

val

Tyr

Asn

325

Pro

Phe

val

Gly

His

405

Mis

Phe

Pro

Trp

Arg

Ala

val

Glu

Gly

Ile

Gly

Ser

Pro

310

Trp

Glu

Gly

Ile

Leu

Gly

Gly

Pro

Arg

val

Asn

ser

AsSp

ASp

Pro

295

Gly

Ser

val

Leu

Leu

375

Ala

Pro

ASn

Ala

Tyr

sSer

Gly

SequenceListing[1].TXT

Met val val Met Ser Ala Thr

Leu

280

GlIn

Thr

Pro

Ile

Ala

360

Leu

val

Gln

Arg

Ala

440

Leu

Leu

Cys

val

Thr

520

Thr

Phe

265

Cys

Tyr

Ile

Thr

Ile

345

Tyr

Leu

Ala

GIn

Thr

425

Leu

ser

Gln

Trp

505

Thr

Asp

Gly

Gly

Thr

Ala

330

Asp

Phe

Ala

Arg

Asn

410

Phe

Ala

Tyr

His

490

Gly

AsSp

val

Gly

Trp

Gly

Thr

Ile

Ser

Ala

ser

395

Ile

Leu

Tyr

Cys

Glu

475

Tyr

Pro

Arg

phe

val

Phe

300

His

Met

val

Met

Gln

AsSn

Thr

460

Asp

Pro

val

Arg

Leu
540

Cys Thr Trp
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Met

285

val

Arg

Ile

ser

Gln

365

val

Asn

Leu

Cys

Asn

445

Asn

AsSn

Pro

Tyr

Gly

Leu

Met

270

Leu

GIn

Met

Leu

Asp

val

Ile

AsnN

430

Arg

Ile

val

LysS

510

val

Asn

Asn

Phe

Ala

Glu

Ala

Ala

335

Ala

Ala

Ala

Ile

Asn

415

AsSp

Phe

Glu

Thr

Pro

495

Phe

Pro

Ser

ser

cys

Ala

Cys

Trp

320

Tyr

His

Trp

Gly

Ala

400

Thr

ser

Asn

Ala

Asn

480

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr

263



545

Gly

Phe

His

Pro

Thr

625

Glu

ASp

Thr

Leu

Tyr

Glu

Ala

Glu

Leu

Pro

Phe

Phe

Asn

Pro

Lys

val

His

Leu

Thr

Ser

690

Met

Trp

Cys

Lys

Leu

770

val

Leu

val

Thr

Thr

Ala

Asp

595

Cys

Asn

Arg

Glu

Glu

675

Thr

Tyr

val

Leu

Leu

755

Tyr

val

Leu

His

Leu
835

Lys

Ser

580

Ala

Leu

Phe

Leu

Trp

Gly

Gly

val

Trp

740

val

Phe

Pro

Leu

Gly

Thr

Thr

565

Thr

Thr

val

Thr

Thr

645

Arg

Ala

Leu

Leu

Leu

725

Met

val

Leu

Met

805

Gln

Pro

550

cys

ASp

Tyr

His

Ile

630

Ala

ASp

Ile

Leu

Ser

710

Leu

Leu

Leu

Ile

Thr

790

Ala

Ile

Gly

Gly

Leu

Ile

TYyr

615

Phe

Ala

Arg

Leu

His

695

Pro

Phe

Ile

His

Phe

775

Thr

Leu

Gly

Tyr

Sequencel.isting[1].TXT
555

Ala Pro Pro Cys

Leu Cys
585
Lys Cys
Pro Tyr
Lys Ile
Cys Asn
Ser Gln
665
Pro Cys
680
Leu His
Ala Ile
Leu Leu
Leu Leu

745

Ala Ala

760

Phe val

Tyr Cys

Pro Arg

val Gly

Lys Thr

570

Pro

Gly

Arqg

Arg

Phe

650

Leu

Thr

GIn

Thr

Leu

730

Gly

ser

Leu
GIn
810

l.eu

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

635

Thr

ser

Tyr

Asn

GlIn

Ala

ala

Thr

795

Ala

Leu

Leu

Arg Thr Arg

Asp

Gly

620

Tyr

Arg

Pro

Ser

Ile

700

Tyr

ASD

Ala

Ala

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly
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Cys

Pro

605

His

val

Gly

Leu

val

Ala

Glu

Asnh

765

His

Leu

Ala

L.eu

Glin
845

Phe

590

Trp

Tyr

Gly

ASD

Leu

670

Leu

ASp

val

Arg

Ala

750

Cys

Ile

T

Tyr

Ite

830

Cys

Ala

575

Arg

Leu

Pro

Gly

Pro

val

Arg

val

735

Ala

Arg

Pro

Leu

560

ASp

Lys

Thr

Cys

val

640

cys

Ser

Ala

GIn

Trp

Cys

Leu

Gly

Gly

Phe

800

Ala

Leu

Trp

2N



Trp

val

865

val

Leu

val

val

Leu

ﬂ,ls

ser

Pro

Glu

Arg

sSer

Arg

val

Thr

Gly

Gly

Cys

Leu Cys

850

Pro Pro

Thr Ile

Ala Leu

Pro Tyr

915

Lys Gln

Gly Arg

ASp Trp

Ile Ile

Thr Ala
995

Tyr

Met

Phe

Leu

900

Phe

Leu

Trp

ala

Phe
980

Leu

GIn

885

Gly

val

ala

Thr

Ala

965

Ser

Leu

val

870

Pro

Pro

Arg

Gly

Gly

Ser

Pro

SequenceListing[1].TXT
Thr Leu Gly Glu Ala Met Ile G1In

855

Arg Gly

Gly val

Ala Tyr

Ala His

920

Gly Arg

Thr Tyr

Gly Leu

Met Glu

Ala Cys Gly Asp Ile

Leu Gly Gln

1010

Lys Gly Trp

1025

Thr Arg

1040

Asp  Arg

1055

ser Gln

1070

val Tyr

1085

Pro val

1100

Trp Pro

1115

Gly Ala

Gly

Thr

ser

His

Thr

ser

val

Glu Ile

Lys

Leu

Glu

Phe

Gly

GlIn

Pro

Asp

Leu

Leu

GIn

Leu

ala

Met

1000

Leu Leu Gly Pro

1015

Leu Al

1030

Gly al

Ala Gl

Gly Th

Gl AS

Tyr Se

Pro Gly Th

Leu

1120

Tyr Le
1135

Gly

val

ey

905

Tyr

Ile

Arg

Lys
985

Leu His Gly Leu Pro

Arg

Phe

890

Leu

Leu

val

Tyr

LysS

ASD

875

Asp

Arg

Ile

Gln

Leu

val

860

Gly Ile

ITe Thr

Ala Ala

Arg Val

925

val Ala
940
His Leu

Ala val

Ile val

10

a Pro Ile Thr Ala
1035
a Ile val val ser
1050
y Glu val GIn Ile
1065
r Thr Ile ser Gly
1080
n Lys Thr Leu Ala
1095
r ser Ala Glu Gly
1110
r Lys Ser Leu Glu
1125
u val Thr Arg Asn
1140
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Ala

Lys

Leu

910

Cys

Leu

Thr

Trp
990

05

Tyr

Met

Leu

val

Gly

ASD

Pro

Ala

Glu

Trp

Trp

Thr

Leu
Pro
val
975

Gly

Ala Asp Gly Tyr
1020

Ala

Thr

ser

Leu

Leu

Leu

Cys

ASD

Trp

Ala

880

Leu

His

Leu

Met
960

Glu

Ala

val ser Ala

Thr

Gln

Gly

Thr

Trp

Arg

val

Lys

val
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Ile

Pro

Leu

Cys

Thr

Thr

~la

Ala

Ala

Asn

Ala

Cys

Gln

Thr

val

Ile

His

Met

Pro
1145

Arg
1160

Cys
1175

Ser
1190

Leu
1205

Pro
1220

Pro
1235

Ala
1250

Thr
1265

Pro
1280

Ile
1295

Ala
1310

val
1325

Ala
1340

Pro
1355

Gly
1370

Pro
1385

Ser
1400

Ala

Pro

Pro

Arg

ASp

Pro

Thr

Gln

Leu

Asn

Thr

S5er

ASp

Glu

Pro

Leu

Leu

Lys

l.eu

Arqg

Ile

Arg

Gly

val

Ala

Gly

Gly

Gly

Ile

Tyr

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

ser

Lys

AsSn

Arg

Ser

Gly

val

val

val

Ser

Tyr

Phe

Arg

ser

Ala

Thr

Ala

Ser

Arg

Cys

Lys

Ala

Arg

Thr

His

Ala

Thr

Pro

Gly

Lys

Gly

Thr

Thr

Tyr

Ser

Gly

val

Glu

Ile

Cys

val

Leu
1165

val
1180

LYyS
1195

Arg
1210

Gln
1225

Lys
1240

val
1255

Ala
1270

Ile
1330

val
1345

Thr
1360

Gly
1375

Lys
1390

ASp
1405

Ala
1420
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Asp Lys Arg Gly Ala

LysS

val

Ser

Ser

Thr

Ser

Leu

Tyr

val

Gly

Ile

Leu

Arg

Thr

Glu

Gly

Glu

Tyr

Gly

Gly

Ile

Pro

Tyr

Thr

val

Leu

Arg

LysS

Ile

Gly

Leu

Pro

Ile

Gly

Leu

TYyr

Ser Ser

Leu Phe

Asp Phe

Thr Phe

GIn val

Lys val

Leu Asn

5er Lys

Thr val

Phe Leu

Ite Cys

Ile Gly

Thr val

His Pro

Pro prhe

Arg His

Ala ala

Arg Gly
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1155

Gly
1170

Arg
1185

Ile
1200

ser
1215

Pro
1245

Pro
1260

Ala
1275

Met
1290

Ala
1305

ASD
1320

Thr
1335

Leu
1350

D
1365

Tyr
1380

Leu
1395

Ala
1410

Leu
1425

Leu

Gly

Ala

Pro

AsSD

Tyr

val

ser

His

Thr

ASD

Glu

val

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Leu

Pro

Ala

val

AsSn

Leu

Ala

val

Gly

Gly

Gly

Cys

Leu

Thr

Glu

Arg

Phe

Arg

val

Ser

val

val

Glu

Ser

His

Tyr

Ala

Ile

Glu

Gly

His

Asp

Cys

Gly

Ser
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Ile

Leuy

Asn

Phe

Ser

Arg

Leu

Thr

Ala

GIn

Gln

ASp

Gly

val

Gln

Gly

val

Ala

Ile
1430

Met
1445

val
1460

Thr
1475

GlIn
1490

Tyr
1505

val
1520

Thr
1535

Pro
1550

val
1565

Thr
1580

Ala
1595

1610

Pro
1625

Thr
1640

Ala
1655

val
1670

Ser
1685

Pro

Pro

Thr

Ala

Ile

Arg

val

Leu

Pro

Gly

Phe

Lys

Thr

Met

Thr

Leu

ASp

Leu

ASp

Ala

Gly

val

Thr

Arg

ser

Cys

Ala

Leu

Thr

GIn

val

Trp

Pro

Thr

LLeu

Ala

Ile

Lys

GIn

Tyr

Thr

Thr

Gly

Thr

Glu

Glu

Pro

Gly

Ala

Cys

Lys

Leu

His

Glu

Ala

Gly

Glu

Gly

Thr

Gln

GIn

Arg

Gly

Cys

Thr

val

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu

Pro

val

val

Arg

val

ASp
1435

Ala
1465

Thr
1480

Thr
1495

Glu
1510

Tyr
1525

Thr
1540

Cys
1555

Thr
1570

Glu
1585

Arg
1600

Leu
1615

Tyr
1630

Gly
1645

Met
1660

Ala
1675

Leu
1690

Leu
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val val val val ala

ASD

val

val

Gly

Arg

Asp

val

Gin

His

Asn

Ala

Ala

Arg

Thr

Thr

His

Tyr

Phe

Asp

Pro

Arg

Ala

Ala

Arg

Asp

Ile

Phe

Lys

Arg

Leu

Lys

Ser

TYIr

val

Glu

Asp ser

phe ser

Gln Asp

Gly Arg

ser Gly

Gly Ala

Leu Arg

His Leu

Asp Ala

Ala Tyr

Ala Pro

Leu Lys

Gly pPro

Tyr Ile

Thr Trp

Cys Leu

Asn Gln

Ala rhe
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1440

val
1455

L.eu
1470

Ala
1485

Gln
1500

Met
1515

Ala
1530

Ala
1545

Glu
1560

His
1575

Leu
1590

Pro
1605

Pro
1620

Tle
1635

Ala
1650

val
1665

Ala
1680

Thr

Ile

Asp

val

Gly

Phe

Trp

Tyr

Phe

Phe

val

Pro

Thr

Thr

Thr

Leu

Thr

val

Glu

ASp

Asp

Pro

Ser

Thr

ASp

Tyr

Phe

Trp

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Cys

Ala

Gly

val

Met

Ala

Cys

Thr

Arg

Tyr

Ser

Asp

AsSh

Glu

Ser

Tyr

Trp

Glu

Met

Gly

Cys

val

Glu
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Glu

Ala

Ser

Pro

Ser

Pro

Pro

Trp

val

Gly

ser

Ser

Gly

His

Ile

val

ser

Thr

1700

Cys
171§

Glu
1730

LyS
1745

Lys
1760

Gly
1775

Ala
1790

Leu
1805

Leu
1820

val
1835

Lys
1850

Met
1880

Ala
1895

val
1810

Ala
1925

Thr
1940

Leu
1955

Glu
1970

Ala

Met

Gln

val

Ile

val

sSer

Ala

Ser

val

Ala

Glu

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

Asp

Ser

Leu

Ala

Glu

GIn

Ala

Thr

ser

Gly

Leu

Leu

Asp

val

Pro

Ala

ser

Ile

Cys

Arg

Lys

GIn

GlIn

Tyr

Ser

Ser

GlIn

Leu

val

val

val

val

Gly

Ser

Asp

Thr

Pro

Ala

Ser

ASp

Phe

lLeu

Met

Thr

val

Asp

Ala

Ile

Gly

Glu

Arg

Ala

Ser

Ile

1705

Ala
1720

Lys
1735

Ile
1750

Trp
1765

Ala
1780

Met
1795

Thr
1810

Ala
1825

Gly
1840

Ile
1855

Phe
1870

Asn
1885

val
1900

ser
1945

Leu
1960

Pro
1975

SequenceListing[1].¥xT

1710

Leu ITe Glu Glu Gly GIn

Ile

Gin

Ala

Gly

Ala

Ile

Pro

Leu

Lys

Leu

Ile

Ala

Asn

Gln

Leu

Cys

Gin

Pro

Arg

Leu

Phe

Leu

Pro

Ala

Ile

Leu

Cys

val

His

Arg

Arg

ser

Gly Leu

aAla Met

His Met

Ser Thr

ser Ala

Leu Asn

Ala Gly

val Gly

Gly Tyr

Met Ser

Pro Gly

Ala Ala

GIn Trp

val Ala

val Thr

Arg Leu

Gly ser
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1725

Leu
1740

GIn
1755

Trp
1770

Leu
1785

Ala
1800

Ile
1815

Ala
1830

ser
1845

Gly
1860

Ile
1890

Ile
1905

Met
1920

Pro
1935

GlIn
1950

His
1965

Trp
1980

Gln

Ala

AsSn

Pro

Leu

Met

Thr

Ile

Glu

Leu

Leu

ASN

Thr

lLeu

Asn

Leu

Arg

GIn

ser

Phe

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

Arg

Arg

His

Leu

Trp

Arg

Ile

Ala

Trp

Asn

ser

Gly

Phe

Leu

Ile

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr

Gly

Ile

Asp
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val

Leu

Ser

Met

Arg

Thr

cys

val

ser

Gln

Ile

val

Leu

Leu

Gln

Asn

Gly

ASp

Trp
1985

Thr
2000

Cys
2015

Thr
2030

Leu
2045

Trp
2060

Ala
2075

Ala
2090

Tyr
2105

Leu
2120

His
2135

Ser
2150

Pro
2165

Thr
2180

Ala
2195

Leu
2210

Thr
2225

Phe
2255

ASp

ser

Gln

Thr

Gly

Gln

Pro

Ala

val

Pro

Arg

Phe

Cys

Asp

Arg

ser

Tyr

val

Leu

Trp

Lys

Lys

Arg

Ser

Gly

Lys

Ser

Thr

Ser

Phe

cys

Glu

Pro

Gly

ASp

Ala

Glu

val

Leu

Gly

Cys

Met

Thr

Pro

Glu

Gly

Piro

Ala

val

Pro

Pro

ser

Pro

val

Gln

Pro

Cys

Phe

Tyr

Pro

Arg

Phe

Pro

Tyr

Leu

Glu

Pro

Gly

Glu

Pro

ser

Asp

Thr

Met

Thr
1990

Pro
2005

Lys
2020

Cys
2035

Ile
2050

Pro
2065

Thr
2080

Ala
2095

Thr
2110

Phe
2125

Thr
2140

Leu
2155

Pro
2170

Ile
2185

Pro
2200

Leu
2215

Met
2230

Glu
2245

Ala
2260

SequencelListing{l].TXT
ITe Leu Thr Asp Phe

Lys Leu

Gly val

Gly Ala

Thr Gly

Ile Asn

Asn Tyr

Glu val

Thr Asp

Phe Ser

Pro Lys

AsSn 5er

Asp Ala

Thr Ala

ser Glu

Arg Ala

val Asp

Pro Glu

Glu Glu

Pro Gly

Trp Ala

asn Ile

Pro Lys

Cys Tyr

Lys Thr

Thr Gln

Asn Leu

Trp val

Pro Phe

Tyr Ala

Asp val

Glu Thr

Ala ser

Thr Cys

Ala Asn

ser Arg

Glu Ser
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1995

Leu
2010

ser
2040

Thr
2055

Thr
2070

Ala
2085

His
2100

Lys
2115

ASp
2130

Phe
2145

val
21.60

Leu
2175

Ala
2190

ser
2205

Thr
2220

Leu
2235

val
2250

Asp
2265

Lys

Pro

Thr

Gly

Cys

Glu

Ile

Gly

Ile

Gly

Arg

Gly

Arg

Ala

Ser

Thr

Leu

Pro

Leu

Asn

Phe

Gly

Asn

Met

Gly

Trp

Ser

Pro

val

Asp

ser

Ser

Arg

val

His

Met

val

Glu

Trp

Ile

val

AsSn

Gln

Arg

Tyr

Cys

Glu

Gln

Met

Arg

Ser

Ser

Glu

Leu

Pro

I



Ser

Ala

Glu

Cys

Arg

Leu

r'[y

Gly

ala

Leu

Gly

Glu

Pro

val

val

val

Leu

Ala

Ile
2270

Leu
2285

ser
2300

Ala
2315

Arg
2330

Gln
2345

Pro
2375

ser
2390

Glu
2405

val
2420

Glu
2435

Ile
2465

Tyr
2480

Thr
2495

Leu
2510

Leu
2525

Arg
2540

Pro

Pro

Trp

Leu

Arg

Gln

Ala

Thr

Ser

sSer

Ala

ASP

Ala

Asn

Cys

rhe

Lys

Thr

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

Thr

Leu

Gly

ser

Met

Asp

Pro

ASD

Leu

Pro

Thr

Asp

Asp

Leu

Lys

Glu

Trp

Arg

Pro

val

Ala

sSer

Pro

Pro

Gln

Gly

Thr

L.eu

Thr

Arg

Ile

Glu

Tyr

Cys

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

Ser

Gly

Pro

val

ser

Thr

Thr

sSer

Ser

Thr

Lys

Glu

Gly

Met
2275

Arg
2290

Asp
2305

Lys
2320

Leu
2335

Lys
2350

Thr
2365

Glu
2380

Leu
2395

Glu
2410

Gly
2425

val
2440

Pro
2455

Asn
2470

Lys
2485

Gln
2500

Leu
2515

Ala
2530

Phe
2545

SequenceListing[1l].TXT

Leu Pro Arg Ser Gly
22

Pro

Tyr

Lys

Ser

Thr

Gly

Pro

Glu

Leu

ser

Cys

Cys

ser

sSer

val

Ala

Cys

Gly

AsD

GlIn

Ala

Glu

Phe

Ala

Ala

Gly

Gin

Gly

Cys

ser

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

Ala

Tyr Asn

Pro Pro

Pro Thr

Ser Thr

Gly GIn

Gly Ala

Pro Sser

Glu Pro

Pro Pro

Ser Trp

5er Met

Pro Glu

Leu Arg

ser GIn

Asp Ala

ser Lys

Leu Thr

Lys Glu
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80

Pro
2295

Thr
2310

Pro
2325

Ile
2340

Pro
2355

Ala
2370

Glu
2385

Gly
2400

Pro
2415

ser
2430

ser
2445

Glu
2460

Tyr
2475

Arg
2490

His
2505

val
2520

Pro
2535

val
2550

Phe

Pro

val

Pro

Ser

Pro

Glu

Thr

Asp

Gln

Thr

Tyr

Glu

His

Ala

Tyr

ser

Pro

Arg

Pro

Leu

Ala

Pro

Glu

ser

Ser

Gly

Pro

Gly

Cys

ser

Lys

ASn

Lys

Asp

Ala

His

ser

Arg

val

Gly

ATQ

ser

Gly

Ser

ASp

Gly

sSer

Trp

Leu

Lys

Lys

Ser

Arg

ser

Leu
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Ser

Leu

Asn

Ala

Lys

Met

Phe

Asp

Glu

val

Arg

Gly

val

Arg

ASp

Ser

Tyr

Ar
2600

Met
2615

Ser
2660

Ile
2675

Glu
2690

Gly
2705

Arg
2720

Ile
2735

Ile
2750

Ile
2765

Ala
2780

Pro
2795

Ser
2810

Tyr

Arg

ASp

val

Leu

Ala

Ala

Leu

Tyr

Arg

ala

Gly

cys

Thr

val

ser

Phe

Pro

Asn

Leu

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

ser

Leu

ASp

Thr

Arg

Pro

Arg

Cys

Ala

Glu

Thr

Arq

val

Thr

val

Gln

Cys

val

Tyr

Tyr

Lys

Thr

Glu

Thr

Met

Ala

Tyr

Pro

Sar

Glu

Pro

Ser

Arg

Asn

Thr

val

TYr

ASp

Gly

Ala

Arg

Glu

ala

Phe

ser

val

Thr

Gln

Ala

Glu

val

ASp

His
2560

Pro
2575

Asp
2590

Pro
2605

Ile
2620

Phe
2635

Trp
2650

Cys
2665

ser
2680

Ile
2695

Asn
2710

Gly
2725

Lys
2740

Met
2755

Gly
2770

Met
2785

Tyr
2800

Ala
2815

Pro

Sequencel.isting[1].TXT

Ile Lys Ser val Trp

Ile

Pro

ASp

Thr

Gln

Ala

Phe

Ile

His

Ser

val

Ala

Leu

Thr

Thr

AsSp

Leu

Thr

Pro

ala

Leu

Gln

Tyr

Glu

ASp

Tyr

Ser

Lys

Leu

Leu

val

Glu

Arg

lLLeu

Gly

Thr

Thr Thr

Lys Gly

Gly val

Lys Leu

Ser Pro

Lys Lys

ser Thr

Gln Ala

Leu Thr

Gly G1In

Thr Thr

Ala Ala

Cys Gly

Glu Asp

Tyr Ser

Glu Leu

Pro Arg

Pro Leu
Page 32

2565

Ile
2580

Gly
2595

Arg
2610

Pro
2625

Ala
2640

Asp
2655

val
2670

Cys
2685

Glu
2700

Thr
2715

ser
2730

Cys
2745

ASp
2760

Glu
2775

Ala
2790

Ile
2805

Gly
2820

Ala

Lys

Met

Lys

val

GlIn

GIn

Pro

Thr

Ser

Arg

cys

Met

Lys

Asp

Arg

Pro

Thr

Arg

Arg

Asp

aAla

Lys

cys

Ala

Arg

Met

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

Leu

Asn

Pro

Ser

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Glu

val

val

Gly

Arg

Pro

TYyr

Tyr

Asn

Ala

val

Leu

Gly

Cys

Arg

Ala
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Trp

Ile

Thr

ASN

Leu

Phe

ser

ser

Lys

Thr

Leu

His

Leu

<210>
<211>

2825

Glu Thr
2840

1le Gln
2855

His Phe
2870

Leu Asn
2885

Asp Leu
2900

Ser Met
2915

Ala Leu
2930

Arg Ala
2945
Ala aAla

2960

Lys Leu
2975

ser Ser
2990

Ser val
3005

Leu Leu
3020

7
3033

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 7

1

Arg Arg Pro GIn Asp val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln gée val Gly
20 25

