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ANTICUERPOS ANTI CXCR4 PARA EL TRATAMIENTO DEL VIH

La presente invencidn se relaciona con anticuerpos novedosos, en
particular anticuerpos monoclonales de murino, quiméricos y humanizados,
capaces de unirse especificamente a los receptores quimioquina (CXCR) asi
como también las secuencias de acido nucleico y aminoacido que codifican tales
anticuerpos. Desde un aspecto, la invencién se relaciona con anticuerpos
novedosos, fragmentos o derivados funcionales, capaces de unirse
especificamente al CXCR4 y que tienen actividad fuerte contra infecciéon por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La invencion tambien comprende el uso
de tales anticuerpos, fragmentos o derivados funcionales como un medicamento

para el tratamiento terapéutico y/o preventivo de la infeccién por VIH.

Las quimioquinas son peptidos secretados, pequenos, que controian la
migracidén de leucocitos a lo largo de un gradiente quimico del ligando, conocido
como gradiente de quimioquina, especialmente durante las reacciones inmunes
(Zlotnick A. et al., 2000). Ellas se dividen en dos subfamilias principales, CC y
CXC, con base en la posicion de sus residuos cisteina de termina NH,, y se unen
a los receptores acoplados a la proteina G, cuyos dos subfamilias principales se
designan CCR y CXCR. Se han descubierto mas de 50 quimioquinas humana y 18

receptores de quimioquina.

Diversos miembros de la familia del receptor de quimioquina funcionan
como co-receptores con el receptor CD4 principal para permitir la entrada de
diversas cepas de VIH tipo 1 dentro de las células, los co-receptores principales
son CCR5 y CXCR4. El VIH-1 X4 tréfico de célula T utiliza CD4 y CXCR4 para la
entrada dentro de las células, mientras que el VIH R5 tréfico de macrofago utiliza
CD4 y CCRS. Las cepas troficas duales pueden utilizar CXCR4 y CCR5 como co-
receptores. CCR3, CCR2, CCR8, CXCR6, CXCR7, CX3CR1 entre otros
receptores quimioquina pueden funcionar como co-receptores mediante el

subconjunto mas restringido de cepas de VIH.

SDF-1, el ligando natural de CXCR4 asi como también los ligandos CCL3,
CCL4, CCL4-L1, y CCL5 para CCR5 son capaces de inhibir la fusidn celular y fa
infeccion mediante diversas cepas de VIH-1. Estos hallazgos han alentado el

desarrollo de los receptores quimioquina que van dirigidos a los terapéuticos anti-



VIH que conduce a la aprobacion de maraviroc (CELSENTRI®), un antagonista de
molécula pequefia de CCR5 en combinacioén con otros agentes anti-VIH- 1 en
pacientes infectados por VIH-1 troéfico CCRS. No obstante, ni se utiliza maraviroc
en pacientes infectados por VIH-1 trofico dual ni en pacientes infectados por VIH-1
tréfico CXCR4 (VIDAL 2009). Debido a que existe una necesidad médica clara
para extender este tipo de terapia en pacientes infectados con VIH trofico dual y
trofico X4 al identificar los antagonistas CXCR4 capaces de inhibir la replicacion
de VIH trofica X4.

El receptor de quimioquina 4 (también conocido como fusina, CD 184,
LESTR o HUMSTR) existe como dos isoformas que comprende 352 o 360
aminoacidos. El residuo Asn1 1 se glucosila, el residuo Tyr21 se modifica
mediante la adicién de un grupo de sulfato y se unen el Cys 109 y 186 con un
puente de disulfuro en la parte extracelular del receptor (Juarez J. et al, 2004).

Este receptor se expresa mediante diferentes tipos de tejidos normales,
células T sin memoria, células nulitratadas, células T reguladoras, células B,
neutréfilos, células endoteliales, monocitos primarios, células dendriticas, células
Asesinas Naturales, células madre hematopoyéticas CD34+ y en un bajo nivel en
el corazén, colon, higado, rificnes y cerebro. EI CXCR4 cumple una funcion
principal en trafico de leucocitos, linfopoyesis y mielopoyesis de célula B.

El ligando Gnico del receptor CXCR4 descrito es el Factor 1 Derivado de
célula Estromal (SDF-l) 0 CXCL12