Gly val Tyr Leu Leu Pro Arg Agg Gly Pro Arg Leu Gly val arg Ala
4

35

val

Tyr

Phe

rhe

Pro

His

Arg

Arg

val

Lys

Trp

ser

Phe

Arg

Ala

Ser

Glu

ala

Thr

Lys

Ala

Cys

Leu

Phe

Arg

val

His

Pro

Ile

Met:

Ile

Tyr

Leu

val

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

2830

ser
2845

Thr
2860

Leu
2875

Tyr
2890

Ile
2905

ser
2920

Arg
2965

Pro
2980

val
2995

Arg
3010

val
3025

Artificial sequence

Sequencelisting[1].TXT

Pro

Ile

Met

Gly

Glu

His

Ala

Ala

Tyr

Leu

Gly

Pro

Gly

Ile

Trp

val

Ser

Arg

His

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

Arg

Leu

Asn

val

Gln

val

Leu

Glu

Pro

Leu

Phe

Glu

Gly

Ser

Phe
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Ser

Arg

ASp

Tyr

Leu

Leu

Ile

Asn

Ala

Gly

Leu

Leu

GenBank BAR(08107 Hcv 2b (3PUT971017)

2835

Trp
2850

Met
2865

Thr
2880

ser
2895

Gly
2910

Thr
2925

Arg
2940

ser
2955

Trp
2970

Arg
2985

Leu
3015

leu
3030

45

Leu

val

Leu

val

Leu

Arg

val

Arg

Ala

Leu

Asp

Phe

Pro

Gly

Leu

ASp

Asnh

ASp

val

Trp

Gly

val

Leu

Ile

Gly

Ala

15

ASn

Met

Pro

Ala

Ala

Lys

Gly

Lys

Asp

Phe

Leu

Arg

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn
10
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Thr

Ile

G5

Tyr

Leu

Arg

Gly

Arg

50

Pro

Pro

Leu

His

Phe
130

y Gly

145

Gly

Phe

Glu

Asn

Gly

uLiln
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Phe Ser Leu His Thr Tyr Ser Pro His Glu Leu Ser
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Ala Thr Leu Arg Lys teu Gly Ala Pro Pro Leu Arg
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Met Met Phe Met val Ser Gln val Glu Ala Ala Leu Ser Asn Leu Ile
740 745 750

Asn Ile Asn Ala Ala Ser Ala Ala Gly Ala GIn Gly Phe Trp Tyr Ala
755 760 765

Ile Leu Phe Ile Cys Ile val Trp His val Lys Gly Arg Phe Pro Ala
770 775 780

Ala Ala Ala Tyr Ala Ala Cys Gly Leu Trp Pro Cys Phe Leu Leu Leu
785 790 795 800

Leu Met Leu Pro Glu Arg Ala Tyr Ala Tyr Asp GIn Glu val Ala Gly
805 810 815

Ser Leu Gly Gly Ala Ile val val Met Leu Thr Ile Leu Thr Leu Ser
820 825 830

®ro His Tyr Lys Leu Trp Leu Ala Arg Gly Leu Trp Trp Ile GIn Tyr
835 840 845

Phe Ile Ala Arg Thr Glu Ala val Leu His val Tyr Ile Pro Ser Phe
850 855 860

Asn val Arg Gly Pro Arg Asp Ser val Ile val Leu Ala val Leu val
865 870 875 880

Cys Pro Asp Leu val Phe Asp Ile Thr Lys Tyr Leu Leu Ala Ile Leu
885 890 895

Gly Pro Leu His Ile Leu GIn Ala Ser Leu Leu Arg Ile Pro Tyr Phe
900 905 910

val arg Ala 61n Ala Leu val Lys Tle Cys Ser lLeu Leu Arg Gly val
a15 920 925

T Tyr Gly Lys Tyr Phe Gln Met val val Leu Lys Ser Arg Gly Leu
930 935 940

Thr Gly Thr Tyr Ile Tyr Asp His Leu Thr Pro Met ser Asp Trp Pro
945 950 955 960

Pro Tyr Gly Leu Arg Asp Leu Ala val Ala Leu Glu Pro val val Phe
965 970 975

Thr Pro Met Glu Lys Lys val Ile val Trp Gly Ala Asp Thr Ala Ala
980 985 990

Cys Gly Asp Ile Ile Arg Gly Leu Pro val Ser Ala Arg Leu Gly Asn
995 1000 1005

Glu IlTe Leu Leu Gly Pro Ala Asp Thr Glu Thr Ser Lys Gly Trp
1010 1015 1020

Arg Leu Leu Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Ala GIn GIn Thr Arg Gly
1025 1030 1035
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Tyr Glu

Phe Asp

Trp Glu

Leu Ser

Ala Tyr
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1335

Thr
1350

val
1365

Ile
1380

His
1395

Leu
1410

val
1425

Leu
1440

AsSn
1455

Phe
1470

Ser
1485

Arg
1500

Ala
1515

Leu
1530

Thr
1545

Ser
1560

GIn
1575

Gln
1590

Ala

Pro

Ala

Pro

ser

Gly

Met

Thr

Ser

GIn

Tyr

Glu

Thr

Pro

val

Thr

Ala

Glu

Pro

Leu

Leu

Lys

Leu

Pro

Thr

ser

Ile

Arg

val

Leu

Pro

Gly

Phe

Lys

Thr

Thr

Gly

Pro

Glu

Lys

Asn

Thr

Gly

val

Arg

Thr

Cys

Ala

Leu

Thr

Gln

val

23R



Ser

Lys

LLeu

His

Glu

Ala

Gly

Glu

His

Lys

Gln

Gln

Twp

Ser

GIn

Gln

Leu

val

val

Ala
1595

Cys
1610

Leu
1625

Pro
1640

val
1655

leu
1670

Ar
1685
val

1700

Leu
1715

Gln
1730

Glu
1745

Phe
1760

Leu
1775

Leu
1790

Gln
1805

Ile
1820

Ala
1835

ASp
1850

Thr
1865

Lys

Leu

Tyr

Ile

val

Ala

val

Leu

Pro

Lys

Ala

Trp

Ala

Met

Thr

Arg

Gly

Ile

Phe

val

Ile

Arg

Thr

Thr

Ala

val

Tyr

Leu

Ala

Thr

Ala

Gly

Ser

Leu

Asp

Ala

Leu

Lys

Trp

Arg

Leu

Lys

Ser

Tyr

Leu

Gln

val

Leu

Pro

AsSn

Leu

Phe

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

Leu

Leu

Gly

Tyr

Thr

Cys

Ser

Gln

Glu

Gly

val

ASp

ser

Thr

Phe

Asp

val

Gly

Met

Ala
1600

Lys
1615

Ser
1630

Ile
1645

Trp
1660

Leu
1675

Gly
1690

Phe
1705

His
1720

Leu
1735

Ile
1750

Met
1765

Thr
1780

Ala
1795

AsSn
1810

Ala
1825

ser
1870

Sequencelisting[1l].TXT
Pro Pro Ser Trp Asp Thr

Pro

val

Met

val

s5er

G1n

Asp

Gly

Leu

Gln

Trp

Leu

Ala

Ser

Ser

Gly

Gly

Thr

Gln

Ala

Leu

val

Pro

Glu

Leu

Asn

ser

Asn

Pro

val

Leu

Thr

val

Ala

Glu

Leu His

Asn Glu

Cys Met

val Gly

Gly Ser

Ala val

Met Glu

Gln Leu

Phe Ala

Asn Phe

Phe Ile

Gly Asn

Thr Ser

Gly Gly

Ala Phe

Gly Leu

Gly val

Met Pro
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1605

val
1635

ser
1650

val
1830

Gly
1845

Arg
1860

ser
1875

Pro

val

Ala

val

val

Pro

Cys

Glu

Lys

Lys

Gly

Ala

Leu

val

val

Lys

Gly

Thr

Met

Thr

lLeu

ASD

Leu

Ile

Asp

Ser

GIn

Gln

Leu

Ile

Ile

Thr

Ser

Ile

Ala

Glu

Trp

Pro

Thr

Leu

Ala

val

Arg

Lys

Phe

Ala

Glu

Gln

Ala

Thr

Ser

Gly

Leu

val

ASp

sen



Leu

val

Gly

ser

ASp

Thr

val

Phe

Gly

Cys

Met

Pro

Asp

Pro

Ala

val

val
1880

Glu
1895

Glu
1910

Arg
1925

Ala
1940

ser
1955

Thr
1970

Leu
1985

val
2000

Tyr
2015

Pro
2030

Arg
2045

Phe
2060

Ala
2075

Tyr
2090

val
2105

Glu
2120

Pro
2135

Gly
2150

Asn

val

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

His

Pro

Lys

Cys

Ile

Pro

Pro

val

Thr

Leu

Lys

Leu

lLeu

val

Ala

Asn

Arg

Leu

Cys

val

Leu

Gly

Gly

Thr

Ile

Asn

Glu

Gln

Phe

Cys

Asn

Leu

Cys

val

His

Arg

Arg

Ala

Leu

Met

Glu

Ala

Gly

AsSh

Tyr

val

Asp

Thr

LyS

Ser

Pro

Pro

GIn

val

val

Arg

Glu

ser

Pro

Trp

Asp

Pro

ala

Lys

Arg

Asn

Glu

Pro

Phe

Ala
1885

Ala
1900

Ser
1930

Thr
1945

Leu
1960

ser
1975

ASp
1590

Leu
2035

Lys
2050

Tyr
2065

Phe
2080

Ar
2095

ITe
2110

val
2125

Leu
2140

val
2155

Sequencel.isting[l].TXT

Ile Leu Ser Pro Gly Ala

Ite

Met

Pro

Thr

His

Trp

Phe

Gly

Ala

Thr

Thr

Ala

val

Lys

ASD

l.eu

val

Leu

Asn

Thr

Ile

Lys

Leu

Lys

Pro

ASp

Gly

Cys

Thr

Leu

Gly

Phe

Gly

Arg

Gly

Arg Arg

Arg Leu

His Tyr

Leu Ser

Trp Ile

Trp Glu

Thr Cys

Leu Leu

Gly val

His Ile

Ser Asn

Gly Pro

Trp Arg

Asp Phe

Pro Cys

Ile Arg

Asp Glu

ser Gln
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1890

His
1905

Ile
1920

val
1935

Ser
1950

Asn
1965

val
1980

Leu
1995

Ser
2010

Met
2025

Lys
2040

Thr
2055

Gly
2070

val
2085

His
2100

Gln
2115

Ile
2130

val
2145

Leu
2160

val

Ala

Pro

Leu

Glu

Trp

Lys

Trp

His

Asn

Trp

val

Ser

Tyr

val

His

Ser

Pro

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

Asp

ASp

Ala

Pro

Thr

Gly

His

Pro

Ala

val

Pro

Arg

Phe

Cys

val

Pro

Ser

val

cys

Trp

Lys

Arg

Thr

Ser

Gly

Glu

Thr

Ala

His

Ser

390



Pro

Ser

Ser

Arg

Thr

Arg

Ala

Lys

Pro

Thr

Leu

ASD

Ile

Pro

Ser

Met

Glu

Glu
2165

His
2180

Arg
2195

Leu
2210

ASp
2225

val
2240

Cys
2255

Glu
2270

Trp
2285

GlIn
2300

Pro
2315

val
2330

Ala
2345

Thr
2360

val
2375

Pro
2390

Trp
2405

ser
2420

Glu

Pro

Ile

Pro

Leu

Leu

Glu

va'l

Ile

Ala

GIn

Ala

GIn

Ala

Asp

val

Leu

ser

TYIr

Ser

Asp

Thr

Ser

Gln

Leu

Thr

Ala

Leu

Arg

ASp

LysS

Leu

Lys

Leu

Asp

Glu

Thr

ser

Lys

val

Ala

Leu

Ala

Glu

Asp

Glu

Arg

Pro

TYr

GlIn

Thr

Thr

Thr

AsSp

Gly

val

Trp

Leu

ala

Glu

ala

Thr

Ala

Glu

Gln

Pro

AsSp

Gln

Pro

Glu

Phe

Thr

Ala

Glu

ser

Thr

Pro

val
2170

ser
2185

s5er
2200

Cys
2215

Asn
2230

Lys
2245

Asn
2260

Thr
2275

Tyr
2230

Ala
2305

Pro
2320

ser
2335

Pro
2365

Ser
2380

Pro
2395

Gly
2410

Gly
2425

Ile

SequencelListing[1].TXT

Leu Thr Ser Met Leu

Ala

Ser

Thr

Leu

val

ASp

Lys

AsSn

Pro

val

val

Thr

Asp

Gly

Ser

Ala

ser

Arg

Ser

Ala

Leu

Ile

ASp

Lys

Pro

Thr

Pro

val

ser

Glu

ASp

ASp

Glu

Leu

Pro

Arg Arg

Ala Ser

Pro His

Trp Gly

Ile Leu

Arg Glu

Phe Pro

Pro Leu

val His

Ser Pro

Ser Thr

Glu Pro

Thr Thr

Gly ser

Pro Asp

Asp val

val Thr

lLeu Ser
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2175

Leu
2190

Gln
2205

ASp
2220

ser
2235

Asp
2250

val
2265

Pro
2280

Thr
2295

Gly
2310

Arg
2325

Ala
2340

Ser
2355

Asp
2370

Tyr
2385

Leu
2400

val
2415

Pro
2430

Ash

Thr

Ala

Leu

ser

Thr

Ser

ser

Ala

Glu

Cys

Arg

Leu

ser

ser

Ser

Thr

Cys

Cys

ser

ASp

Arg

Ser

Pro

Ala

Phe

val

Leu

Thr

Ala

Lys

Ala

Asp

Gly

ser

Ser

Cys

Ala

Leu

Pro

Gly

Pro

Gly

Thr

Glu

Ala

Pro

Trp

Leu

Arg

Glu

Arg

Prao

Met

ASp

ser

Ala

Leu

2|



Arg
Thr
ser
Arg
Thr
ASp
val
Thr
Gly
Ser
Thr
Pro
AsSn
Thr
Cys
Thr
ASp

Thr

2435

His
2450

Arg
2465

Thr
2480

val
2495

Pro
2510

val
2525

Trp
2540

Ile
2555

Gly
2570

Arg
2585

Ala
2600

ala
2615

Asp
2630

val
2645

Cys
2660

Asp
2675

Leu
2690

Ser
2705

His

GIn

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

Met

Arg

val

l.eu

GIn

Pro

Thr

Asp

Arg

Cys

Phe

AsSnh

Lys

Asn

Pro

His

Ser

AsSp

ala

Lys

Cys

Arg

Met

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Met

Lys

Glu

Arg

ser

His

Leu

Lys

Pro

Glu

val

val

Gly

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Asn

val

val

val

L.eu

Ala

Ser

Leu

Asn

Ala

LyS

Met

Glu

Phe

Asp

Pro

val

Arg

Thr

2449

Tyr
2455

Thr
2470

Leu
2485

Leu
2500

Arg
2515

Arg
2530

Asp
2545

Glu
2560

Arg
2575

Arg
2590

Phe
2620

ser
2635

Ile
2650

Glu
2665

Leu
2710

SequencelListing[1].TXT

Ala

Phe

Lys

Thr

Ser

LYS

ASp

val

Leu

Ala

Ala

Leu

Tyr

Arg

Ala

Gly

Cys

Thr

Thr

ASp

Glu

Thr

Lys

Ala

Asn

Phe

Ile

Leu

Ala

Leu

ASD

val

Arqg

Pro

Arg

Cys

Thr Thr

Arg Leu

Ile Lys

Glu Glu

Phe Gly

IlTe Asn

Asn Thr

Ata val

val Tyr

His Asp

Tyr Gly

Thr Ala

Thr Arg

Glu Glu

Lys val

Met His

Ala Thr

Tyr lLeu

Page 53

2445

Arg
2460

Gln
2475

Ala
2490

Ala
2505

Tyr
2520

His
2535

Pro
2550

Asn
2565

Pro
2580

val
2595

Phe
2610

Trp
2625

Cys
2640

Gy
2655

Ile
2670

Asn
2685

Gly
2700

Lys
2715

Ser

val

Arg

Cys

Gly

Ile

Ile

Pro

ASp

Ile

GIn

Lys

Phe

val

Thr

Ser

val

Ala

Ala

val

ASp

Lys

Ser

Pro

Ala

Leu

Lys

Tyr

Ser

ASp

Tyr

Ala

Lys

Tyr

Thr

val

Asp

ser

Leu

LyS

ser

Thr

Lys

Gly

Lys

Ser

LYyS

ser

Gln

Leu

Gly

Thr

Ala

KNS



Ala

AsSp

ser

Leu

Thr

Leu

ser

Arg

Glu

Tyr

His

' ay

Leu

Ile

Asn

Ala

Leu

Ile
2720

ASp
2735

Asn
2750

Ala
2765

Ile
2780

Ala
2810

Trp
2825

Met
2840

Ala
2855

ser
2870

Gly
2885

ASN
2900

Arg
2915

Ala
2930

Trp
2945

Ala
2960

Gly
2

Leu
2990

Arg

Asp

Arg

Pro

Thr

Lys

Arg

Leu

Leu

Ile

Leu

Arg

Ala

Gln

Ala

Lys

ASp

Leu

Ala

Leu

Pro

Ser

Lys

Gly

Leu

Glu

Thr

ser

va'

Trp

Gly

val

Leu

Ile

cys

Ala
val
Leu
Gly
Cys
vail
val
ASN
Met
Lys
Pro
Ala
Ala
Arg
Gly
Lys
ASp
Tyr

Lew

Ala

val

Arg

ASp

ser

Tyr

Trp

Ile

Thr

Ala

Leu

Phe

Gly

His

Arg

Thr

Leu

His

Leu

Leu
2725

Ile
2740

Ala
2755

Ala
2770

Ser
2785

Tyr
2800

Glu
2815

Ile
2830

His
2845

Leu
2860

ASp
2875

Thr
2890

Ala
2905

Arg
2920

Ala
2935

Lys
2950

Ser
2965

ser
2980

Ile
2995

Sequencelistingfl].TxT

Arg Asp Cys Thr Met
2

Ala

Phe

Pro

Asn

Leu

Thr

val

Phe

Asp

Leu

Leu

Leu

Ala

LYS

Leu

Gly

Met

Leu

Glu

Thr

Gln

val

Thr

val

Tyr

Phe

Phe

Pro

His

Arg

Arg

Ile

Lys

Trp

Ser

Thr

Ser Asp

Glu Ala

Pro Ala

Ser val

Arg Asp

Arg His

Ala Pro

Ser Ile

Asp Met

Ala Ile

Gly Tyr

Lys Leu

Ala val

Cys Gly

Leu Thr

Phe Thr

His Ala

val Gly
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730

Gly
2745

Met
2760

Tyr
2775

Ala
2790

Pro
2805

Thr
2820

Thr
2835

Leu
2850

Tyr
2865

Ile
2880

ser
2895

Gly
2910

Arg
2925

Ile
2940

Pro
2955

val
2970

Arg
2985

val
3000

Leu

val

Thr

Asp

His

Glu

Pro

Ile

GIn

Gly

Gln

Pro

val

ala

Tyr

Leu

Gly

Pro

Gly

val

Glu

Arg

Leu

Asp

Thr

val

Trp

ser

val

Arg

His

Pro

Lys

Leu

Pro

Ala

Arg

Ile

Cys

Glu

Tyr

Glu

val

Pro

Asn

val

Gln

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Phe

Ala

Gly

Tyr

Phe

293



Leu

Leu
300

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

<220>
<223>

<400>

>

9
3

Pro Ala Arg

019

PRT
Artificial sequence

GenBank ABE98159 HCV

9

Met Ser Thr leu Pro Lys

1

Arg
Gly
I rhr
Ile
65

Tyr

Leu

Arg

Gly

Phe

Thr

Asn

Gly

Arg

val

Arg

50

Pro

Pro

Leu

Arg

Phe

130

Gly

Ile

Leu

Tyr

Ser

210

cys

Pro

Tyr

35

Lys

Lys

Trp

ser

115

Ala

val

Asn

Leu

Gly

ser

Leu

Met

20

Leu

Thr

Ala

Pro

Pro

100

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Ile

Pro

5

ASp

Leu

ser

Arg

Leu

85

Arg

Arg

Leu

Ala

Ala

165

Leu

ser

val

Cys

val

Pro

Glu

Gin

70

Tyr

Gly

Ash

Met

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Leu

val
230

Pro

LysS

Arg

Arg

55

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

Leu

Gly

ser

Gly

Glu

215

Arg

SequenceListing[1l].TxT

GlIn

Phe

Arg

40

Ser

Gln

Asnh

Arg

Gly

Tyr

Ala

AsSn

Ccys

Leu

200

Ala

val

Arg

Pro

25

Gly

GIn

Gly

Glu

Pro

105

Lys

Ile

His

Leu

Leu

185

Tyr

ASp

ASpP

Lys

10

Gly

Pro

Pro

Arg

Gly

90

His

val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

His

Ala

Asn

Thr

Gly

Arg

Arg

His

75

Cys

Trp

Ile

val

val

155

Gly

Thr

Leu

Met

Gln
235

Lys

Gly

Leu

Gly

60

Trp

Gly

Gly

ASp

val

140

Arg

cys

Pro

Thr

Ile

220

ser

Page 55

Arg

GIn

Gly

45

Arg

Ala

Trp

Pro

Thr

125

Gly

Ala

ser

Asn
205

Leu

Thr

Asn

Ile

30

val

Arg

Gln

Ala

Asn

110

Leu

Ala

Phe

Ser

190

Asp

His

Cys

Thr

15

val

Arg

GIn

Pro

Gly

95

ASp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Leu

Trp

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

80

Trp

Pro

Cys

Leu

Asp

Ile

Leu

Pro

Pro

His
240

Y



Ala

Gly

ser

GIn

Asn

305

ASD

Ile

Trp

Leu

Thr

385

Phe

Gly

r"]n

Ser

val

Ser

Thr

val

Phe

ser

Leu

290

Cys

Met

Leu

Gly

Leu

Ser

Thr

Asp

val

Pro

ser

Arg

Leu

275

Phe

ser

Met

Arg

Ile

355

val

Ile

Ala

Trp

Gly

Cys

Gly

Asp

Pro

val

515

Gly

Pro

Tyr

Thr

Ile

Met

val

340

Leu

Leu

Gly

Pro

His

420

Phe

Pro

Trp

Arg

Ala

500

val

Glu

Thr

245

His

Ile

rhe

Tyr

Asn

325

Pro

Ile

Ala

Arg

Gly

Ile

Ile

Glu

Gly

Pro

485

ser

val

ASnN

Leu

val

Gly

GIn

Thr

310

Trp

Glu

Ala

val

Glu

390

Pro

AsSn

Ala

Arg

Gln

470

Tyr

Thr

Gly

Glu

Ala

ASD

Asp

Pro

295

Gly

ser

Ile

val

Leu

375

Met

LysS

Arg

Ser

Met

455

Ile

Cys

val

Thr

Thr
535

SequenceListing[1].TXT
Ile Pro Asn Ala Ser Thr Ser

Leu

Leu

280

Arg

His

Pro

Cys

Ala

360

rhe

Gly

GIn

Thr

Leu

440

Ala

Thr

Trp

Cys

Thr

520

Asp

Leu

265

Cys

Arg

val

Thr

Ala

345

Tyr

Leu

Ser

Asn

Ala

425

Phe

Ala

Tyr

His

ASp

val

250

Ala Gly

Gly Ser

His Trp

Thr Gly

Thr Thr

330

Ser val

Phe Gly

Phe ala

Thr Thr

395
Leu Gln
410
Leu Asn
Tyr Ala
Cys Arg
Lys Asp
Tyr Ala
490
Pro val

Arg Arg

Phe Met

Ala

Leu

Thr

300

His

Leu

Ile

Met

Leu

Cys

Pro

460

Asn

Pro

TYr

Gly

Leu
540

Page 56

Ala

Phe

285

val

Arg

val

Phe

Ala

365

val

Gly

Ile

Asn

Thr

445

Leu

Ile

Arg

Cys

AsSh

525

Gly

val
270
Leu
Gln

Met

Leu

Gly

Glu

t.eu

ASN

AsD

Phe

Ala

Ser

Pro

Phe

510

Pro

Ser

Ala

255

val

Ala

Asp

Ala

ser

335

Gly

Asn

Ala

val

Thr

415

ser

AsSn

Asp

Gly

Cys

495

Thr

Thr

Leu

Thr

cys

Gly

Cys

320

Ser

His

Trp

Thr

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Phe

Pro

480

ser

Pro

Tyr

Arg

S



Pro

545

Phe

Tyr

Lys

Thr

Cys

625

-r'le

Cys

ser

Ala

Gln

705

Trp

val

Gly

Asnh

Ile

Pro

Thr

Asn

His

Pro

610

Thr

Glu

Glu

Thr

Leu

690

Tyr

Glu

Thr

Glu

770

Arg

Leu

Glu

Phe

Thr

Lys

Ser

Pro

595

Arg

Ile

His
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GIn Gilu

Arg Tyr

Leu Glu

Asp Gly

Thr Pro
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2550

Thr
2565

Gly
2580

val
2595

l.eu
2610

Pro
2625

Lys
2640

Thr
2655

Ser
2670

Thr
2685

GIn
2700

Thr
2715

Ala
2730

sSer
2775

Leu
2790

Asn
2805

Leu
2820

Trp

Ile

Gly

Arqg

Pro

Asn

val

val

Cys

Glu

Ser

Ser

Cys

ASp

Thr

Ala

Ie

Gly

Ala

Glu

Met

Arg

val

Gln

Gln

Pro

Thr

Gln

Arg

Cys

Met

Arg

Asp

Ala

Pro

Thr

Lys

Arg

ASp

Ala

Lys

Cys

Ala

Arg

Met

Glu

l_eu

Leu

Gly

Gly

Leu

ser

Pro

Ser

Arg

Uo4



Ala

Asn

Met

Lys

Pro

Ala

r-'ly

Arg

Gly

LyS

ASp

Tyr

Arg

<210>

Trp
2825

Ile
2840

Thr
2855

Ala
2870

Leu
2885

Phe
2900

ala
2915

His
2930

Lys
2945

Thr
2960

Leu
2975

His
2990

Leu
3005

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>
<400>

Glu

Ile

Leu

ASp

ser

Cys

Arg

Ala

Lys

Ser

ser

Leu

10

PRT o
Artificial sequence

Thr

Met

Phe

ASD

Leu

Leu

Leu

Ala

Ala

Leu

Asp

val

Leu

Ala

Phe

Phe

Phe

Pro

His

Arg

Arg

Ile

Lys

Trp

sSer

Thr

Arg

Ala

ser

ASp

ala

Gly

Lys

Ala

Cys

Leu

Phe

Leu

val

His
2830

Pro
2845

Ile
2860

Ile
2875

Ile
2890

Tyr
2905

Leu
2920

val
2935

Thr
2965

val
2980

Ala
2995

Gly
3010

HC-1 Heavy Chain CDR1
10

Sequencelisting[1].TXT

Thr Pro val Asn Ser

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Arg

Lys

Pro

Ala

Arg

val

Gly Gly Thr Tyr Asn Ser Glu val
1 5

<210> 11
<211> 8
<212> PRT
<213>

artificial sequence

Ile

Gln

Gly

Gln

Pro

Ala

Ala

Tyr

Leu

Gly

Pro

Gly

Trp val

ser Gln

val Thr

Arg Leu

val Glu

Pro Pro

Lys Leu

Leu Phe

Ala ser

Tyr Asp

Arg Leu

Ile Phe
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2835

Arg
2850

Glu
2865

Tyr
2880

His
2895

Leu
2910

Leu
2925

Ile
2940

Asn
2955

Ala
2970

Gly
2985

Leu
3000

Leu
3015

Trp

Met

Gln

ser

Gly

Asn

Arg

Ala

Trp

Ser

Gly

teu

Leu

Leu

val

Leu

val

Met

Arg

Ala

GIn

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Gly

Leuw

Glu

ser

val

Trp

Gly

val

Leu

Ile

Gly

Ala

Yoy



Sequencel.isting[l] . TXT

<220>

<223> HC-1 Heavy Chain CDR2

<400> 11

;he Ile Pro Met Phe Gly Thr Ala
5

<210> 12

<211l> 15

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<223> HC-1 Heavy Chain CDR3

<400> 12

§1a Lys val Leu GIn val Gly Gly Asn teu val val Arg Pro Leu
1

5
<210> 13
211> 10
12> PRT
<213> Artificial sequence
<220>

<223> HC-3 Heavy Chain CDR1
<400> 13

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Thr Gly val Gly
1 5 10

<210> 14
<211> 7
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> HC-3 Heavy Chain CDR2

<400> 14

“le Tyr Trp Asp ASp Asp Lys
5

<210> 15

<21l> 23

<212> PRT

<213> Artificial sequence
<220>

<223> HC-3 Heavy Chain CDR3
<400> 15

Ala Leu Asn Ser Tyr Arg Ser Gly Thr Yle Leu Tyr Arg Glu Leu Glu
1 5 10

Leu Arg Gly Leu Phe Tyr Ile
20

<210> 16
<211l> 8
<212> PRT

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> HC-11 Heavy Chain CDR1
<400> 16
Gly Ala Thr Phe Ser Ser Phe Ile
1 5
<210> 17
<211> B8
<212> PRT
<213> Artifictal sequence
<220>
<223> HC-11 Heavy Chain CDR2
<400> 17
ITe Ile Pro Met pPhe Gly Thr Ala
1 5
<210> 18
<211> 19
-212> PRT

13> artificial sequence
<220>
«223> HC-11 Heavy Chain CDR3
<400> 18
Ala Met Glu val Pro Phe Gly Cys Arg Gly Gly Ser Cys Ser Gly Tyr
1 S 10 15
Met Asp val
<210> 19
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial sequence
<220>
<223> CBH-23 Heavy Chain CDRrR1

DO>

SequenceListing[1l].TxT

19

Gly Gly Thr phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

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

<220>
<223>

<400>

1

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

<220>

20

8

PRT

Artificial sequence

CBH-23 Heavy Chain CDR2
20

Ile val Pro Met Phe Gly Thr Glu
5

21

13

PRT

artificial sequence

Page {7
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SequencelListingl{1}.TXT
<223> CBH-23 Heavy Chain CDR3

<400> 21

Ala Arg His Glu Asn Ile Tyr Gly Thr Pro Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 22

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence
<220>

<223> HC-1 Light Chain CRR1
<400> 22

GIn Thr Ile Ser Ser Thr His
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

213> artificial sequence
<220>

<223> HC-1 Light Chain CDR3
<400> 23

His GIn Tyr Gly Asn Ser Pro GlIn Thr
1 5

<210> 24

<211l> 6

<212> PRT

<213> Artificial sequence
<220> )

<223> HC-3 Light chain CDR1
<4Q0> 24

Gln Ser 1le Ser Ser Trp

1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial sequence
<220>

<223> HC-3 Light chain CDR3
<400> 25

Gln GIn Tyr Glu Ser Ser Ser Trp Thr
1 5

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> HC-11 Light Chain CDR1

<400> 26

His Ser val Ser Ser Ser Asn
rage 68
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
223>

-400>

1

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

<220>
<223>

<400>

1

Sequencelisting[1].TXT

27

9

PRT

artificial sequence

HC-11 Light chain CDR3
27

GIn GIn Tyr Gly Ser Ser Pro Ile Thr
5

28

6

PRT

Artificial sequence

CBH-23 Light Chain CDR1
28

His Ser Ile Thr Arg Tyr
5

29

9

PRT

artificial sequence

CBH-23 Light Chain CDR3
29

GIn GIn ser Tyr Ser Thr Leu Leu Thr
5

rage 69
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<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

LISTADO DE SECUENCIAS
Foung, Steven K.H.
Anticuerpos de Hepatitis € y sus usos
2002850-0058 (S07-168)

PCT/US 08/078884
2008-10-05

29

PatentIn version 3.5
1

g8

PRT

Secuencia Artificial

Epitopo FLAG

1

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

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

<220>
223>

<400>

5

2

10

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia de etiqueta T7

2

Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Met Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10
3
15

ERT
Secuencia Artificial

Secuencia de etiqueta S

3

1>



(@2

10

20

25

30

40

45

50

Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

4
3011
PRT

5

Secuencia Artificial

GenBank AARGT038 VCH

4

Met Ser Thr

1

Arg

Gly

Thr

Ile

65

Tyr

Leu

Arg

Gly

Gly

145

Gly

Phe

Gln

Arg

Val

Pro

Leu

Arg

FPhe

130

Gly

Val

Leu

Val

Pro

Tyx

35

Lys

Lys

Trp

Ser

Arg

115

Ala

Ala

Asn

Leu

Arg
195

Asn

Gln

20

Leu

Thr

Ala

Pro

Pro
100

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Pro

Asp

Leu

Ser

Arg

Leu

85

Arg

Arg

Leu

Arg

Ala

1é5

Leu

Ser

Lys

val

Pro

Glu

Arg

70

Tyr

Gly

Asn

Met

hRla

150

Thr

Leu

Pro

Lys

Arg

Arg

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

135

Leu

Gly

Ser

Gly

Phe Glu Arg Gln His Met Asp Ser

la (H77)

Gln Arg

Phe Pro
25

Arg Gly
40

Ser Gln

Glu Gly

Asn Glu

Arg Pro
105

Gly Lys
12

Tyr Ile

Ala His

Asn Leu

Cys Leu

185

Leu Tyr
200

10

Lys

10

Gly

Pro

Fro

Arg

Gly

90

Ser

Val

Pro

Gly

Pro
170

Thr

His

Thr

Gly

Arg

Arg

Thr

75

Trp

Ile

Leu

vVal

155

Gly

Val

Val

Lys

Gly

Leu

Gly

60

Trp

Gly

Gly

Asp

Val

140

Axrg

Cys

Pro

Thr

Arg

Gln

Gly

45

Arg

Ala

Trp

Pro

Thr
125

Gly

Val

Ser

Ala

Asn
205

Asn

Ile

30

Val

Arg

Gln

Ala

Thr

110

Leu

Ala

Leu

Phe

Ser

150

Asp

15

Thr

15

Val

Arg

Gln

Pro

Asp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

80

Trp

Pro

Cys

Leu

Asp

160

Ile

Tyr

Pro

Hz|



10

15

25

30

40

45

50

Asn
Gly
225

Ala

Gln

Ser i

Gln

Asn

305

Asp

Leu

Trp

Ala

Thr

385

Gly

Asn

Leu

Ser

Phe
465

Ser
210
Cys

Val

Leu

Leu

290

Cys

Met

Leu

Gly

Lys

370

His

Leu

Gly

Asn

Ser

450

Ala

Ser Il

Val

Thr

Arg

Leu

275

Phe

Ser

Met

Arg

Val

355

Val

Val

Leu

Ser

Thx

435

Gly

Gln

Pro

Pro

Arg

260

Tyr

Thr

Ile

Met

Ile

340

Len

Leu

Thr

Thr

Trp

420

Gly

Cys

Gly

Val

Cys

Thr

245

His

val

Phe

Tyr

Asn

325

Pro

Ala

val

Gly

Pro

405

His

Trp

Pro

Trp

Tyr

Val

230

Val

Tle

Gly

Ser

Pro

310

Trp

Gln

Gly

Val

Gly

3980

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly
470

Glu

215

Arg

Ala

Asp

Asp

Pro

295

Gly

Ala

Ile

Leu

375

Asn

Ala

Asn

Ala

Ala

Glu

Thr

Leu

Leu

280

Arg

His

Pro

Ile

Ala

360

Leu

Ala

Lys

Ser

Gly

440

Leu

Ile

Ala

Gly

Arg

Leu

265

Cys

Arg

Ile

Thr

Met

345

Tyr

Leu

Gly

Gln

Thr

425

Leu

Thr

Ser

Asp

Asn

Thr
Ala
330
Asp
Phe
Phe_
Arg
Asn
410
Ala
Phe

Ser

Tyr

Ala

Ala
235

Gly

- Gly

Ser

Trp

Gly

315

Ala

Met

Ser

Ala

Thr

395

Ile

Leu

Tyr

Cys

Ala
475

Ile

220

Ser

Lys

Ser

Val

Thr

300

His

Leu

ITle

Met

Gly

380

Thr

Gln

Asn

Arg
460

Asn

Leu

Arg

Leu

Ala

Phe

285

Thr

Arg

Val

Ala

Val

365

Val

Ala

Leu

Cys

His

445

Arg

Gly

His

Cys

Pro

Thr

270

Leu

Gln

Met

Val

Gly

350

Gly

Asp

Gly

Ile

Asn

430

Lys

Leu

Ser

Thr

Val

Asp

Ala

Mla

335

Ala

Asn

Ala

Leu

Asn

115

Glu

Phe

Thr

Gly

Pro

val
240

- Thr

Cys

Gly

Cys

Trp

320

Gln

His

Trp

Glu

Val

400

Thr

Ser

Asn

Asp

Leu
480

¥y



10

20

30

40

Asp

Val

Pro

Trp

Pro

545

Thr

Asn

Thr

Val

Thr

625

Glu

Arg

Gln

Leu

Val

705

Leu

Met

Glu

Pro

Val

Gly

530

Leu

Lys

Thr

Tyx

Asp

610

Ile

Ala

Asp

Val

Ile

690

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

Val

515

Ala

Gly

Val

Leu

Ser

595

Tyr

Phe

BRla

Arg

Leu

675

His

Ser

Phe

Leu

Pro
Lys
500

Val

Asn

Cys

Leu

580

Arg

Pro

Lys

Cys

Ser

660

Pro

Leu

Leu

Leu
740

Tyr
485
Ser

Gly

Asp

Ty

Val

Asn

645

Glu

Cys

Hi.s

Ile

Leu

725

Tle

Cys

val

Thr

Thr

Phe

550

Rla

Fro

5 Gly

Arg

Arg

630

Trp

Leu

Ser

Gln

Ala

710

Leu

Ser

Trp

Thr
Asp
535
Gly

Pro

Thr

Leu

615

Met

Thr

Ser

Phe

Asn

695

Ser

Ala

Gln

His

Asp
520
Val
Cys
Pro
Asp
Gly
600

Trp

Tyr

Pro

Thr

680

Ile

Trp

Lsp

Ala

Tyr

Pro
505

Arg !

Phe

Thr

Cys

Cys

585

Pro

His

Val

Giy

Leu

665

Thr

Val

Ala

Ala

Glu
745

Pro

490

Val

Val

Trp

Val

570

Phe

Trp,

Ty

Gly

Glu

650

Leu

Leu

Asp

Ile

Arg

730

Ala

Pro

Tyr

T Gly

Leu

($3]
[S2RNw

Ile

Arg

Ile

Pro

Gly

635

Arg

Leu

Pro

Val

Lys

- 715

Val

Ala

Arg

Cys

Ala

Asn

540

Asn

Gly

Lys

Thr

Cys

620

Val

Ala
Gln
700
Trp

Cys

Leu

Pro

Phe

Pro

525

Asn

Ser

Gly

His

Pro

605

Thr

Glu

Asp

Thr

Leu

685

Tyr

Glu

Ser

Glu

Cys

Thr

510

Thr

Thr

Thr

Val

Pra

290

Arg

Ile

His

Leu

Thr

670

Ser

Leu

Tyr

Cys

Asn
750

Gly
495
Pro

Tyr

Arg

Cys

Asn

Arg

Glu

655

Gln

Thr

Tyr

Val

Leu

735

Leu

Ile

Ser

Ser

Pro

Phe

Asn

Ala

Metl:

Tyr

Leu

£40

Asp

Trp

Gly

Gly

Val

720

Trp

Val

Y3



n

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Ile

Leu

Gly

785

Leu

Ser

Pro

Phe

Asn

865

His

Gly

Val

Ala

Thr

945

His

Ser

Cys

Glu

Leu

Val

770

Ala

Ala

Cys

Tyx

Leu

850

Val

Pro

Pro

Arg

Gly

930

Gly

Asn

Arg

Gly

Ile
1010

Asn

755

Phe

Ala

Leu

Gly

Tyr

835

Thr

Arg

Thr

Leu

Val

915

Gly

Thr

Gly

Met

Asp
995

Leu Leu Gly Pro Ala

Ala

Phe

Tyr

Pro

Gly

820

Lys

Arg

Gly

Leu

Trp

900

Gln

His

Tyr

Leu

Glu

980

Ile

hAla

Cys

Ala

Gln

805

Val

Arg

Val

Gly

Val

885

Ile

Gly

Tyr

Val

Arg

965

Thr

Ile

Ser Leu

Phe Ala
775

Phe Tyr
790
Arg Ala
Val Leu
Tyr Ile
Giu Ala
Arg Asp
87
Phe Asp
Leu Gln
Leu Leu
val Gln
935
Tyr Asn
850
Asp Leu

Lys Leu

Asn Gly

Ala

760

Trp

Gly

Tyr

vVal

Ser

8410

GIln

Ala

Ile

Ala

Arg

920

Met

His

Ala

Ile

Leu
1000

{n

Gly

Tyr

Met

Ala

Gly

825

Trp

Leu

Val

Thr

Ser

205

Ile

Ala

Leu

Val

Thr
285

Pro Val Ser Ala Arg Arg Gly Gln

Thr

Leu

Trp

Leu
810

Leu.

Cys

His

Tle

Lys

830

Leu

Cys

Ile

Thr

Ala
970

Trp

His

Lys

Pro

795

Asp

Met

Met

Val

Leu

B75

Leu

Leu

hla

Ile

Pro

955

Val

Gly

Gly

Gly

780

Leu

Thr

Ala

Trp

Trp

860

Leu

Leu

Lys

Leu

Lys

940

Leu

Glu

Ala

Leu

765

Arg

Leu

Glu

Leu

Trp

845

Val

Metl

Leun

Val

Ala

925

Leu

Arg

Pro

Asp

Val

Trp

Leu

Val

Thr

830

Leu

Pro

Cys

Ala

Pro

910

Arg

Gly

Asp

val

Thr
990

1005

Asp Gly Met Val Ser

1015

1020

Ser

Val

Leu

Ala

815

Leu

Gln

Pro

Val

Ile

895

Tyr

Lys

Ala

Trp

Val

975

Ala

Phe

Pro

Leu

800

Ala

Ser

Tyr

Leu

Val

880

Phe

Ile

Leu

Ala

560

Phe

Ala

Lys Gly Trp

YoM
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Arg

Leu

Gln

Phe

Gly

Gln

Pro

Asp

Arg

Ser

Gly

Val

Thr

Val

Ser

Tyr

Phe

Leu
1025

Leu
1040

Val
1055

Leu
1070

Ala
1085

Met
1100

Gln
1115

Leu
1130

Arg
1145

Tyr
1160

His
1175

Ala
1194

Met
1205

Pro
1220

Gly
1235

Lys
1250

Gly
1265

Gln

Gly

Glu

Ala

Gly

Tyr

Gly

Tyr L

Gly

Leu

Ala

Lys

Arg

Gln

Lys

Val

hla

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

Thr

Ser

Asp

Lys

Val

Ala

Ser

Ser

Ser

Leu

Tyr

Pro

Ile

Glu

Cys

Arg

Asn

Arg

Val

Ser

Gly

Gly

Val

Pro

Phe

Thr

Val

Met

Ile

Val

Ile

Thr

Val

Ser

Thr

Arg

Ser

Leu

Asp

Val

Gln

Lys

Leu

Ser

Thr
1030

Thr
1045

Gln
1060

Asn
1075

Ile
1090

Asp
1105

Leu
1120

Arqg
1135

Gly
1150

Ser
1165

Phe
1180

Phe
1195

Phe
1210

Val
1225

Val
1240

Asn
1255

Lys
1270

Ala

Ser

Iie

Gly

Ala

Glin

bhla

His

Ser

Gly

Arg

Ile

Thr

Rla

Pro

FPro

Ala

Tyr

Leu

Val
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Ser

Asp

Pro

Ala

Leu

Gly

Ala

Pro

Asp

His

Ala

Ser

His

Thr

Thr

Ser

Cys

Pro

Leu

Cys

Asp

Leu

Pro

Ala

Val

Asn

Leu

Ala

Val

Gly

Gln

Gly

Thr

Trp

Lys

Val

Thr

Val

Ser

Leu

Val

Giu

Ser

His

Tyr

Ala

Val

Gln
1035

Arg
1050

Ala
1065

Thr
1080

Gly
1095

Gly
1116

Cys
1125

Ile
1140

Pro
1155

Leu
1170

Cys
1185

Asn
1200

Ser
1215

Ala
1230

Ala
1245

Ala
1260

AsD
1275

Thr

Asp

Thr

Val

Pro

Trp

Gly

Pro

Arg

Cys

Thr

Leu

Pro

Pro

hla

Thi

Pro

Arg

Lys

Gln

Tyr

Val

Pro

Ser

Val

Pro

Pro

Arg

Pro

Thr

Gln

Leu

Asn

Gly
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Thr

His

Ile

Ala

Ser

Arg

Ile

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Ile
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Arg

Ser

Ala

Thr

Ala

Ser

Thr

Val

Lys

Ala

Ser

Phe

Thr

Thr

Gly

Pro

Glu

Thr
1280

Thr
1295

Tyr
1310

Ser
1325

Gly
1340

Val
1355

Thr
1370

Ile
1385

Cys
1400

Val
1415

Gly
1430

Thr
1445

Gln
1460

Thr
1475

Arg
1490

Gly
1505

Cys
1520

Gly

Tyr

Asp

Ile

Ala

Thr

Gly

Lys

Asp

Ala

Asp

Gly

Thr

Thr

Thr

Glu

Tyxr

Val

Gly

Ile

Leu

Arg

Val

Glu

Gly

Tyr

Val

Asp

Val

Leu

Arg

Asp

Arg

Lys

Ile

Gly

Leu

Ser

Ile

Gly

Leu

Tyr

val

Phe

Asp

Pro

Arg

Pro

Ala

Thr

Phe

Ile

Ile

Val

His

Pro

Arg

Ala

Arg

val

Asp

Phe

Gln

Gly

Ser

Gly

Ile
1285

Leu
1300

Cys
1315

Gly
1330

Val
1345

Pro
1360

Phe
1375

His
13990

Ala
1405

Gly
1420
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1435

Ser
1450

Ser
1465

Asp
1480

Lys
1495

Gly
1510

Cys
1525

Thr

Ala

Asp

Thr

Leu

Asn

Tvr

Leu

Ser

Val

Leu

Ala

Pro

Metl

Ala

Thr

Asp

Glu

Val

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Thr

ile

Asp

Val

Gly

Phe

Trp

Gly

Gly

Cys

Leu

Thr

G;u

Lys

Phe

Val

Val

Asp

AsSp

Pro

Ser

Ile

Asp

Tyr

Ser

Gly

His

Asp

hla

Glu

Ala

Cys

Ala

Ser

Bla

Cys

Thr

Arg

Tyx

Ser

Glu

Pro
1290

Cys
1305

Ser
1320

Gln
1335

Thr
1350

Val
1365

Ile
1380

His
1395

Leu
1410

Val
1425

Leu
1440

Asn
1455

Phe
1470

Thr
1485

Arg
15C0

Ser
1515

Leu
1530

Ile

Ser

Thr

hla

Pro

Ala

Pro

Met

Thr

Thr

Gln

Phe

Val

Thr

Thr

Pro

Leu

Leu

Lys

Ile

Pro

Thr

Cys

Ile

Arg

Val

L.eu

Pro

Tyr
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Ala

Thr

Gly

Ser

Glu

Lys

Asn

Thr

Gly

Val

Glu

Arg

Ala

Ala
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Glu

FPro

Gly

Ser

Cys

Lys

Leu

His

Glu

Ala

Gly

Glu

His

Lys

Glu

Val

Tyr

Thr
1535

Val
1550

Leu
1565

Gly
1580

Ala
1595

Cys
1610

Leu
1625

Prao
1640

Val
1655

Leu
1670

Arg
1685

Val
1700

Leu
1715

Gln
1730

Val
1745

Phe
1760

Leu
1775

Thr

Cys

Thr

Glu

Arg

Leu

Tyr

Ile

Val

Ala

Ile

Leu

Pro

Lys

Ile

Trp

Ala

Val Arg

Gln Asp

His Ile

Asn Phe

Ala Gln

Ile Arg

Arg Leu

Thr Lys

Thr Ser

Ala Tyrx

Val Leu

Tyr Gln

Tyr Ile

Ala Leu

Thr Pro

Ala Lys

Gly Leu

Leu

His

Asp

Pro

Ala

Leu

Gly

Tyr

Thr

Cys

Ser

Glu

Glu

Gly

Ala

His

Arqg
1540

Leu
1555

Ala
1570

Tyr
1585

Pro
1600

Lys
1615

Ala
1630

Ile
1645

Trp
1660

Leu
1675

Gly
1690

Phe
1705

Gln
1720

Leu
1735

Val
1750

Met
1765

- Thr

1780

Ala

Glu

His

Leu

Pro

Pro

Val

Met

Val

Lys

Asp

Gly

Leu

Gln

Trp

Leu

Tyr

FPhe

Phe

Val

Pro

Thr

Gln

Thr

Leu

r Thr

Pro

Glu

Met

Gln

Thr

Asn

Pro

Met:
Trp
Leu
Ala
Ser
Leu
Asn
Cys
val
G}y

Ala

Met
Thr
Asn
Phe

Gly

Asn

Glu

Ser

Tyr

Trp

His

Glu

Met

Gly

Cys

Ile

Glu

Leu

Ala

Trp

Ile

Asn

Thr
1545

Gly
1580

Gln
1575

Gln
1590

Asp
1605

Gly
1620

Val
1635

Ser
1650

Gly
1665

Val
1680

Ile
1695

Glu
1710

Ala
1725

Ser
1740

Gln
1755

Ser
1770

Pro
1785

Pro

Val

Thr

Ala

Gln

Pro

Thr

Ala

Val

Val

Pro

Cys

Glu

Arg

Lys

Gly

Ala

Gly

Phe

Lys

Thr

Met

Thr

Leu

Asp

Leu

Tle

Ser

Gln

His

Leu

Ile

Ile

Leu

Thr

Gln

Val

Thr

Leu

hla

Val

Arg

Gln

Phe

Ala

Gln

Ala
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Ser

Gly

Gln

Leu

Val

Val

Leu

Val

Gly

Ser

Asp

Thr

Thr

Ile

Leu

Gly

Leu
17390

Gln
1805

Leu
1820

Ala
1835

Asp
1850

Ala
1865

Val
1880

Gly
1895

Glu
1910

Arg
1925

Ala
1940

Gln
1955

Thr
1970

Cys
1985

Met
2000

Tyn
20165

His
2030

Met

Thr

Ala

Gly

Ile

Phe

Asn

Val

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

Glu

Pro

Arg

Cys

Ala

Leu

Ala

Rla

Leu

Lys

Leu

vVal

Ala

Asn

Ala

Leu

Cys

Vval

Gln

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ala

Ile

Leu

Cys

Val

His

Arg

Arg

Ser

Leu

Leu

val

Ala

Thr
Phe
Gly
Ile
Gly
Mel
Pro
A}a
Gln
Val
val
Arg
Gly
Ser
Pro
Trp

Glu

Ala
1785

Asn
1810

Ala
1825

Gly
1840

Tyr
1855

Ser
1870

Ala
1885

Ala
1900

Trp
1915

Ser
1930

Thr
1945

Leu
1960

Ser
1975

Asp
1990

Gly
2005

Arg
2020

Ile
2035

Bla

Ile

Ala

Ser

Gly

Gly

Ile

Ile

Met

Ala

His

Trp

Phe

Ile

Gly

Thr

Val

Leu

Thr

Val

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

Thr

Gln

Leu

Lys

Pro

Asp

Gly

Thr
Gly
Ala
Gly
Gly
Val
Sgr
Arg
Arg
His
Leu
Trp
Arg
Thr
Phe
Gly

His

Ser

Gly

Phe

Leu

Val

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr

Ser

Ile

Asp

Trp

Val

Ile

Val

Pro
1800

Trp
1815

Val
1830

Gly
1845

Ala
1B60

sSer
1875

Gly
1890

His
1905

Ile
1920

Val
1935

Ser
1950

Ser
1965

Ile
1980

Leu
1995

Ser
2010

Met
2025

Lys
2040

Leu

Val

Cly

Lys

Gly

Thr

BRla

vVal

Ala

Pro

Leu

Ser

Trp

Lys

Cys

His

Asn

Thr

Ala

Ala

Val

Ala

Glu

Leu

Gly

Phe

Glu

Thr

Glu

Asp

Ala

Gln

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Leu

Lien

Asp

Val

Pro

Ala

Ser

Val

Cys

Trp

Arg

Thr

A AL
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Met

Pro

Glu

Gly

Pro

Ala

Val

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala

Gly

Asp

Ser

Ala

Arg
2045

Phe
2060

Ala
2075

Tyr
2090
Met
2105

Glu
2120

Pro
2135

Gly
2150

Glu
2165

His
2180

Fro
2195

Ser
2210

Glu
2225

Asn
2240

Ser
2255

Val
2270

Leu
2285

Ile

Pro

Val

Thr

Phe

Pro

Leu

Pro

Ile

Pro

Leu

Leu

Ile

Phe

Pro

Pro

Val

Ile

Asn

Glu

Thr

Phe

His

Asp

Thr

Ser

Lys

Ile

Thr

Asp

Ala

Val

Gly

Asn

Tyr

Ile

Asp

Thr

Lys

Glu

Val

Ala

Met

Ala

Glu

Arg

Pro

Glu

Trp

Pro

Ala

Lys

Arg

Asn

Glu

Pro

Tyr

Ala

Glu

Ala

Thr

Ala

Val

Leu

Ile

Ala

Arg
2050

Tyr
2065

Phe
2080

Arg
2095

Leu
2110

Leu
2125

Leu
2140

Pro
2155

Val
2170

Mla
2185

Ser
2200

Cys
2215

Asn
2230

Glu
2245

Val
2260

Leu
2275

Arg
2290
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Thr

Thr

Ala

Val

Lys

Asp

Leu

Val

Leu

Ala

Ser

Thr

Leu

Ala

Arg

Pro

Cys

Thr

Leu

Gly

Cys

Gly

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser

Ala

Leu

Glu

Glu

Lys

Asp

Arg

Gly

Trp

Asp

Pro

val

Glu

Ser

Ser

Arg

Ala

Asn

Trpe

Asn

Glu

Ser

Tyr

Asn

Pro

Arg

Phe

Cys

Arg

Glu

Gln

Met

Arg

Ser

His

Arg

Lys

Asp

Arg

Asn

Met
2055

Cys
2070
Val
2085

His
2100

Gln
2115

Leu
2130

Val
2145
Leu
2160
Leu
2175
Leu
2190

Gln
2205

Asp
2220

Gln
2235

Val
2250

Glu
2265

Arg
2280

Pro
2295

Trp

Thr

Ser

Tyr

Ile

His

Ser

Pro

Thr

Ala

Leu

Ser

Glu

val

Pro

Ser

Pro

Ala

Val

Pro

Arg

Phe

Cys

Asp

Arg

Ser

Pro

Met

Ile

Glu

Ala

Leu

Leu

Glu

Ser

Ser

Phe

Arg

Glu

Pro

Gly

Ala

Asp

Gly

Leu

vVal

Arg

val
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Glu

Cys

Lys

Leu

Gly

Ser

Pro

Ser

Cys

Cys

Ser

Ser

Val

Ala

Cys

Gly

Tle

Thr
2300

Pro
2315

Lys
2330

Rla
2345

Ile
2360

Gly
2375

Pro
2390

Trp
2405

Cys
2420

Ala
2435

Leu
2450

Ala
2465

Leu
2480

Ala
2495

Ser
2510

Ala
2525

Asn
2540

1Trp

Leu

Arg

Glu

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

Leu

Cys

Asp

Leu

Lys

Ser

Lys

Pro

Thr

Leu

Pro

Glu

Thr

Met

Glu

Arg

Gln

Ser

Lys

Thr

Asp

Val

Lys

Pro

Val

Ala

Asp

Pro

Gly

Val

Ser

Glu

His

Arg

His

Val

Pro

Val

Trp

Fro

Pro

val

Thr

Asn

Asp

Glu

Ser

Tyr

Gln

His

Gln

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

Asp
2305

Arg
2320

Leu
2335

Lys
2350

Thr
2365

Ser
2380

Pro
2395

Ser
2410

Ser
2425

Lys
2440

Asn
2455

Lys
2470

Gln
2485

Ala
2500

His
2515

Cys
2530

Asp
2545
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Tyr

Ser

Thr

Thr

Asp

Gly

Gly

Trp

Leu

Leu

Lys

Asp

Asn

Ser

His

Leu

Glu

Pro

Glu

Phe

Thr

Val

Asp

Ala

Thrx

Pro

Val

Val

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

Pro
Pro
Ser
Gly
Ser
Glu
Pro
Aép
Gly
Ile
Tyr
Thi
Leu
Leu
Lys
Arg

Glu

Pro

Val

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Asn

Ser

Phe

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

Val
2310

Pro
2325

Len
2340

Ser
2355

Glu
2370

Tyx
2385
Leu

2400

Glu
2415

Leu
2430

Ala
2445

Thr
2460

Asp
2475

Glu
2490

Val
2505

Lys
2520

Ala
2535

Ser
2550

val

Pro

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Asp

Val

Leu

Thr

Arg

Val

Glu

Phe

Val

val

His

Pro

Thr

Thir

Ala

Ser

Asp

Val

Thr

Ser

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

Thr

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

Met

Gly

Val

Pro

Asn

Arg

Gln

Ala

Ala

Tyr

His

Pro
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Ile

Pro

Asp

Val

Gln

Lys

Phe

Ile

LyS

Ser

Val

Ala

Leu

Val

Thr

Asp

His

Asp
2555

Glu
2570

Leu
2585

Ser
2600

Ty
2615

Ser
2630

Asp
2645

Tyr
2660

Ser
2675

Arg
2690

Leu
2705

Arg
2720

Val
2735

Gln
2750
Arg

2765

Leu
2780

Asp
2795

Thr

Lys

Gly

Lys

Ser

Lys

Ser

Gln

Leu

Gly

Thr

Ala

Cys

Glu

Ty

Glu

Gly

Thr

Gly

Val

Leu

Pro

Lys

Thr

Cys

Thr

Glu

Thr

Ala

Asp

Ser

Leu
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Ile

Gly
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Gly

Thr

Val
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Leu
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Thr

Asp
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Lys
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Lys
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Cys
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2605
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2695
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Leu
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Asn
2755
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2770
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2785

Arg
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Val
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Tyx

Tyr
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Val

Leu

Gly

Cys

Val

Asn
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Lys

Met

Glu

Phe

Asp

Pro

Val

Arg

Thr

Gly

Val

Arg

Asp

Ser

Tyr

Glu

Arg

Met

Ile

Gln

Gly

Arg

Leu

Leu

Ile

Ala

Pro

Ser

Tyr

Val

Leu

Ala
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Leu

Tyr

Arg

Ala

Gly

Cys

Thr

Gln

Cys

Phe

Pro

Asn

Leu

Phe
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Ile
2580

Leu
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2625
Asp
2640

Thr
2655

Arg
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Arg
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Cys
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2745

Thr
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Gln
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Val
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Val
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Thr

Pro

Leu

Ile

Gly

Gln

Pro

Val

Ala

Tyx

Ile

Gly

Pro

Gly

Thr Pro Leu
2810

Val Asn Ser
2825

Trp Ala Arg
2840

Ala Arg Asp
2855

Ala Cys Tyr
2870

Arg Leu His
2885

Gly Glu Ile
2900

Pro Pro Leu
2915

Arg Leu Leu
2930

Leu Phe Asn
2945
Thr Ala Ala

29860
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Asn

Gly

225

Ala

Sern

Arg

Val

Arqg

50

Pro

Pro

Leu

Arg

Phe

130

Gly

Val

Leu

Val

Ser

210

Cys

Leu

Thr

Pro

Tyr

35

Lys

Lys

Trp

Ser

Arg

115

Ala

Ala

Asn

Leu

Arg

195

Ser

val

Thr

Asn

Gln

20

Leu
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Gly

Ser

Gly

Glu

215

Arg

Ala

Gln

Phe

Arg

Ser

Glu
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Trp
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Trp
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Val

705

Leu

Met

Val

Leu

Gly
785

Gly

530

Gln

Lys

Thr

Tyx

Asp

610

Ile

Ala

Asp

Val

Ile

690

Gly

Leu
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Trp
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Ile

Phe

Asn

Val

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

Thr

Pro

]Jys

Cys

Ile

Pro

Pro

Ala

Leu

LyS

Leu

Val

Ala

Asn

Ala

Leu

Cys

Val

Gln

Gly

val

Ile

Asn

Ala

hla

val

Leu

Cys

Val

His

Arg

Lys

Ser

Leu

]Jeu

Val

Ala

Gly

Asn

Tyr

Val

Gly

Met

Pro

Ala

Gln

Val

Val

Arg

Thr

Pro

Trp

Gln

Pro

Ala

Ser

Gly
1840

Tyr
1855

Ser
1870

Ala
1885

Ala
1900

Trp
1915

Ser
1930

Tha
1945
Leu
1960

Ser
1975

Asp
1950

Gly
2005

Arg
2020

Ile
2035

LYS
2050

Tyr
2065

Arg
2080

21

Gly

Gly

Ile

Ile

Met

Pro

Gln

His

Trp

Fhe

Val

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Ile

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

Thr

Ile

Gln

Leu

Lys

Pro

Asp

Gly

Cys

Thr

Leu

Gly
Gly
Met
Ser
Arg
Arg
His

Leu

Arg
Thr
Phe
Gly
His
Ser
Gly

Trp

Leu

Val

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr

Ser

Ile

Asp

Trp

Phe

Ile

Val

Asn

Pro

Arg

Gly
1845

Ala
1860

Ser
1875

Gly
1890

His
1905

Ile
1920

Val
1935

Ser
1950

Asn
1965

Val
1980

Leu
1995

Ser
2010

Met
2025

LyS
2040

Thr
2055

Cys
2070

Val
2085

LyS

Gly

Thr

Ala

Val

Ala

Pro

Leu

Glu

Trp

Gln

Gln

Asn

Trp

Thr

Ala

Val

Ala

Glu

Leu

Gly

Phe

Glu ¢

Thr

Rsp

Asp

Ser

Gln

Thr

Gly

His

Pro

Ala

Leu

Leu

Asp

Val

Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

Arg

Thr

Ser

Gly

Ser

Glu

MYD
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35

40

Glu

Gly

Pro

Ala

Val

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala

Gly

Asp

Ser

Ala

Glu

Cys

Arg

Tyr
2090

Met
2105

Glu
2120

Pro
2135

Gly
2150

Glu
2165

His
2180

Pro
2195

Ser
2210

Asp
2225

Asn
2240

Ser
2255

Val
2270

Met
2285

Ser
2300

Pro
2315

Lys
2330

Val

Thr

Phe

Ala

Leu

Pro

Ile

Pro

Leu

Leu

Ile

Phe

Pro

Pro

Trp

Leu

Arg

Glu

Thx

Phe

Cys

Asn

Asp

Thr

Ser

Lys

Ile

Thr

Asp

Ala

Ile

Lys

Pro

Thr

Val Thr

Asp Asn

Ser Glu

Arg Pro

Gln Tyr

Val Ala

Ala Glu

Leu Ala

Ala Thr

Glu Ala

Arg Val

Pro Leu

Glu Ile

Trp Ala

Asp Pro

Pro Ile

Val Val

Arg
2095

Val
2110

Val
2125

Leu
2140

Leu
2155
Val
2170

Thr
2185

Ser
2200

Cys
2215

Asn
2230

Glu
2245

Arg
2260

Len
2275

Arg
2290

Asp
2305

Lys
2320

Leu
2335

22

Val

Lys

Asp

Len

Val

Leu

Ala

Ser

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

Pro

Tyr

Ala

Thr

Gly

Cys

Gly

Arg

Gly

Thr

Lys

Ser

Thr

Leu

Glu

Glu

Lys

Asp

Val

Pro

Glu

Asp

Pro

Val

Glu

Ser

Ser

Arg

Bla

His

Trp

Asn

Glu

Ser

Tyx

FPro

Pro

Ser

Phe

Cys

Arg

Glu

Gln

Mel

Arg

Ser

His

Arg

LyS

Asp

Lys

Asn

Pro

Ile

Ser

His
2100

Gln
2115

Leu
2130

Val
2145

Leu
2160

Leu
2175

Leu
2190

Gln
2205

Val
2220

Gln
2235

val
2250

Glu
2265

Lys
2280

Pre
2295

Val
2310

Pro
2325

Val
2340

Tyr

Val

His

Thr

Pro

Thr

Ala

Leu

Ser

Glu

val

Arqg

Phe

Pro

val

Pro

Ser

val

Pro

Axg

Phe

Cys

Asp

Arg

Ser

Pro

Met

Val

Glu

Pro

Leu

His

Pro

Ser

Thr

Ala

Tyr

Gln

Glu

Pro

Gly

Ala

Asp

Gly

Leu

Val

Ala

Leu

Gly

Arg

Ala

Yy
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Leu

Ala

Asp

Pro

Ser

Cys

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Lys

Rla

His

Asp

Glu

Leu

Ala
2345

Val
2360

Asp
2375

Pro
2390

Trp
2405

Ser
2420
Ala

2435

Leu
2450

Gly
2465
Asp
2480

Ser
2495

Len
2510

Lys
2525

Ser
2540

Thr
2555

Lys
2570

Gly
2585

Glu

Asp

Gly

Leu

Ser

Met

Glu

Arg

Leu

Asp

Thr

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Val

Leu

Ser

Asp

Glu

Thr

Ser

Glu

His

Arg

His

Val

Pro

Val

Trp

Ile

Gly

Arg

Ala

Gly

Lys

Gly

val

Tyr

Ser

His

Gln

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

Met

Arg

Val

Thr

Thr

Gly

Glu

Ser

Thr

Lys

Asn

Lys

Arqg

Ala

His

Asn

Asp

Ala

Lys

Cys

Lys
2350

Ala
2365

Ser
2380

Pro
23985

Glu
2410

Trp
2425
Leu

2440

Met
2455

Lys
2470

Asp
2485

Lys
2500

Ser
2515

Leu
2530

Leu
2545

Lys
2560

Preo
2575

Glu
2590

23

Thr

Thr

Asp

Gly

Glu

Thr

Pro

Val

Val

Val

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Ala

Lys

Phe

Ala

Val

Asp

hla

Gly

Ile

Tyr

Thr

Leu

Leu

Lys

Ser

Glu

Glu

Arg

Met

Gly
Leu
Glu

Pro

Ala

Aén
Ala
Phe
Lys
Ser
Ser
Lys
Asp
Val
Leu

Ala

Ser

Pro

Asp

- Glu

Leu

Rla

Thr

Asp

Glu

Val

Lys

Ala

Thr

Phe

Ile

Leu

Ser
2355

Asp
2370

Tyr
2385

Leu
2400

Asp
2415

Ile
2430
Leu

2445

Thr
2460

Arg
2475

Met
2490

Glu
2505

Phe
2520

Val
2535

Val
2550

Cys
2565

Val
2580

Tyr
2595

Glu

Gln

Ser

Val

Thr

Ser

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly

Asn

Thr

Val

Phe

Asp

Ser

Ala

Ser

Asp

val

Pro

Asn

Arg

Gln

Ala

Ala

Ty

His

Pro

Gln

Pro

Val

Ser

Ser

Met

Gly

Ser

Ser

val

LyS

Cys

Gly

Ile

Ile

Pro

Asp

Val

UNZ
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Ser

Tyr

Ser

Asp

Tyr

Ser

Lys

Leu

Ser

Val

Gln

Arg

Leu

Asp

Thr

Val

Trp

Thr
2600

Ser
2615

Lys
2630

Ser
2645

Gln
2660

Leu
2675

Gly
2690

Thr
2705

Rla
2720

Asn
2735

Glu
2750

Tyr
2765

Glu
2780

Ala
2795

Pro
2810

Asn
2825

Ala
2840

Leu

Pro

Lys

Thr

Cys

Thr

Gln

Thr

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

Ser

Leu

Ser

Arg

Pro

Asn

Val

Cys

Glu

Asn

Ser

Cys

Asp

Ala

Ala

Ile

Gly

Ala

Trp

Met

Gln

Gln

Pro

Thr

Asp

Arg

Cys

Cys

Arg

Asp

Ala

Pro

Thr

Lys

Arg

Leu

Ile

Val

Arg

Met

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

Leu

Ser

Pro

sSer

Arg

Ala

Gly

Leu

Val
2605

Val
2620

Gly
2635

Asn
2650

Ala
2665

Tyr
2680

Tyr
2685

Asn
2710

Ala
2725

vVal
2740

Leu
2755

Gly
2770

Cys
2785

Val
2800

Ala
2815

Asn
2830

Met
2845

24

Met

Glu

Phe

Asp

Pro

Ile

Arg

Thr

Lys

Val

Arg

Asp

Ser !

Tyr

Trp

Ile

Thr

Gly

Phe

Ser

Ile

Glu

Gly

Arg

Leu

Leu

Tle

Val

Pro

Tyr

Glu

Ile

His

Ser
Leu
Tyr
Arg
Ala
Gly
Cys
Thr
Gln
Cys
FPhe
Pfo
Asn
Leu
Thr
Met

Phe

Ser

Val

Asp

Val

Arg

Pro

Arg

Cys

Asp

Glu

Thr

Gln

val

Thr

Ala

Tyr

Phe

Tyr
2610

Asn
2625

Thr
2640

Glu
2655

Gln
2670

Leu
2685

Ala
2700

Tyr
2715

Cys
2730

Ser
2745

Glu
2760

Pro
2775

Ser
2790

Arg
2805

Arg
2820

Ala
2835

Ser
2850

Gly

Thr

Arqg

Glu

Ala

Thr

Ser

Leu

Thr

Ala

Ala

Glu

Val

Asp

His

Pro

Ile

Phe

Trp

Cys

Ser

Ile

Asn

Gly

Lys

Met

Gly

Met

Tyr

Ala

Pro

Thr

Thr

Leu

Gln

Lys

Phe

Ile

Lys

Ser

val

Ala

Leu

Thr

Thr

Asp

His

Thr

Pro

]-Jeu

Leu

Y
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Ala

Ala

Arg

Gly

Pro

Arg

Leuw

Pro

Tyr

Arg

Tle

Gln
2855

Cys
2870

Leu
2885

Glu
2900

Pro
2915

Leu
2930

Phe
2945

Ala
2960

Ser
2975

Trp
2980

Tyr
3005

<210> &

<211>
<212>
<213>

220>

<223>»

<400> 6

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn

1

Arg Arg Prc Glu Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly
25

Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Thr
35

Glu

Tyr

His

Ile

Leu

Leu

Asn

Ala

Gly

Phe

Leu

3033
PRT
Secuencia

Gln

Ser

Gly

Asn

Arg

Ser

Trp

Ser

Gly

Met

Leu

20

Leu

Tle

Leu

Arg

Val

Gln

Ala

Gln

Asp

L.eu

Pro

Glu

Glu

Ser

vVal

Trp

Gly

Val

Leu

Ile

Cys

Asn

Lys
2860

Pro
2875

Ala
2890

BAla
2805

Arg
2920

Gly
2935

Lys
2250

Asp
2965

Tyr
2980

Leu
26065

Arg
3010

Artificial

GenBank BAR3Z2872 VCH 2a

40

25

Ala

Leu

Phe

His

Arg

Thr

Leu !

His

Leu

(JFrH-1)

Leu

Asp

Ser

- Cys

Arg

Bla

Ser

Leu

Asp
Leu
Leu
Leu
Ala
Ala
Leu
Gly
Léu

Leu

16

Cys

Pro

His

Arg

Arg

Thr

Lys

Trp

Ser

Ser

Gln
2865

Gln
2880

Ser
2895

Lys
2910

Ser
2825

Cys
2940

Leu
2955

Phe
2970

Arg
2985

Val
3000

45

Ile

Ile

Tyr

Leu

Val

Gly

Thr

Val

Ala

Gly

30

Tyr Gly

Ile Glu

Ser Pro

Gly Val

Arg Ala

Lys Tyr

Pro Ile

Ala Gly

Arg Pro

Val Gly

15

Y4
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Thr

Arg

IL.eu

Arg

Gly

Ser

145

Gly

Phe

Gln

Asn

Gly

225

Pro

Gly

Ser

Gln

Asn
305

Arg

50

Pro

Pro

Leu

His

Phe

130

Gly

Val

Leu

Val

Asp

210

Cys

Val

Leu

Ala

Val
290

Cys 5

Lys

Lys

Trp

Ser

Arg

115

Ala

Ala

Asn

Leu

Lys

185

Ser

Val

Ser

Arg

Leu

275

Phe

Thr

Asp

Pro

Pro

100

Ser

Asp

Ala

Tyx

Ala

180

Asn

Ile

Pro

Pro

Thr

260

Tyr

Ile

Ile

Ser

Arg

Leu

B5

Arg

Arg

L.eu

Arg

Ala

165

Leu

Thr

Thr

Cvys

Asn

245

His

Val

Val ¢

Tyr

Glu

Arg

70

Tyx

Gly

Asn

Mel

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Glu
230

Met

Ile

Pro
310

Ser

Val

Val

Gly

Ser

Gln

215

Arg

Ala

Asp

Asp

Pro

295

Gly

Ser

Thr

Asn

Arg

Gly

120

Tyr

Ala

Asn

Cys

Ser

200

Leu

Val

Val

Met

Len

280

Gln

Thr

26

Gln

Gly

Glu

Pro

105

Lys

Ile

His

Leu

Ile

185

Tyr

Glu

Gly

Arg

Val

265

Cys

Tyr

Ile

Pro

LyS

Gly

90

Ser

Val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

Met:

Ala

Asn

Gin

250

val

Gly

His

Thr

Arg

Ala

75

Leu

Trp

Ile

Val

Val

155

Gly

Val

Val

Ala

Thr

235

Pro

Met

Gly

Trp

Gly
315

Gly

60

Trp

Gly

Gly

Asp

Val
140

Arg

Phe

Pro

Thr

Val

220

Ser

Gly

Ser

val

Phe

300

His

Arg

Gly

Trp

Pro

Thx

125

Gly

Val

Pro

Val

Asn

205

Leu

Arg

Ala

Ala

Met

285

Val

Arg

Arg

Lys

Ala

Thr

110

Leu

Ala

Leu

FPhe

Ser

150

Asp

His

Cys

Leu

Thr

270

Leu

Gln

Met:

Gln

Pro

Gly

95

Asp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ala

Cys !

Val

Trp

Thr

255

Phe

Ala

Glu

Mhla

Pro

Trp

Pro

Cys

Leu

Asp

160

Ile

Ala

Pro

Val

240

Gln

Cys

Ala

Cys

Trp
320

NS
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Asp

Val

Trp

Ala

Thr

385

Gly

Asn

Leu

Ser

Phe

165

Pro

Gly

Pro

Tyr

Arg

545

Gly

Phe

Met

Met

Gly

Lys

370

Thr

Val

Gly

Asn

Ser

450

Arg

Glu

Val

Ser

Thr

530

Pro

Phe

Asn

Met

Arg

Val

355

Val

Thr

Phe

Ser

Thr

435

Gly

Tle

ASp

Val

Pro

515

Trp

Pro

Thr

kla

Metl

Val

340

Met:

Ile

Val

Ser

Trp

420

Gly

Cys

Gly

Met

Pro

500

val

Gly

Gln

Lys

Ser
580

Asn

325

Pro

Phe

Val

Gly

His

405

His

Phe

Pro

Trp

Arg

485

hla

Val

Gly

Thr
565

Thr

Trp

Glu

Gly

Ile

Gly

390

Gly

Ile

Leu

Gly

Gly

470

Pro

Arg

val

Asn

Ser

550

Cys

Asp

Ser

Val

Leu

Leu

375

hla

Pro

Asn

Ala

Arg

455

Thr

Tyr

Ser

Gly

Glu

535

Trp

Gly

Leu

Pro

Ile

Ala

360

Leu

Val

Gln

Arg

Ala

440

Leu

Leu

Cys

Val

Thr

520

Thr

Phe

Ala

Leu

27

Thr

Ile

345

Tyr

Leu

Ala

Gln

Thr

425

Leu

Ser

Gln

Trp

Cys

505

Thr

Asp

Gly

Pro

Ala

330

Asp

Phe

Mla

Arg

Asn

410

hla

Phe

Kla

Tyr'

His

190

Gly

Asp

Val

Cys

Pro
570

Pro

Thr

Ile

Ser

Ala

Ser

395

Ile

Leu

Tyr

Cys

Glu

475

Tyr

Pro

Arg

Phe

Thr

555

Cys

Thr

Met

Val

Met

Gly

380

Thr

Gln

Asn

Thr

Arg

460

Asp

Pro

Val

Arg

Leu

540

Trp

Arg

Asp

Tle

Ser

Gln

365

Val

Asn

Leu

Cys

Asn

445

Asn

Asn

Pro

Tyr

Gly

525

Leu

Met

Thr

Cys

Leu
Gly
350
Gly

AsSp

Val

Asn

430

Arg

Ile

Val

Lys

Cys

510

Val

Asn

Asn

Arg

Phe
590

Ala

335

Ala

Ala

Ala

Ile

Asn

415

Asp

Phe

Glu

Thr

Pro

495

Phe

Pro

Ser

Ala |

575

Arg

Tyr

His

Trp

Gly

Ala

400

Thr

Ser

Asn

Ala

Asn

480

Cys

Thr

Thr

Thr

Lys

Y46
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His

Pro

Thr

625

Glu

Asp

Thr

Leu

Tyr

705

Glu

Ala

Glu

Leu

Arg

785

Cys

Pro

Phe

Trp

Pro

Lys

610

Val

His

Leu

Thr

Ser

690

Met

Trp

Cys

Lys

Leu

770

Val

Leu

Val

Thr

Leu
850

Asp

595

Cys

Asn

Arg

Glu

Glu

675

Thr

T'yr

Val

Leu

Leu

755

Tyr

Val

Leu

His

Leu

835

Cys

ala

Leu

Phe

Leu

Asp

660

Trp

Gly

Gly

Val

Trp

740

Val

Phe

Pro

Leu

Gly

820

Thr

Tyr

Thr

Val

Thr

Thr

645

Arg

Ala

Leu

Leu

Leu

725

Met

val

Ala

Leu

Met

BOS

Gln

Pro

Leu

Ty

His

Ile

630

Ala

Asp

ITle

Leu

Ser

710

Leu

Leu

Leu

Ile

Thr

790

Ala

Tle

Gly

Leu

Tle

Tyr

6lb

Phe

Ala

Arg

Leu

His

695

Pro

Phe

Ile

Ilis

Phe

775

Thr

Leu

Gly

Ty

Lys

600

Pro

Lys

Cys

Ser

Pro

680

Leu

Ala

Leu

Leu

hla

760

Phe

Tyr

Pro

Val

Lys
§40

28

Tyr i

Ile

Asn

Gln

665

Cys

His

Ile

Leu

Leu

745

Ala

Val

Cys

Arg

Gly

825

Thr

Gly

Arg
Phe
650

Leu

Thi

Gln

Thr

Leu

730

Gly

Ser

Ala

Leu

Gln

810

Leun

Leu

Glu

Ser

Leu

Ser

Tyr !

Asn

Lys

715

Ala

Gln

Ala

Ala

Thr

795

Ala

Leu

Leu

Ala

Gly

Trp
620

- Tyr

Arg

Pro

Ile

700

Tyr

Asp

Ala

hla

Trp

780

Gly

Tyr

Ile

Gly

Met
860

Pro
605
His
vVal

Gly

Leu

r Asp

685

val
Val
Ala
Glu
Asn
765
His
Leu
Ala
Leu
Gin

845

Ile

Trp

Tyr

Gly

Asp

Leu

670

Leu

Asp

Val

Arg

Ala

750

Cys

Ile

Trp

Tyr

Ile

830

Cys

Gln

Leu

Pro

Gly

Arg

655

His

Pro

Val

Arg

vVal

735

Ala

His

Arg

Pro

Asp

815

Thr

Leu

Glu

Thr:

Cys

Val

640

Cys

Ser

Ala

Gln

Trp

720

Cys

Leu

Gly

Gly

Phe

800

Ala

Leu

Trp

Trp

SUE)
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Val

865

val

Leu

Val

Val

Leu

945

Ser

Pro

Glu

Arg

Ser

Gln

Arg

Val

Thr

Gly

Gly

Pro

Thr

Ala

Pro

LyS

930

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

1010

Lys
1025

Thr
1040

Asp
1055

Ser
1070

Val
1085

Pro
1100

Trp
1115

Pro

Ile

Leu

Tyr

915

Gln

Arqg

Trp

Ile

hAla
995

Met

Phe

Leu

900

Phe

Leu

Trp

Ala

Phe

980

Ala

Gln Val
870

Cys Pro
885

Gly Pro

Val Arg

Ala Gly

Thr Gly

850

Ala Ser
965

Ser Pro

Cys Gly

Gly Gln Glu Ile

Gly

Arg

Arg

Gln

Tyr

Val

Pro

Trp

Gly

Thr

Ser

His

Thr

Serx

Lys Leu

Leu Leu

Glu Gln

Fhe Leu

Gly Ala

Gln Met

Pro Pro

29
Arg Gly Gly Arg Asp Gly Ile Ala
875
Gly val Val Phe Asp Ile Thr Lys
8390
Ala Tyr Leu Leu Arg Ala Ala Leu
905 910
Ala HMis Ala Leu Ile Arg Val Cys
920 925
Gly Arg Tyr Val Gln Val Ala Leu
935 940
Thr Tyr Ile Tyr Asp His Leu Thr
955
Gly Leu Arg Asp Leu Ala Val Ala
870
Met Glu Lys Lys Val Ile Val Trp
985 990
Asp Ile Leu His Gly Leu Pro
1000 1005
Leu Leu Gly Pro Ala Asp Gly
1015 1020
Leu Ala Pro Ile Thr Ala Tyr
1030 1035
Gly Ala Ile Val Val Ser Met
1045 1050
Ala Gly Glu val Gln Ile Leu
1060 1065
Gly Thr Thr Tle Ser Gly Val
1075 1080
Gly Asn Lys Thr Leu Ala Gly
1090 1095
Tyr Ser Ser Ala Glu Gly Asp
11065 1110
Gly Thr Lys Ser Leu Glu Pro
1120 1125

Trp

Trp

895

Thr

Ala

Leu

Pro

Val

975

Gly

Tyr

Ala

Thr

Ser

Leu

Leu

Leu

Ala

B8O

Leu

His

Leu

Ala

Met

960

Glu

Ala

Val Ser Ala

Thr

Gln

Gly

Thr

rrrp

Arg

Val

Lys

Hug
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25

30

40

Cys

Ile

Pro

Leu

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Asn

Ala

Cys

Ala

Gln

Thr

val

Gly
1130

Pro
1145
Arg
1160

Cys
1175

Ser
11490
Leu
1205

Pro
1220

Pro
1235

Ala
1258

Thr
1265

Pro
1280

Ile
1295

Ala
1310

Val
1325

Ala
1340

Pro
1355

Gly
1370

Ala

Ala

Pro

Pro

Arg

Asp

Pro

Thr

Gln

Leu

Thr

Ser

Asp

Glu

Pro

Leu

vVal

Arg

Tle

Arg

Gly

Val

Ala

Gly

Gly

Gly

Ile

Tyr

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

Asp

Gly

Val

Val

Val

Tyr

Phe

Arg

Ser

Ala

Thr

Ala

Ser

Arg

Leu

Arg

Thr

His

Ala

Thr

Pra

Lys

Gly

Thr

Thr

Tyr

Ser

Gly

Val

Glu

Tyr
1135

Gly
1150

Leu
1165

Val
1180

Lys
1195

Arqg
1210

Gln
1225

Lys
1240

Val
1255

Ala
1270

Gly
1285

Tyr
1300

Asp
1315

Ile
1330

Val
1345

Thr
1360

Gly
1375

30

Leu

Asp

Lys

Val

Ser

Ser

Thr

Ser

Leu

Tyr

Val

Gly

Leu

Arg

Thr

Glu

val

Lys

Gly

Gly

Ile

Pro

Val

Leu

Arg

Lys

Ile

Gly

Leu

Pro

Tle

Thr
Arg
Ser
Leu
Asp
Thr
Gln
Lys
Leu
Ser
Thr
Phe
Ile
Ile
Thr
His

Pro

Arg

Gly

Ser

Phe

Fhe

Phe

Val

Val

Asn

Lys

Val

Leu

Cys

Gly

Val

Pro

Phe

Asn
1140

Ala
1155

Gly
1170

Arg
1185

Ile
1200

Ser
1215

Gly
1230

Pro
1245

Pro
1260

Ala
1275

Met
1220

Ala
1305

Asp
1320

Thr
1335

Leu
1350

Asp
1365

Tyr
1380

Bla

Leu

Gly

Ala

Pro

Asp

Tyr

Val

Ser

His

Thr

Asp

Glu

Val

Ala

Ile

Gly

Asp

Leu

Pro

Ala

Val

Asn

Leu

Ala

Val

Gly

Gly

Cys

Leu

Thr

Glu

Arg

Val

Ser

Val

Val

Glu

Ser

His

Tyr

Ala

Ile

Glu

Gly

His

AsS

Ala

Glu

Ala

M
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Ile
His
Met
Ile
Leu
Asn
Phe
Ser
Arg
Val
Leu
Thr
Ala
Gln
Gln
Asp

Gly

Pro
1385

Ser
1400

Gly
1415

Ile
1430

Met
1445

val
1460

Thr
1475

Gln
1490

Tyr
1505

Val
1520

Thr
1535

Val
1565

Thr
1580

Ala
1595

Ala
1610

Pro
1625

Leu

Lys

Leu

Pro

Thr

hla

Iile

Arg

Val

Leu

Pro

Gly

Phe

Thr

Met

Thr

Ser

Lys

Asn

Ala

Gly

val

Thr

Arg

Ser

Cys

Ala

Leu

Thr

Gln

Val

Trp

Pro

Cys Ile

L.ys Cys

Ala Val

Gln Gly

Tyr Thr

Thr Gln

Thr Gln

Gly Arg

Thr Gly

Glu Cys

Glu Thr

Pro Val

Gly Leu

Ala Gly

Cys Ala

Lys Cys

Leu Leu

Lys
1390

Asp
1405

Ala
1420

Asp
1435

Gly
1450

Ala
1465

Thr
1480

Thr
1495

Glu
1510

Tyr
1525

Arg
1600

Leu
1615

Tyr
1630

31

Gly

Glu

Tyr

Val

Asp

Val

val

Gly

Arqg

Asp

Val

Glin

His

Asn

Ala

Ala

Arg

Gly

Leu

Tyr

Val

Phe

Arg

Ala

Ala

Arg

Asp

Ile

Phe

Lys

Arg

Leu

Arg

Ala

Arg

Val

Asp o

Phe

Gln

Gly

Ser

Gly

Leu

His

Asp

Mhla

Ala

Leu

Gly

His

Ala

Gly

Val

Ser

Asp

Arg

Gly

Ala

Arg

Leu

Ala

Tyr

Pro

Lys

Pro

Leu
1395

Ala
1410

Leu
1425

Ala
1440

Val
1455

Len
1470

Ala
1485

Gln
1500

Met
1515

Ala
1530

Ala
1545

Glu
1560

His
1575

Leu
1580

Pro
1605

Pro
1620

ITle
1635

Ile

Leu

Asp

Thr

Ile

Asp

Val

Phe

Trp

Tyxr

Phe

Phe

Val

Pre

Thr

Thi

Phe

Arg

Val

Asp

Asp

Pro

Ser

Thr

Trp

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Cys

Gly

Ser

Ala

Cys

Thr

Anrg

Tyr

Ser

Asp

Asn

Glu

Ser

Tyr

Trp

Ala

Glu

N3©
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Val

Gln

Gly

Val

Ala

Glu

Ala

Ser

Pro

Ser

Pro

Pro

Trp

Val

Gly

Ser

Ser

Thr
1640

Ala
1655

Val
1670

Ser
1685

Pro
1700

Cys
1715

Glu
1730

Lys
1745

Lys
1760

Gly
1775

Ala
1790

Leu
1805

Leu
1820

Val
1835
Lys
1850

Gly
1865

Met
1880

Leu

Asp

Leu

Ile

Asp

Ala

Met

Gln

Val

Ile

Val

Ser

Ala

Ser

Val

Ala

Glu

Thr

Leu

Ala

Ile

Lys

Ser

Leu

Ala

Glu

Gin

Ala !

Thr

Gly

Leu

Lenu

Asp

His

Glu

Ala

Gly

Glu

Arg

Lys S

Gln

Gln

Ser

- Gln

Leu

Val

Val

Val

Pro

Val

Val

Arg

Val

Ala

Asp

Phe

Leu

- Met

Thr

Ile

Val

Asp

Ala

Tie

Gly
1645

Met
1660

Ala
1675
Leu
16920

Leu
1705

Ala
1720

Lys
1735

Tle
1750

Trp
1765

Ala
1780

Met
1725

Thr
1810

Ala
1825

Gly
1840

Ile
1855

Phe
1870

Asn
1885

32

Thr

Thr

Ala

His

Ty

Leu

Gin

Ala

Ile

Pro

Ala

Leu

Lys

Leu

Lys

Ser

Tyr

Val

Glu

Ile

Gln

Pro

Arg

Leu

Phe

Leu

Pro

Ala

Ala

Ile

Leu

Tyr
Thr
Cys
Asn
Ala
Glu
Gly
Ala
Hisg
Ser
Ser
Leu
Ala
val
Gly
Met

Pro

Ile

Trp

Leu

Gln

Phe

Glu

Leu

Met

Met

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly

Tyx

Ser

Gly

Ala
1650

Val
1665

Ala
1680

Arg
1695

Asp
1710

Gly
1725

Leu
1740

Gln
1755

Trp
1770

Leu
1785

Ala
1800

Ile
1815

Ala
1830

Ser
1845

Gly
1860

Gly
1875

Ile
1890

Thr

Leu

Thr

Val

Glu

Gln

Gln

Ala !

Asn

Pro

Leu

Met

Thr

Ile

Ala

Glu

Leu

Ala

Gly

Val

Met

Arg

Gln

Phe

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

Met

Gly

Cys

vVal

Glu

Tle

RAla

;o Trp

Ile

w2
4]
=

Gly

Phe

Leu

ile

Pro

Pro

Sty
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Gly

lHis

Ile

Val

Ser

Thr

Val

Leu

Ser

Met

Arg

Thr

Cys

Val

Ser

Gln

Ile

Ala
1895

vVal
191¢

Ala
1925

Thr
1940

Leu
1655

Glu
1970

Trp
1985

Thr
2000

Cys
2015

Thr
2030

Leu
2045

Trp
2060

Ala
2075

Ala
2090

Tyr
2105

Leu
2120

His
2135

Leu

Gly

Fhe

Glu

Thr

Asp

Asp

Ser

Gln

Thr

Gly

Gln

Pro

Ala

Val

Pro

Arg

Val

Pro

Ala

Ser

Ile

Cys

Trp

Lys

Lys

Arg

Ser

Gly

Lys

Ser

Thr

Ser

Phe

Val

Gly

Ser

Asp

Thr

Pro

Val

Leu

Gly

Cvs

Met

Thr

Pro

Glu

Gly

Pro

Ala

Gly

Glu

Arg

Ala

Ser

Ilie

Cys

Phe

Tyr

Pro

Arg

Phe

Pro

Tyr

Leu

Glu

Prc

Val
1960

Gly
1515

Gly
1930

Ser
1245

Leu
1960

Pro
1975

Thr
1990

Pro
2005

Lys
2020

Cys
2035

Ile
2050

Pro
2065

Thrx
2080

Ala
2095

Thr
2110

Phe
2125

Thr
2140

33

Ile

Ala

Asn

Gln

Leu

Cys |

Ile

Lys

Gly

Gly

Thx

Ile

Asn

Glu

Thr

Phe

Pro

Cys

val

Leu

Leu

Val

Ala

Gly

Asn

Tyr

Val

Asp

Ser

Lys

Ala

Gln

Val

Val

Arg

- Gly

Thr

Pro

Trp

Asn

Pro

Cys

Lys

Thr

Asn

Trp

Pro

Ala

Trp

Ala

Thr

Leu

Ser

Asp

Gly

Ala

Ile

Lys

Tyr

Thr

Gln

Leu

Val

Phe

Ile
1905

Met
1920

Pro
1935

Gln
1950

His
1965

Tep
1980

Phe
1995

Leu
2010

Gly
2025

Ser
2040

Thr
2055

Thr
2070

hAla
2085

His
2100

Lys
2115

Asp
2130

Phe
2145

Leu

Asn

Thr

Leu

Asn

Leu

Lys

Pro

Thr

Gly

Glu

Ile

Gly

Ile

Gly

Arg

Arg

Arg

His

Leu

Trp

Arg

Asn

Phe

Gly

Asn

Met

Gly

Trp

Ser

Pro

Val

Asp

Arg

Leu

Tyr

Gly

Asp

Trp

Ile

Ile

Val

Asn

Gln

Arg

Tyr

Cys

Gln

Glu

3Ws2
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Val

Leu

Leu

Leu

Gln

Asn

Gly

Asp

Ser

Ala

Glu

Cys

Arg

Leu

Gly

Gly

Ala

Ser
2150

Pro
2165

Thr
2180

Ala
2195

Leu
2210

Thr
2225

Gly
2240

Phe
2255

Ile
2270

Leu
2285

Ser
2300

Ala
2315

Arg
2330

Gln
2345

Asp
2360

Pro
2375

Ser
2390

Phe

Asp

Arg

Ser

Tyr

Val

Leu

Pro

Pro

Trp

Leu

Arg

Gln

Ala

Thr

Ser

Cys

Glu

Pro

Ala

Asp

Ala

Glu

Ser

Ala

Arg

Pro

Thr

Leu

Gly

Ser

Met

Val

Pro

Pro

Ser

Pro

Val

Gin

Pro

Glu

Trp

Arg

Pro

vVal

Ala

Ser

Pro

Pro

Gly

Glu

His

Pro

Ser

Asp

Thr

Met

Cys

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

Gly

Pro

Leu
2155

Pro
2170

Ile
2185

Pro
2200

Leu
2215

Met
2230

Glu
2245

Ala
2260

Met
2275

Arg
2290

Asp
2305

Lys
2320

Leu
2335

Lys
2350

Thr
2365

Glu
2380

Leu
2395

34

Asn ¢

Asp

Thr

Arg

Val

Pro

Glu

Leu

Pro

Tyr

Ser

Thr

Gly

Pro

Glu

Ala

Ala

Glu

Ala

Asp

Glu

Glu

Prao

Asp

Gln

Ala

Glu

Phe

Ala

hla

Gly

Tyr

Asp

Giu

Ala

Thr

Ala

Ser

Glu

Arg

Tyr

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Pro

Glu

Ala

Val

Thr

Ser

Cys

Asn

Arg

Ser

Ser

Asn

Pro

Thr

Thr

Gln

Ala

Ser

Pro

Val
2160

Leu
2175

Rla
2190

Ser
2205

Thr
2220

Leu
2235

Val
2250

Asp
2265

Gly
2280

Pro
2295

Thr
2310

Pro
2325

Ile
2340

Pro
2355

Ala
2370

Glu
2385

Gly
2400

Gly

Arg

Ala

Ser

Thr

Leu

Pro

Leu

Phe

Pro

Val

Pro

Ser

Pro

Glu

Thr

Asp

Ser

Ser

Arg

Val

His

Metl

Val

Glu

Pro

Leu

Rla

Pro

Glu

Ser

Ser

Gly

Pro

Gln

Met.

Arg

Ser

Ser

Glu

Leu

Pro

Arg

val

Gly

Arg

Ala

Ser

Gly

Ser

Asp

U573
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Leu

Gly

Glu

Thr

Pro

vVal

val

Val

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

hla

Lys

Met

Glu

Glu
2405

Val
2420

Glu
2435

Gly
2450

Ile
2465

Tyr
2480
Thr
2495

Leu
2510

Leu
2525

Arg
2540

Glu
2570

Glu
2585

Arg
2600

Met
2615

Gly
2630

Tyr
2645

Ser Asp

Ala Pro

Asp Asp

Ala Leu

Asn Pro

Cys Thr

Phe Asp

Lys Asp

Thr Leu

Ser Lys

Arg Ala

Asp Pro

Val Phe

Leu Ile

Ala Leu

Bla Ser

Leu Leu

Gln

Gly

Thr

Ile

Leu

Thr

Arg

ITle

Glu

Tyr

Val

Gln

Cys

Val

Tyr

Tyr

Lys

Val

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser

Thr

Lys

Glu

Gly

Asn

Thr

Val

Tyrx

Asp

Gly

Ala

Glu
2410

Gly
2425

Val
2440

Pro
2455

Asn
2470

Lys
2485

Gln
2500

Leu
2515

Ala
2530

His
2560

Fro
2575

Asp
2590

Pro
2605

Ile
2620

Phe
2635

Trp
2650

35

Leu

Ser

Cys

Ser

Val

Ala

Cys

Gly

Ile

Ile

Pro

Asp

Thr

Gln

Ala

Gln

Gly

Cys

Ser

r Leu

hla

Leu

Ala

Gln

Ala

Lys

Pro

Ala

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ser

Pro

Leu

Ser

Asp

Ser

Leu

Lys

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

Ser

Lys

Pro

Trp

Met

Glu

Arg

Gln

Ala

Lys

Thr

Glu

Val

Thr

Gly

Val

Leu

Pro

Lys

Pro
2415

Ser
2430

Ser
2445

Glu
2460

Tyr
2475

Arg
2490

His
2505

val
2520

Pro
2535

Val
2550

Trp
2565

Ile
2580

Gly
2595

Arg
2610

Pro
2625

Ala
2640

Asp
2655

Gln

Thr

Tyr

Glu

His

Ala

Pro

Arg

Lys

Met

Lys

Val

Gln

Gln

Pro

Cys

Ser

Lys

Asn

Lys

Asp

hAla

His

Ser

nsp

Ala

Lys

Cys

Ala

Met

Ser

Trp

Leu

Lys

Lys

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

Lys

Pro

Glu

Val

Val

Gly

“s™
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Phe

Asp

Glu

Val

Arg

Thr

Gly

Val

Arg

Asp

Ser

Tyxr

Trp

Ile

Thr

Asn

Len

Ser
2660

Ile
2675

Glu
2690

Gly
2705

Arg
2720

Ile
2735

Ile
2750

Ile
2765

Ala
2780

Pro
2795

Ser
2810

Tyr
2825

Glu
2840

Ile
2855

His
2870

Leu
2885

Asp
2900

Tyr

Arg

Ala

Gly

Cys

Thr

Val

Ser

Phe

Pro

Asn

Leu

Gln

Phe

Asn

Leu

Asp

Thr

Arg

Pro

Arg

Cys

Ala

Glu

Thr

Arg

Val

Thr

- Val

Tyr

FPhe

Phe

Pro

Thr

Glu

Thr

Mel

hla

Tyr

Pre

Glu

Pro

Ser

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

Ala

Arg

Glu

Ala

Phe

Ser

Val

Gln

Ala

Glu

Val

Asp

His

Pro

Ile

Met

Ile

Cys
2665

Ser
2680

Ile
2695

Asn
2710

Gly
2725

Lys
2740

Met
2735

Gly
2770

Met
2785

Tyr
2800

Ala
2815

Pro
2830

Sar
2845

Thr
2860

Leu
2875

Ty
2890

Ile
2905

36

Phe

Ile

His

Val

Ala

Leu

Thr

Thr

hsp

Leu

Thr

Asp

Tyr

Ser

I Lys

Leu

Leu

Val

Glu

Arg

Leu

Gly

Thr

Pro Il

Ile

Gly

Glu

Trp

Val

Ser

Arg

Leu

Gly

Thr

Ala

Cys

Glu

Tyr

Glu

Pro

Pro

Asn

Val

Gln

Val

Leu

- Thr

Ala

Gln

Thr

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

Arg

Leu

Ser

Arg

Asp

Tyr

His

val
2670

Cys
2685

Glu
2700

Thr
2715

Ser
2730

Cys
2745

Asp
2760

Glu
2775

Ala
2790

Ile
2805

Gly
2820

Ala
2835

Trp
2850

Met
28465

Thr
2880

Ser
2895

Gly
2910

Thr

Ser

Arg

Cys

Mel:

LYS

Asp

Arg

Pro

Thr

Arg

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

Leu

Asn

Pro

Arg

Ala

Gly

Leu

Asp

Asn

Asp

Arg

Pro

Tyr

Tyr

Asn

Ala

val

Leu

Gly

Cys

Arg

Ala

Asn

Met

Gln

Ala

YsH
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37

Phe Ser Met His Thr Tyr Ser His His Glu Leu Thr
2915 2920 2925

Ser Ala Leu Arg Lys Leu Gly Ala Pro Pro Leu Arg
2930 2935 2540

Ser Arg Ala Arg Ala Val Arg Ala Ser Leu Ile Ser
2945 2950 2955

Lys Ala Ala Val Cys Gly Arg Tyr Leu Phe Asn Trp
2960 2965 2970

Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro Leu Pro Glu Ala Arg
2975 2980 : 2985

Leu S5er Ser Trp Phe Thr Val Gly Ala Gly Gly Gly
2990 2995 3000

His Ser Val Ser Arg Ala Arg Pro Arg Ser Leu Leu
3005 3010 3015

Leu Leu Leu Phe val Gly val Gly Leu Phe Leu Leu
3020 3025 3030

<210> 7

<211> 3033

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> GenBank BABCS107 VCH 2b (JPUT971017)

<400> 7

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg

1 5 10

Arg Arg Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln

20 25
Gly val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly
35 10 45

Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gln Pro Arg Gly Arg
50 55 60

Ile Pro Lys Asp Arg Arqg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly

65 70 75

Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Cys Gly Trp

85 a0

Arg

Val

Arg

Ala

Leu

Asp

Phe

Pro

Asn

Ile

30

Val

Arg

Lys

Ala

Val

Trp

Gly

Val

Ile

Gly

Ala

Thr

15

Val

Arg

Gln

Pro

Gly
95

Ala

Lys

Gly

Ly 5

Asp

Phe

Leu

Axg

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

80

Trp
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Leu

Arg

Gly

Gly

145

Gly

Phe

Glu

Asn

Gly

225

Gln

Asn

Ser

Gln

Asn

305

Asp

Ala

Tre

Leu

His

Phe

130

Gly

Ile

Leu

Ile

Asn

210

Cys

Val

Leu

Ala

Ala
290

Cys |

Met

Ala

Gly

Ser

Arg

115

Ala

Val

Asn

Leu

Arg

185

Ser

Val

Thr

Arg

Leu

275

Leu

Met

Arg

val
355

Pro
100

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ala

180

Asn

Ile

Pro

Pro

Ala

260

Tyr

Ile

Ile

Leu

Val

340

Val

Arg

Arg

Leu

Arg

Ala

165

Leu

Ile

Thr

Cys

Asn

245

His

Val

Val

Tyr

Asn

325

Pro

Phe

Gly

Asn

Met

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Trp

Glu

230

Val

Val

Gly

Ser

Gln

310

Tep

Glu

Gly

Ser

L.eu

Gly

135

Leu

Arg

Ser

Thr

Gln

215

Asn

Ala

Asp

hsp

FPro

295

Gly

Ser

Leu

Leu

Arg

Gly

120

Tyr

Ala

Asn

Cys

Ser

200

Leu

Asp

Val

Val

Val

280

Glu

His

Fro

val

Ala
360

38

Pro

105

Arg

Ile

His

Leu

Val

185

Thr

Asn

Lys

Ile

265

Arg

Ile

Thr

Leu

345

Tyr

Thr

Val

Pro

Gly

Pro

170

Thr

- Tyr

Asn

Gly

His

250

Val

Gly.

His

Thr

Len

330

Glu

Phe

Tro

Ile

Val

vVal

155

Gly

Val

Ala

Ala

Thr

235

Arg

Met

hla

Asn

Gly

315

Thr

Ile

Ser

Gly

Asp

Val

140

Arg

Cys

Pro

Thr

Val

220

Leu

Gly

Ala

Val

Phe

300

Gln

Met

vVal

Met

Pro

Thr

125

Gly

Val

Ser

Val

Asn

205

Leu

Arg

Ala

Ala

Met

285

Thr

Arg

Ile

Phe

Gln
365

Ser

110

Ile

Ala

Leu

FPhe

Ser

150

Asp

His

Cys

Leu

Thr

270

Ile

Gln

Met

Leu

Gly

350

Gly

Asp

Thr

Pro

Glu

Ser

175

Ser

Cys

Leu

Val

Glu

Ala

Ala

335

Gly

Ala

Pro

Cys

Val

Asp

160

Ile

Val

Pro

Ile
240

His

. Cys

Ser

Cys

Trp

320

Tyr

i s

Trp
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Ala

Thr

385

Gly

Asn

Leu

Ser

Phe

465

Val

Gly

Pro

Tyr

Arg

545

Gly

Phe

His

Pro

Thr
625

Lys

370

Tyx

Leu

Gly

His

Ser

450

Arg

Glu

Ile

Ser

Asn

530

Pro

Phe

Asn

Pro

Arg

610

Val

Val

Ser

Phe

Ser

Thr

435

Gly

Ile

Asp

Val

Pro

515

Tep

Pro

Thr

Ser

Asp

595

Cys

Asn

Ile

Thr

Lys

Trp

420

Gly

Cys

Gly

Met

Pro

500

Val

Gly

Arg

Lys

Thr

580

Ala

Leu

Phe

Ala

Gly

Leu

405

His

Phe

Pro

Trp

Arg

485

Ala

Val

Asp

Gly

Thr

565

Leu

Thr

Ile

Thx

Ile

Ala

390

Gly

Ile

Mel

Glu

Gly

470

Pro

Gin

Val

Asn

Ala

550

Cys

Asp

Tyr

Asp

Ile
630

Leu

375

Thi

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ser

Gly

Glu

535

Trp

Gly

Leu

Val

Tyr

615

Phe

Leu

Val

Gln

Arg

Bla

440

Leu

Leu

Thy

520

Thy

Phe

Ala

Leu

Lys

600

Pro

Lys

39

Leu

Gly

Gln

Thr

425

Leu

Ser

Glu

Trp

Cys

505

Thx

Asp

Gly

Pro

Tyr

Val

Val

Arg

Asn

410

Ala

Phe

Ser

Tyr

His
490

Gly.

Asp

Val

Cys

Pro

570

Pro

Gly

Arg

Arg

Ala

Thr

395

Val

Leu

Tyr

Cys

Glu

475

Tyr

Pro

Arg

Phe

Thr

555

Cys

Thrx

Ala

Leu

Met
635

Gly

380

Val

Gln

Asn

Ala

Arg

460

Thr

Pro

Val

Gln

Leu

540

Trp

Arg

Asp

Gly

Trp

620

Tyr

Val

Gly

Leu I

Cys

Asn

445

Gly

Asn

Pro

Tyr

Gly

525

Leu

Met

Ile

Cys

Pro

605

His

Val

Asp

Ser

Asn

430

Lys

Leu

Val

Lys

Cys

510

Val

Asn

Asn

Arg

Phe

590

Trp

Tyr

Gly

Ala

Phe

> Asn

415

Asp

Phe

Asp

Thr

Pro

495

Phe

Pro

Ser

Leu

Pro

Gly

Thr
Ala
400

Thr

Asn

Asp

Asn

480

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr

560

Asp

LyS

Thr

Cys

Val
640
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Glu

Arg

Thr

Leu

Tyr

705

Glu

hla

Glu

Pro

Arg

785

Leu

Ala

Phe

Trp

Val

B65

Ala

Leu

His

Leu

Thr

Ser

690

Leu

Trp

Cys

Lys

Leu

770

Val

Leu

Glu

Thr

Leu

850

Pro

Val

Ala

Arg

Glu

Glu

675

Thr

Tyr

Val

Leu

Leu

755

Trp

Val

Leu

Gln

Leu

835

Ser

Pro

Ile

Fhe

Asp

660

Trp

Gly

Gly

Val

Trp

740

Ile

Phe

Pro

Val

Gly

820

Thr

Tyr

Leu

Leu

Leu
900

Ser
645

Arg

Ala

Leu |

Leu

Leu

725

Met

Tle

Phe

Ala

Leu

BO5

Glu

Pro

Met

Glu

His

885

Gly

Ala

Asp

Val

Ser

710

Leu

Leu

Leu

Ile

Ala

790

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

870

Pro

Ser

Ala

hrg

Leu

His

635

Pro

Phe

Ile

Hi s

Phe

775

Thr

Leu

His

Ala

Cys

Pro

680

Leu

Ala

Leu

Ile

Ser

760

Phe

Tyr

Pro

Leu

Lys
840

. Leu

Gly

Leu

Tyr

40

Asn

Gln

665

His

Val

Leu

Leu

745

Ala

Thr

Ser

Gln

Val

B25

Ile

Ala

Gly

Val

Leu
a0s

Phe
650
Gln

Ser

Thr

Leu

730

Gly

Ser

Ala

Val

Gln

810

Ile

Leu

Glu

Arg

Phe

890

Leu

Thr

Ser

Phe

Asn

Lys

715

Ala

Gln

Ala

hla

Leu

795

Ala

Leu

Leu

Ala

Asyp

875

Glu

Lys

Arg

Pro

Ser

Ile

700

Tyr

Asp

Ala

Ala

Trp

780

Gly

Tyr

Met

Gln
860
Gly

Val

hla

Gly

Leu

Asp

685

Val

Ile

Ala

Glu

Ser

765

Tyr

Leu

hla

Ile

Arg

845

Val

Ile

Thr

Ser

Asp

Leu

670

Leu

Asp

Val

Arg

Ala

750

Ala

Leu

Trp

Leu

Ile

830

Ser

Gln

Lys

Leu
510

Pro

Val

Lys

Ile

735

Ala

Asn

Lys

Ser

Asp

815

Ser

Val

Gln

Trp

Trp

895

Leu

Cys

Ser

Ala

Gln

Trp

720

Cvys

Leu

Gly

Gly

Phe

800

MAla

Ile

Trp

Trp

Val

880

Leu

Arg
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Val

Val

Met

945

Pro

Glu

Arqg

Ser

Gln

Arg

Val

Thr

Gly

Gly

Cys

Ile

Pro

Pro
Arg
930

Gly

Thr

Val

Thr

Leu

1010

Lys
1025

Thr
1040

Asp
1055

Thr
1070

Val
1085

Pro
1100

Trp
1115

Gly
1130

Fro
1145

Arg
1160

Tyr

215

His

Arg

Trp

Val

Val
995

Phe

Leu

I'rp

Ala

Phe

980

Ala

Val

hla

Thr

Ala

965

Cys

‘Gly Arg Glu

Gly

Arg

Lys

Gln

Tyr

Val

Pro

Mla

Val

Pro

Trp

Gly

Asn

Ser

His

Thr

Ser

Val

Arg

Leu

Lys

Leu

Glu

Phe

Gly

Gln

Pro

Asp

Arg

Ser

Arg

Gly

Gly

9550

Gln

Pro

Gly

Val

Leu

Leu

Gln

Leu

Ala

Mat

Pro

Leu

Lys

Thr

Ala His Ala

q1

920

Ala Arg Tyr

935

Thr Tyr Ile

Gly Leu Arg

Mel Glu Lys

Leu

Ile

Tyx-

Asp

Leu

Gln

Asp

Arg Val

925

Met Leu

940

955

970

985

Asp Ile
1000

Leu
1015

Leu
1030

Gly
1045

Ala
100

Gly
1075

Gly
1080

Tyr
1105

Gly
1120

Tyr
1135

Asp
1150

Leu
1165

Leu

Ala

Ala

Asn

Thi

Thr

Leu

Asp

Lys

Gly

Pro

Gln

Ser

Lys

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

Pro

Ile

Val

Val

Ile

Thr

Ala

Ser

Thr

Arg

Ser

Leu

Ala

Thr

vVal

Gln

Leun

Glu

Leu

Arg

Gly

Ser

His Leu

Ala Val

Lys Val Ile Val

Leu His Gly Leu Pro

10

Asp
1020

Ala
1035

Ser
1050

Val
1065

s Gly

1080

Ala
1095

Gly
1110

Asp
1125

Asn
1140

Ala
1155

Gly
1170

Cys

Leu

Ser

Ala

Trp
890

05

Thr

Ile

Prao

Val

975

Gly

Leu

Thr

Leu

960

Glu

Ala

Val Ser Ala

Gly Tyr Thr

Tyr

Leu

Leu

Val

Ser

Asp

Pro

Ala

Leu

Gly

Thr

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

Cys

Asp

Leu

Fro

Gln

Gly

Ser

Trp

Arg

Val

Thr

Val

Ser

Val

Y60
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Leu

Thr

Ala

Thr

Ala

Asn

Ser

Cys

Ser

Gln

Thr

Val

His

Met

Cys
1175

Ala
1120

r Leu

1205

Pro
1220

Pro
1235

Ser
1250

Thr
1265

Pro
1280

Ile
1255

Ser
1310

Val
1325

Ala
134G

Pro
1355

Ala
1370

Pro
1385

Ser
1400

Gly
1415

Pro

Arg

Asp

Pro

Thr

Gln

Leu

Asn

Thr

Ala

AsSp

Glu

Pro

]-.)eu

Leu

Lys

Val

Arg

Gly

Ile

Rla

Gly

Gly

Ile

Tyr

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

Lys

Asn

Gly

Val

Ala

Val

Ser

Tyr

Phe

Arg

Ser

Ala

Thr

Ala

Thr

His

Ser

Lys

ARla

His

Ala

Arg

Pro

Gly

Lys

Gly

Thx

Thr

Gly

Val

Glu

Ile

Cys

Val

Ala
1180

Lys
1195

Arg
1210

Gln
1225

LYS
124G

Val
1255

Ala
1270

Gly
1285

Tyr
1300
Asp
1315

Ile
1330

Val
1345

Thr
1360

Gly
1375
LYS
1330

AsSp
1405

Ala
1420
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val

Ser

Thr

Thr

Ser

Leu

Tyxr

Val

Gly

Ile

Leu

Arg

Thr

Glu

Gly

Glu

TYyr

Pro

Tyr

Thr

Val

Met

Arg

Lys

Ile

Gly

Leu

Pro

Ile

Gly

Leu

Tyr

Leu
Asp
Ser
Gln
Lys
Leu
Ser
Thr
Phe
Ile
Ile
Val
His
PFD
Arg
Ala

Arg

Phe

Phe

Phe

Val

Val

Asn

Lys

Val

Leu

Cys

Gly

Val

Ala

Phe

His

Ala

Gly

Arg
1185

Tle
1200

Ser
1215

Gly
1230

Pro
1245

Pro
1260

Ala
1275

Thir
1290

Ala
1305

Asp
1320

Thr
1335

Leu
1350

Asn
1365

Tyr
1380

Leu
1385

Ala
1410

Leu
1425

Ala

Pro

Asp

Tyr

Ala

Ser

His

Thr

Asp

Glu

val

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Ala

Val

Asn

Leu

BRla

Val

Gly

Gly

Gly

Cys

Leu

Thr

Glu

Lys

Phe

Arg

Val

Val

Glu

His

Tyr

Ala

Ile

Asp

Gly

His

Asp

Ala

Glu

Ala

Cys

Gly

Ser
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Val

Leu

Asn

Phe

Arg

Val

Leu

Thr

Ala

Gln

Gln

Asp

Gly

Ile

Gln

Gly

Ile
1430

Met
1445

Val
1460

Thr
1475

Gln
1490

Tyxr
1505

Val
1520

Thr
1535

Pro
1550

val
1565

Thr
1580

Ala
1585

Val
1610

Pro
1625

Thr
1640

Ala
1655

Val
1670

Pro

Thr

Ala

Arg

Val

Leu

Pro

Phe

Lys

Thr

Met

Thr

Leu

Asp

Leu

Thr

Gly

val

Thr

Arg

Ser

Cys

Ala

Leu

Thr

Gln

vVal

Trp

Pro

Thr

Leu

Ala

Gin

Tyr

Thr

Thr

Gly

Ser

Glu

Glu

Pro

Gly

Gly

Cys

Lys

Leu

His

Glu

Rla

Gly

Thr

Gln

Gln

Arg

Gly

Cys

Thr

Val

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu

Pro

Val

Val

Asp
1435

Gly
1450

Ile
1465

Thr
1480

Thr
1495

Glu
1510

Tyx
1525

Thr
1540

Cys
1555

Thr
1570

Asp
1585

Arg
1600

Leu
1615

Tyr
1630

Val
1645

Met
1660

Ala
1675
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Val

Asp

Val

Val

Gly

Arg

Asp

Val

Gln

His

Asn

Ala

Thr

Arg

Thr

Thr

Ala

Val

Phe

Asp

Pro

Arg

Pro

Ala

Arg

Asp

Ile

Phe

Lys

Arg

Leu

Lys

Ser

Tyr

Val
Asp
Phe
Gln
Gly
Ser
Gly
Leu
His
Asp
A}a
Ala
Leu
Gly
Tyr
Thr

Cys

Val

Ser

Asp

Arg

Gly

Bla

Arg

Leu

hla

Tyr

Pro

Lys

ala

Ile

Trp

Leu

Ala
1440

Val
1455

- Leu

1470

Ala
1485

Leu
1500

Met
1515

Ala
1530

Ala
1545

Glu
1560
His
1575

Leu
1550

Pro
1605

Pro
1620

Val
1635

Ala
1650

Val
1665

Ala
1680

Thr

Ile

Asp

Val

Trp

Tyr

Phe

Phe

Thr

Pro

Thir

Thr

Thr

Leu

Thr

Asp

Asp

Pro

Ser

Thr

Asp

Tyr

Phe

Trp

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Arg

Glu

Asn

Glu

ser

vryr

Trp

Thr

Glu

Met

Gly

Cys
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Ile

Ala

Glu

Bla

Thr

Pro

Ser

Pro

Pro

Trp

Val

Gly

Ser

Ser

Gly

His

Ile

Ser
1685

Pro
1700

Cys
1715
Glu
1730

Lys
1745

Lys
1760

Gly
1775

Ala
1790

Leu
1805

Leu
1820

Val
1835

Lys
1850

Gly
1865

Val
1880

Ala
1895

Val
1910

Ala
1925

Ile

Asp

Ala

Mel

Gln

Tle

Val

Pro

Ala

Ser

Ile

Ala

Glu

Leu

Gly

Phe

Ile

LyS

Ser

Leu

Ala

GlLu

Gln

Ala

Ser

Gly

Leu

Leu

Asp

val

Gln

Ala

Gly

Glu

Lys

Lys

Gln

Gln

Tyr

Ser

- Ser

Gln

Leu

Val

vVal

Val

Val

Gly

Ser

Arg

Tle

Ala

Ser

Asp

Phe

Leu

Met

Thr:

Ile

Val

AsSp

Ala

Val

Gly

Glu

Arg

Ile
1690

Leu
1705

hla
1720

Lys
1735

Ile
1750

Trp
1765

Ala
1780

Met
1795

Thr
1810

Ala
1825

Gly
1840

Val
1855

Phe
1870
Asn
1885

Val
1900

Gly
1915

Gly
1930
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His

Tyr

Leu

Ile

Gln

hAla

Gly

Ala

Ile

Pro

Ala

Leu

Lys

Leu

ile

Ala

Asn

Leu

Glu

Ile

Leu

Pro

Arg

Leu °

Phe

Leu

Pro

Ala

Ala

Ile

Leu

Cys

Val

His

Ala

Glu

Gly

Ala

His

Ser

Leu

Ala

Val

Gly

Met

Pro

Ala

Gln

Val

Asp

Phe

Glu

Leu

Met

Met

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ala

Ala

Trp

Ala

Gln
1695

Asp
1710

Gly
1725

Leu
1740

Gln
1755

Trp
1770

Leu
1785

Ala
1800

Lle
1B1S

Ala
1830

Ser
1845

Gly
1860

Gly
1875

Ile
1890

Ile
1905

Met
1920

Pro
1835

val

Glu

Gln

Gln

Bsn

Pro

Leu

Met

Thr

ITle

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

Thx

val

Met

Arg

Gln

Ser

Phe

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

Arg

Arg

His

Val

Glu

Met

Ala

Trp

Ile

Asn

Ser

Gly

Phe

Leu

Ile

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr
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Val

Ser

Thr

Ile

Leu

Ser

Met

Arg

Met

Cys

val

Ser

Gln

Ile

Val

Leu

Leu

Ala
1940

Leu
1955

Glu
1970

Trp
1985

Ser
2000

Cys
2015

Thr
2030

Leu
2045

Trp
2060

Val
2075

Ala
2090

Tyr
2105

val
2120

His
2135

Thr
2150

Pro
2165

Thr
2180

Glu

Thr

Asp

Glu

hla

Gln

Thr

Gly

Gln

Pro

Ala

Val

Pro

Arg

Phe

Cys

Asp

Ser

Ile

Cys

Trp

Lys

Lys

Arg

Thr

Gly

Lys

Ser

Thr

Ala

Phe

Thr

Asp

Pro

Asp

Thr

Pro

Val

Leu

Cys

Met

Thr

Pro

Glu

Gly

Pro

Ala

Val

Pro

Ser

Ala

w
[
=

Val

Cys

Leu

Tyr

Ser

Lys

Phe

Pro k

Glu

Pro

Gly

Glu

His

Ser
1945

Leu
1660

Pro
1975

Ser
1990

Pro
2005

Val
2095

Thxr
2110

Phe
2125

Thr
2140

Leu
2155

Pro
2170

Ile
2185

45

Leu

Leu

Cys

Ile

Lys

Gly

Gly

Thr

Asn

Glu

Ser

Phe

Pro

Asn

Asp

Thr

Arg

Arg

Ser

Leu

Met

val

Ala

Gly

Asn

Tyr

Val

Asp

Ser

Gly

Ser

Thr

Ala

Val
Arg
Gly
Thr
Pro
Trp
Asn
Pro
Cys
Lys
Thr
Asn
Trp
Pro
Leu
Glu

Glu

Thx

Leu

Ser

Asp

Gly

Ala

Ile

Lys

Tyr

Thr

Gln

Leu

Val

Fhe

Val

Val

Thr

Gln
1950

His
1965

Trp
1980

Phe
1985

Leu
2010

Gly
2025

Ser
2040

Thr
2055

Thr
2070

Ala
2085
His
2100

Lys
2115

Asp
2130

Phe
2145

Val
2160

Leu
2175

Ala
2190

Val

Ala

Lys

Pro

Thr

Gly

Cys

Glu

Ile

Gly

Val

Gly

Arg

Gly

Ala

hla

Leu

Trp

Arg

Asn

Phe

Gly

His

Leu

Gly

Try

Ser

Pro

Val

Asp

Ser

Ser

Arg

Ser

Ile

Asp

Trp

Ile

Val

Val

Asn

Pro

Arg

Phe

Cys

Glin

Glu

Gln

Met

Arg

Uk
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L.eu

Gln

Thr

Gly

Asp

Ser

Ala

Glu

Cys

Arg

Leu

Asn

Val

Leu

Leu

Cys

Asp

Ala
2155

Leu
2210

Ala
2225

Asp
2240

Ser
2255

Val
2270

Leu
2285

Thr
2300

Ala
2315

Arg
2330

Arg
2345

Asp
2360

Gln
2375

Ser
2390

Glu
2405

Glu
2420

Gln
2435

Arg

Ser

Tyr

Val

Leu

Fro

Pro

Trp

Leu

Arg

Glu

Ser

Gln

Ser

Fhe

Val

Glu

Gly

Ala

Asp

Thr

Asp

Ser

Pro

Lys

Pro

Ala

Met

Pro

Met

Glu

Ile

Asp

Ser

Pro

Cys

Arg I

Ser

Glu

Trp

Arg

Pro

Arg

hla

His

Ser

Pro

Pro

Asp

Ser

Pro

Met

Tyr

Ala

Pro

Thr

Val

Asp

Ser

Gly

Pro

Ala

Ser

Val

Pro
2200

Leun
2215

Met
2230

Glu
2245

Thr
2260

Leu
2275

Arg
2290

Asp
2305

Pro
2320

Len
2335

Lys
2350

Thix
2365

Glu
2380

Leu
2365

Arg
2410

Asp
2425

Ile
2440

46

Ser

Lys

Val

Ser

Glu

Thr

Pro

Tyr

Gln

Thr

Val

Gly

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Ala

Asp

Asp !

Val

Arg

Asp

Glu

Ala

Gln

Leu

Ala

Ala

Gly

- Ala

Lys

Cys

Ala
Thr

Ala

Arg
Tyr
Pro
PFO
Asp
Ser
Asp
Ala
Glu

Pro

Serx

Ser

Cys

Asn

Lys

Asp

Arg

Asn

Pro

Val

Asn

Pro

Thr

Pro

Pro

Trp

Met:

Ser
2205

Thr
2220

Leu
2235

Val
2250

Asp
2265

Lys
2280

Pro
2295

Thr
2310

Pro
2325

Val
2340

Leu
2355

Gly
2370

Asp
2385

Gly
2400

Ser
2415

Ser
2430

Ser
2445

Ser

Thr

Phe

Ile

Arg

Phe

Pro

Val

Pro

Glu

Gln

Gly

Ala

Asp

Glu

Thr

Tyr

Ala

His

Met

val

Glu

Pro

Val

Leu

Pro

Gly

Asp

Asp

Gly

Pro

Gly

val

Ser

Ser

Lys

Gly

Leu

Pro

Pro

Ile

Gly

Arg

Val

Thr

Ser

Ser

Asp

Glu

Ser

Trp

UES
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20

25

30

40

Thr

Pro

Val

Val

Val

Leu

Ala

Ser

Leu

Asn

Ala

Lys

Met

Asp

Gln

Gly
2450

Ile
2465

Tyr
2480

Thr
2495

Leu
2510

Leu
2525

Lys
2540

Arg
2555

Glu
2570

Glu
2585

Arg
2600

Met
2615

Gly
2630

Phe
2645

Ser
2660

Ile
2675

Glu
2690

Ala

Ser

Ser

Phe

Gln

Ser

Ser

Gly

Asp

Val

Leu

Ala

Pro

Leu

Tyr

Arg

Ala

Leu

Pro

Thr

Asp

Asp

Val

Arg

bla

Gln

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

Arg

Ile

Leu

Thr ¢

Arg

Val

Glu

Tyr

Val

His

Cys

val

Tyxy

Tyr

Lys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Val

Lys

Glu

Gly

Asn

Thr

Ile

Tyr

Arg

Glu

Val

Pro
2455
Asn
2470

Arg
2485

Gln
2500

Arg
2515

Ala
2530

Fhe
2545

His
2560

Pro
2575

Asp
2590

Pro
2605

Ile
2620

Phe
2635

Tep
2650

Cys
2665

Ser
2680

Tle
2695

47

Cys

Ser

Ser

Val

Ala

Cys

Gly

Tle

Tle

Pro

Asp

Ala

Gln

Gly

Phe

Ile

Mis

Gly

Leu

Ala

Leu

Ala

Bla

Ala

Arg

Asp

Ala

Leu

Gln

Tyr

Ser

Asp

Tyr

Ser

Pro
Met
Ser
Asp
Ser
Lgu
Lys
Ser
Thr
Lys
Gly
Lys
Ser
Lys
Ser
Glin

Ile

Glu

Arg

Leu

Ala

Lys

Thr

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Lys

Thr

Ala

Thr

Glu
2460

Phe
2475

Arg
2490
His

2505

Val
2520

Pro
2535

Val
2550

Trp
25865

Ala
2580

Gly
2595

Arg
2610

Pro
2625

Ala
2640

Asp
2655

Val
2670

Cys
2685

Glu
2700

Glu

His

Ala

Tyr

ser

Pro

Arg

Glu

Met

Lys

Val

Lys

Glu

Pro

Thr

Lys

Asn

Lys

Asp

Ala

His

Ser

Asp

Ala

LYS

Cys

Ala

Arg

Met

Glu

- Leu

L.eu

Leu

Lys

Lys

Sern

Arg

Ser

Leu

Leu

Lys

Pro

Glu

Ile

Val

Gly

Arg

Pro

Tyr

Y66
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Val

Arg

Thr

Gly

Val

Arg

Asp

Ser

Tyr

Trp

Ile

Thr

Asn

Leu

Phe

Ala

Ser

Gly
2705

Arg
2729

Metl
2735

Ile
2750

Ile
2765

Ala
2780

Leu
2795

Ser
2810

Phe
2825

Glu
2840

Ile
2855

His
2870

Leu
2885

Asp
2900

Ser
2915

Thr
2930

Arg
2945

Gly

Cys

Thr

Val

Ser

Phe

Pro

Asn

Leu

Thr

Gln

Phe

Asn

Leu

Leu

Leu

Ala

Pro

Arg

Cys

Asp

Glu

Thr

Arg

val

Thr

Val

Tyr

Phe

Phe

Pro

His

Arg

Arg

Met

Ala

Tyr

Pro

Ser

Glu

Pro

Ser

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

Ala

Thr

Lys

RAla

Thr

Ser

Ile

Thr

Gln

Ala

Glu

Val

Asp

His

Pro

Ile

Met

Ile

Tyr

Leu

Val

Asn
2710

Gly
2725

Lys
2740

Met
2755

Gly
2770

Mel
2785

Tyxr
2800

Ala
2815

Pro
2830

Ser
2845

Thr
2860

Leu
2875

Tyr

239

Ile
2905

Ser
2920

Gly
2935

Arg
2950

48

Ser

Val

Ala

Leu

Asn

Thr

Asp

Leu

Thr

Pro

Ile

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

Leu

Val

Glu

Arg

Leu

Asp

Thr

Val

Trp

Ala

Ala

Arg

His

Pro

Ser

Gly

Thr

A}a

Cys

Glu

Tyr

Glu

Ser

Pro

Asn

val

Gln

Val

Leu

Glu

Pro

Gln

Thr

Ala

Gly

Leu

Arg

Ile

Ser

Arg

ASp

Tyr

His

Leu

Leu

Ile

Ser
2715

Ser
2730

Cys
2745

Asp
2760

Glu
2775

- Ala

2790

Ile
2805

Gly
2820

Thr
2835

Trp
2850

Met
2865

Thr
2880

Ser
2895

Gly
2910

Ser
2925

Arg
2940

Ile
2955

Cys

Met

Lys

Asp

Arg

Thr

Arg

Arg

Leu

val

Leu

Val

Leu

Arg

Ala

Gln

Gly

Gly

Ala

Leu

Asn

Pro

Arg

Ala

Gly

Ile

Asn

Asn

Asp

Val

Trp

Gly

Tyr

Asn

Ala

Val

Leu

Gly

Cys

Arg

Ala

Asn

Met

Gln

Pro

Ala

Ala

Lys

Gly

463
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49

Arg Ala Ala Thr Cys Gly Arg Tyr Leu Phe Asn Trp
2960 2865 2970

Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro ILewu Pro Glu Ala Ser
2575 2980 2985

Leu Ser Gly Trp Phe Thr Val Gly Ala Gly Gly Gly
2950 2965 3000

flis Ser Val Ser His Ala Arg Pro Arg Leu Leu Leu
3005 3010 3015

Leu Leu Leu Ser Val Gly Val Gly Ile Phe Leu Leu
3020 3025 3030

<210> 8

<211> 3008

<212> PRYT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> GenBank CAAT2338 VCIl 4 (EDA3)

<400> 8

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg

1 5 10

Arg Arg Pro Met Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln

20 25
Gly Vval Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly
35 40 45

Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gln Pro Arg Gly Arg
50 55 60

Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Ser Trp Ala

65 70 75

Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Cys Gly Trp

85 20
Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro
100 105
Arg Gly Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val Ile Asp Thr
115 120 125

Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr I[le Pro Leu Val Gly

120 135 140

Ala

Arg

Asp

Leu

Pro

Asn

Tle

30

Val

Arg

Gln

Ala

Asn

110

Leu

Ala

Val

Leu

Ile

Cys

Ala

Thr

15

Val

Arg

Gln

Pro

Gly

95

Asp

Thr

Pro

Lys

Asp

Phe

Le i

Arg

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

Trp

Pro

Cys

Val

\&B
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Gly

145

Gly

Phe

Asn

Asn

Gly

225

Ala

Ser

Ser

Gln

Asn

305

Asp

Val

Trp

Ala

Thr

385

Asn

Ser

Ile

Leu

Tyr

Ser

210

Cys

Leu

Leu

Gly

Met

2590

Cys

Met

Met

Gly

Lys

370

His

Leu

Val

Asn

Leu

Arg

185

Ser

val

Thr

Arg

Leu

275

Phe

Ser

Met

Arg

Val

Val

Val

Phe I

Rla

Tyr

Ala

180

Asn

Ile

Pro

Pro

Ser

260

Tyr

Ser

Ile

Met

Ile

340

Leu

Ile

Ser

Arg

Ala

165

Leu

Val

Val

Cys

Thr

245

His

Iie

Phe

Tyr

Asn

325

Pro

Val

Leu

Gly

Ser
405

Ala

150

Thr

Leu

Ser

Ty

Val

230

Val

Val

Gly

Arg

Thr

310

Trp

Thr

Gly

Val

Ala

390

Gly

Leu

Gly

Ser

Glu
215
Arg

Ala

Asp

Pro

295

Ser

Thr

Val

Leu

375

Ala

Ser

Ala

Asn

Cys

Ile

200

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

280

Arqg

His

Pro

Leu

Ala

360

Phe

Val

Lys

His

Leu

Leu

185

Tyr

Asp

Gly

Pro

Met

265

Cys

Arg

Ile

Thr

Val

345

Leu

Gly

Gln

Pro
170

Thr

His

His

Asn

Tyr

250

Val

Gly

His

Thr

val

155

Gly

Val

Val

His

Gln

235

Ile

Gly

Gly

Trp

Gly

. 315

Thr

330

Asp

Phe

Phe

Arg

Asn
1140

Thr

Leu

Ser

Ala

Ser

395

Leu

Arg

Pro

Thr

Ile

220

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

300

His

Leu

Leu

Met

Gly

380

Thr

Gln

Rla

Ser

Ala

Asn

205

Arg

Ala

Nla

Phe

285

Thr

hrg

val

Ser

Gln

365

Val

Ala

Leu

Leu

Phe

Ser

190

Asp

His

Cys

Pro

Thr

270

Leu

Gln

Met

Leu

Gly

350

Ala

Asp

Gly

Glu

Ser

175

Ala

Cys

Leu

Trp

Leu

255

Val

Val

Asp

hla

Ala

335

Gly

Asn

Ala

Leu

Asn
415

Asp

160

Ile

Val

Pro

Pro

Val

240

Glu

Cys

Gly

Cys

Trp

320

Gln

His

Trp

Glu

Ala

400

Ser

46
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Leu

Ser

Tyr

465

Ser

Ile

Ser

Thr

Pro

545

Phe

Gly

Thr

Ile

Ser

625

Gln

Arg

Gln

Gly

Asn

Ser

450

Gly

Asp

Val

Pro

Trp

530

Pro

Thr

Thr

Tyr

Asp

610

Val

Ala

Asp

Ile

Ser

Thr

435

Gly

Gln

Asp

Pro

Val

515

Gly

His

LyS

Trp

Ala

595

Tyr

Phe

Ala

Arg

Leu
&75

Trp

420

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

500

Val

Glu

Gly

Thr

His

580

Lys

Pro

Asn

Cys

Val

660

Pro

His

Phe

Ser

Trp

Pro

485

Ser

Val

Asn

Ala

Cys

565

Cys

Cys

Tyr

Asn
645

Glu

Cys

Tle

Leu

Glu

Gly

470

Tyr

Ser

Gly

Glu

Trp

550

Gly

Pro

Gly

Arg

Arg

630

Trp

Leu

Ser

Asn

Ala

Arqg

455

Pro

Cys

val

Thr

Thr

535

Phe

Ala

Thr

Ser

Leu

615

Thr

Thr

Ser

Phe

Arg

Ser

440

Leu

Leu

Trp

Cys

Thr

520

Asp

Pro

Asp

Gly

600

Trp

FPhe

Axq

Pro

Thr
&80

Thr
125

Leu

Ala

His

Gly

505

Asp

Val

Cys

Pro

Cys

585

Pro

His

Val

Gly

Leu

665

Thr

Ala

Cys

Val

Tyr

490

Pro

Hi.s

Phe

Val

Cys

570

Phe

Trp

Phe

Gly

Glu

650

Leu

Leu

Leu Asn Cys

Tyr

Cys

Ala

475

Ala

Val

Val

Leu

Trp

555

Glu

Arg

Ile

Pro

Gly

635

Val

Leu

Pro

Thr

Lys

460

Asn

Pro

Tyr

Gly

Leu

540

Met

Val

Lys

Thr

Cys

620

Ile

Cys

Thr

Ala

His

445

Ser

Ile

Arg

Cys

Val

525

Asn

Asn

Asn

His

Pro

605

Thr

Glu

Gly

Thr

Leu
685

Asn

430

Lys

Leu

Ser

Pro

Phe

510

Pro

Ser

Thr

Pro

590

Arg

Rla

His

Leu

Thr

670

Ser

Asp

Fhe

Asp

Gly

Cys

495

Thr

Thr

Thr

Thr

Asn

575

Glu

Cys

Asn

Arg

Glu

655

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

480

Gly

Pro

Tyr

Arg

Gly

560

Asn

Thr

Lew

Phe

Met

640

His

Trp

Gly

Y3 o
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Len

Val

705

Leu

Met

Asn

Ile

Ala

785

Leu

Ser

Pro

Phe

Asn

865

Cys

Gly

Val

Val

Thr
945

Ile

630

Gly

Ala

Meat

Ile

Leu

770

Ala

Met

Leu

His

Ile

B50

Val

Pro

Pro

Arg

Tyr

930

Gly

His

Ser

Phe

Phe

Asn

755

Phe

Ala

Leu

Gly

Tyr

835

Ala

Arg

Asp

Leu

Ala

915

Gly

Thr

Leu

Ala

Leu

Met

740

Bla

Ile

Tyr

Pro

Gly

820

Lys

Arqg

Gly

Leu

His

200

Gln

Lys

Tyr

His

val

Leu

725

val

Ala !

Cys

Bla

Glu

805

Ala

L.eu

Thr

Pro

Val

885

Ile

Ala

Tyr

Ile

Gln
Val
710

Leu

Ser

Tle

Ala

790

Arg

Ile

Trp

Glu

Arg

870

Phe

Leu

Leu

Phe

Tyr
8950

Asn

695

Ser

Ala

Gln

- Ala

Val

775

Cys

Ala

Val

Leu

Ala

855

Asp

Asp

Gln

Val

Gln

935

Asp

Ile

Trp

ABp

Val

Ala

760

Trp

Gly

Tyr

Val

Ala

840

Val

Ser

Ile

Ala S

Lys
920

Met

His

52

val

Ala

Ala

Glu

745

Gly

His

Leu

Ala

Met

825

Arqg

Leu

Val

Thr

Val

L.eu

Bsp

Leu

Arg

730

MAla

Ala

val

Trp

Tyr

810

Leu

Gly

His

Lys
890
Leu
Cys

Val

Thr

Val

Lys

715

Val

Ala

Gln

IJYS

Pro

785

Asp

Thr

Len

Val

Val

875

Tyr

Leu

Ser

Leu

Pro
855

Gln

700

Trp

Ser

Leu

Gly

Gly

780

Cys

Gln

Ile

Trp

Ty

860

Leu

Leu

Arg

Leu

Lys

940

Met

Tyr

Glu

Ala

Ser

Phe

765

Arg

Phe

Glu

Leu

Trp

845

Ile

Ala

L,eu

Ile

Leu

925

Ser

Ser

Leu

Tyr

Tyr

Asn

750

Trp

Phe

Leu

val

Thr

830

Ile

Pro

Val

BAla

Pro

910

Arg

Arg

Asp

Tyr

Val

Leu

735

Leu

Tyr

Pro

Leu

Ala
BLS

Leu ¢

Gln

Ser

Leu

ITle
895

Gly

Trp

Gly

Val

720

Trp

Ile

Ala

Ala

Leu

800

Gly

e
T
)

Phe

Val

880

Leu

Phe

Val

Leu

Pro
960

Y



(97}

10

20

25

30

40

Pro

Thr

Cys

Glu

Arg

Leu

Glu

Phe

Gly

Gln

Pro

Asp

Gly

Val

Thr

Tyr Gly Leu Arg Asp Leu Ala Val Ala Leu Glu Prc Val Val Phe
965
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Ala
1800

Asn
1815

Ala
1830

Gly
1845

Tyr
1860

Ser
1875

Ala
1890
Ala
1905

Trp
1920

Ser
1935

Thr
1950

Leu
1965

Ser
1980

Asp
1995

Gly
2010

Ala
2025

. Tle

2040

Ser

Ile

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Ile

Met

Pro

Gln

His

Trp

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu

Leu

Thr

Ile

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

Thr

Ile

Gln

Leu

Lys

Pro

Asp

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

Ser

Arg

Arg

His

Leu

Trp

Arg

Val

Phe

Gly

His

U



10

15

20

30

35

40

45

Val

Asn

Pro

Arg

Cys

Cys

Arg

Glu

Gln

Met

Arg

Ser

Lys

Arg

Lys

Asp

Arg

Lys
2045

Thr
2060

Ser
2075

Val
2090

His
2105

Gln
2120

Ile
2135

Val
2150

Leu
2165

Leu
2180

Leu
2195

Gln
2210

Asp
2225

Gln
2240

Val
2255

Glu
2270

His
2285

Asn

Trp

Thr

Ser

Tyr

Val

His

Thr

Pro

Thr

Lys

Leu

Glu

Val

Arg

Lys

Gly

His

Pro

Ala

Val

Pro

Arg

Phe

Arg

Ser

Pro

Met:

Ile

Glu

Phe

Ser

Gly

Arg

Glu

Val

Ala

Tyr

Ser

Glu

Pro

Gly

Ala

Asp

Gly

Ile

Pro

Met

Thr

Pro

Asp

Gly

Pro

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

Pro

Met

Gly

Asp

Ser

Pro

Lys
2050

Phe
2065

Ala
2080

Tyr
2095

Ala
2110

Glu
2125

Pro
2140

Gly
2155

Giu
2170

His
2185

Pro
2200

Ser
2215

Glu
2230

Asn
2245

Ser
2260

Val
2275

Ala
2290

69

Ile

Pro

Pro

Val

Thr

Fhe

Pro

Leu

Pro

Ile

Pro

Leu

Leu

Ile

Phe

Ser

Leu

Thr

Ile

Asn

Glu

Ala

Phe

Cys

Ser

Asp

Thxr

Ser

LyS

Ile

Thr

Glu

Ala

Pro

Gly

Asn

Tyr

val

Glu

Thr

Lys

Thr

Val

Ala

Leu

Ala

Glu

Arg

Pro

Glu

Ile

Pro

hla

Gln

Arg

Gly

Glu

Pro

Tyr

Thr

Glu

Ala

Thr

Ala

Val

Leu

Cys

Trp

Lys
2055

Thr
2070

Arg
2085

Arg
2100

Leu
2115

vVal
2130

Leu
2145

Ala
2160

Val
2175

Thr
2190

Ser

2205

Cys
2220

Asn
2235

Glu
2250

Thr
2265
His
2280

Ala
2295

Thr

Thr

Ala

Leu

Lys

Asp

Leu

Ile

Val

Ala

Ser

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

RArg

Cys

Thr

Leu

Gly

Cys

Gly

Arg

Gly

Thr

Ala

Ser

Thr

Leu

Glu

Asp

Pro

Pro

Ser

Gly

Trp

Asp

Pro

Val

AsD

Ser

Ser

Arg

Ala

Ser

Trp

Asn

Tyxr

Pro

2B
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Tyr

Pro

Pro

Ser

Val

Ala

Gly

Val

Trp

Leu

Met

Lys

Glu

Lys

Ser

His

Asn
2300

Pro
2315

Ile
2330

Thr
2345

Glu
2360

Ile
2375

Cys
2390

Glu
2405

Ser
2420

Thr
2435

Pro
2450

Val
2465

Val
2480

Val
2495

Leu
2510

Bla
2525

Ala
2540

Pro

Val

Pro

Val

Thr

Ser

Pro

Asp

Gly

Ile

Tyr

Thr

L.eu

Leu

Arg

Ser

Fro

Val

FPro

Ser

Ser

Ser

Glu

Gly

Gln

Ala

Ser

Phe

Lys

sSer

Ser

Lys

Leu

Ser

Pro

His

Asp

Pro

Ala

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

Glu

Ile

Lys

Ala

lle

Gly

Arg

Ala

Gly

Val

Giu

Pro

Asp

Ile

Leu

Thi

Arg

Ile

Glu

Tyr

Val

Gln
2305

Cys
2320

Arg
2335

Leu
2350

Pro
2365

Pro
2380

Ser
2395

Asp
2410
val
2425

Thr
2440

Ser
2455

Ser
2470

Val
2485

Lys
2500

Glu
2h15

GCly
2530

Asp
2545

10

Ala

RAla

Lys

Ala

Gly

Pro

Tyr

Leu

Val

Pro

Asn

Arg

Gln

L.eu

Ala

Tyr

His

Tryo

Val

Arg

Gln

Pro

Thr

Ser

Ser

Cys

Cys

Ser

Ser

Val

Arg

Cys

Ile

Gln
Ala
Leu
Leu
Sex
Pro
Ser
Sex
Cys
Ala
Leu
Aia
Phe
Ala
Asp
Ala

Arg

Met

Pro

Val

Ala

Ser

Thr

Met

Gly

Ser

Ala

Ile

Ser

Asp

Ser

Leu

Pro
2310

Pro
2325

His
2340

Asp
2355

AspP
2370

Thr
2385

Pro
2400

Ser
2415

Met
2430

Glu
2445

Arg
2460

Leu
2475

Gln
2490

Thr
2505

Thr
2520

Asp
2535

Val
2550

Gly

Lys

Leu

Fro

Pro

Trp

Ser

Glu

His

Arg

His

Val

Pro

Val

Trp

Tyr

Pro

Asyp

Val

- Gly

Asp

Leu

Ser

Ty

Glu

His

Gln

Tyr

Gln

Ser

Arg

Glu

Glu

Ala

Glu

FPhe

Leu

Asp

Glu

Thr

Lys

Asn

Lys

Gln

Ala

His

Ser

Asp

4aq
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Leu

Lys

Pro

Glu

Val

Val

Gly

Arg

Asp

Tyr

Tyr

Asn

Ala

Val

Leu

Gly

Cys

Leu
2555

Asn
2570

Ala
2585

Lys
2600

Met
2615

Glu
2630

Phe
2645

Asp
2660

Pro
2675

Val
2690

Arg
2705

Thr
2720

Asn
2735

Val
2750

Arg
2765

Asp
2780

Ser
2795

Glu

Glu

Arg

Met:

Gly

Tyr

Ser

Ile

Met

Gly

Arg

Leu

Ile

Iile

Ala

Ala

Ser

Asp

Val

Leu

Ala

Pro

Leu

Tyr

Arg

hla

Gly

Cys

Thr

Cys

Phe

Pro

Asn

Ser

Phe

Ile

Leu

Ala

Leu

Asp

Thr

Pro

Arg

Cys

Asp

Glu

Thr

Gln

Val

Asp

Cys

Val

Tyr

Tyr

Lys

Thr

Glu

LYS

Met

Ala

Tyx

Tyr

Ser

Asp

Pro

Ser

Thr
2560

Val
2575

FPhe
2590

Asp
2605

Gly
2620

Met:
2635

Arg
2650
Asn
2665
Ala
2680

vVal
2695

Ser
2710

Leu
2725

Asp
2740

Ala
2755

Ala
2770

Thr
2785

Val
2800

71

Pro

Asp

Pro

Val

Phe

Tro

Cys

Glu

Val

Asn

Gly

LyS

Met

Gly

Mek

Tyr

Ala

Pro

Asp

Thr

Gln

Arg

Phe

Ile

Ser

Ser

Val

Ala

Leu

Val

Thr

Asp

His

Pro

Ser

Leu

Arg

Tyr

Ser

Asp

Tyr

Ser

Lys

Leu

Gln

Val

Gln

Arg

Leu

Asp

Thr

Lys

Lys

Ser

Lys

Ser

Gln

Leu

Gly

Pro

Ala

Cys

Glu

Tyr

Glu

Gly

Thr
2565

Gly
2580

Val
2595

Leu
2610

Pro
2625

Lys
2640

Thr
2655

Ser
2670

Thr
2685

Gln
2700

Thr
2715

Ala
2730

Gly
2745

Asp
2760

Ser
2775

Leu
2790

Asn
2805

Ile

Gly

Arg

Pro

Asn

val

Val

Cys

Glu

Ser

Ser

Cys

Asp

Thr

Ala

Tle

Gly

Met

Arg

Val

Gln

Gln

Pro

Thr

Gln

Arg

Cys

Mel

Arqg

Asp

Ala

Pro

Thr

Lys

Ala

Lys

Cys

Ala

Arg

Met

Glu

lL.eu

Gly

Gly

Ala

Leu

Ser

Proe

\qo
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Tyr Tyr
281

Ala Trp
282

Asn [le
284

Met Thr
285

Lys hla
287

Pro Leu
288

Ala Phe
290

Gly Ala
291

Arg His
293

Gly Lys
294

Lys Thr
296

Asp Leu
297

Tyr His
299

Leu Leu
300

Arg

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

<220>
<223>

Tyr
0

Glu
5

0

His
5

Leu
0

Asp

5

Ser
0

Cys
5

Arg
0

Ala
5

Lys
0

Ser
5

Ser
0

Leu
5

10
8
PRT

Leu

Thr

Mert

Fhe

Asp

Leu

Leu

Leu

Ala

hla

Leu

Asp

Val !

Leu

Secuencia

CDR1 Cadena Pesada HC-1

Thr

Ala

Phe

Phe

Phe

Pro

His

Arg

Arg

Ile

Lys |

Trp

Thr

Arg

Arg

Ala

Ser

Asp

Ala

Lys

Ala

Phe

r Leu

Val

Asp
2815

His
2830

Pro
2845
Tle
2860

Tle
2875

Ile
2890

Tyr
2905

Leu
2620

Val
2935

Gly
2950

Thr
2965

Val
2980

Ala
2995

Gly
3010

Artificial

72

Cys

Thr

Thr

Leu

Tyr

Ile

Ser

Arg

Lys

Pro

Ala

Arg

Val

Thr

Pro

Ile

Gln

Gly

Gln

Pro

Ala

Ala

Tyr

Leu

Gly

Pro

Gly

Thr

Val

Trp

Ser

Val

Arg

val

Pro

Lys

Leu

Ala

Tyr

Afg

Ile

Pro

Asn

Val

Gln

Thr

Leu

Gilu

Pro

Leu

Phe

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu
2820

Ser
2835

Arg
2850

Glu
2865

Tyr
2880

His
2885

L.eu
261¢C

Leu
20925

Ile
2940

Asn
2955

Ala
2970

Gly
2985

Leu
3000

Leu
3015

Ala

Trp

Mel

Ser

Gly

Asn

Arg

Ala

Trp

Ser

Gly

Leu

Leu

Arg

Leu

Val

Leu

val

Met

Arg

Ala

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Ala

Gly

Leun

Glu

Ser

Ala

vVal

Trp

Gly

Val

Leu

Ile

Gly

hAla

waf
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<400>

73

10

Gly Gly Thr Tyr Asn Ser Glu Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5
11
8
PRT
Secuencilia Artificial

CDR2 Cadena Pesada HC-1

11

Phe Ile Pro Met Phe Gly Thr Ala

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Lys Val Leu Gln Val Gly Gly Asn Leu Val Val Arg Pro Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Thr Gly Val Gly

1

<210>
<211>
<212>
<2135

<220>
223>

5

iz
15
PRT
Secuencia Artificial

CPR3 Cadena Pesada HC-1

12

5
13
10
PRT
Secuencia Artificial

CDRY Cadena Pesada HC-3

13

5

14

-

PRT

Secuencia Artificial

CDR2 Cadena Pesada HC-3

uaz
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<400>

74

14

Tie Tyr Trp Asp Asp Asp Lys

1

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Leu Asn Ser Tyr Arg Ser Gly Thr Ile Leu Tyr Arg Glu Leu Glu

1

5
15
23
PRT
Secuencia Artificial

CDR3 Cadena Pesada NC-3

15

5

Leu Arg Gly Leu Phe Tyr Ile

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

<220>
<Z223>

<400>

20
16
8
PRT
Secuencia Artificial

CDR1 Cadena Pesada HC-11

16

Gly Ala Thr Phe Ser Ser Phe Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5

17

8

PRT

Secuencia Artificizl

CDR2 Cadena Pesada HC-11

17

Ile Ile Pro Met Phe Gly Thr Ala

1

<210>
211>
212>
<213>

5

18

19

PRT

Secuencia Artificial

Uazy
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<220>
<223>

<400>

Ala Met Glu Val Pro Phe Gly Cys Arg Gly Gly Ser Cys Ser Gly Tyr

1

CDR3 Cadena Pesada HC-11

18

5

Met Asp Val

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

8

PRT

Secuencia Artificial

CDR1 Cadena Pesada CBH-23

19

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

20

8

PRT

Secuencia Artificial

CDRZ Cadena Pesada CBH-23

20

Tle Val Pro Met Phe Gly Thr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg His Glu Asn Ile Tyr Gly Thr Pro Phe Asp Tyx

1

<210>

5
21
13
FRT
Secuencia Artificial

CDR3 Cadena Pesada CRH-23

21

5

22

uqq
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

76

7
PRT
Secuencia Artificial

CDR1 Cadena Ligera HC-1

22

Gin Thr Ile Ser Ser Thr His

1

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

<220>
<223>

<400>

His Gln Tyr Gly Asn Ser Pro Gin Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

23

9

PRT

Secuencila Artificial

CDR3 Cadena Ligera HC-1

23

5

24

6

EPRT

Secuencia Artificial

CDR1 Cadena Ligera BC-3

24

Gln Ser Ile Ser Ser Trp

1

<Z210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gin Gln Tyr Glu Ser Ser Ser Trp Thr

1

5
25
9
PRT
Secuencia Artificial

CDR3 Cadena Ligera HC-3

25

5

4s
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

77

26

7

PRT

Secuencia Artificial

CPhR1 Cadena Ligera HC-11

26

His Ser Val Ser Ser Ser Asn

1

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gin Tyr Gly Ser Ser Pro Ile Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

27

9

PRT

Secuencia Artificial

CDR3 Cadena Ligera HNC-11

27

-

2

28

6

PRT

Secuencia Artificial

CDPR1 Cadena Ligera CBH-23

28

His Ser Ile Thr Arg Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Leu Leu Thr

1

5
29
9
PRT
Secuencia Artificial

CDR3 Cadena Ligera CBH-23

29

=4

J
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PATENTE DE INVENCION PCT Eﬂ MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

pd

7
rafl

[]

B/ Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Indicacién que se solicita una PCT
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SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

CORREA ORDONEZ ALVARO

Apoderado{a} y/o Representante de

THE BOARD OF TRUSTEES OF THE LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY

REFERENCIA Radicacién No. 11 052890
: Solicitud internacicnal PCT/US2008/78884
Fecha inicio fase nacional 05/05/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion

Oficio No. 430@ 08263

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidas por los articulos
63 y subsiguientes del Coédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita 1a existencia y representacidn legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el artfculo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cadigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaracicnes a que hace referencia la Regla 4.17 ii} del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de as tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capltulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del téermino
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerar¢ abandonada y
perdera su prelacion,

Continua en la pagina siguiente...

Al contostar tavor indiqua ol numera de Sede Centro: Carors 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
redicacién quo s encuenira a continuacian Sade CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel. 5880070
Call Center 6513240 \inoa C1800-910165
Wab. www.sic.goev.co a-mall: nfa@sic.gov.co
Bogola D.C. - Colombia
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Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)

20 Mo 20m

Ef anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

adpaii
Al contasier lavor indique al numero de Sada Centre: Carera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PEX: 5870000
ragdicacidn quo s6 oncusntra & cantinuacion Seds CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel' 5880070

Cell Cenler 6513240 Lings D180C-210166
Wab: www,sic gov.co e-mail info@sic gov.co
Bogota D.C - Colombia
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) Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C.,
2020
Docter(a)
CORREA ORDONEZ ALVARO

Apoderadofa)} y/o Representante de
THE BOARD OF TRUSTEES OF THE LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY

REFERENCIA Radicacién No. 11 052890
Solicitud internaciona! PCT/USZ2008/78884
Fecha inicio fase nacional 05/05/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. g0g264

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, s necesario que
cancele |la tasa establecida por cada reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispueste en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo Contencioso Administrativo, se le
requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion de! presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
la misma codificacién, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiguese el presente oficio conforme a to dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capftulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)
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El anterior requerimientc fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpali
Al comteslar favor indique ol numeso de Sode Centra: Carern 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
redlcacién que se ancuenira a continuacidn Sode CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 im. 2 Tol; 5880070
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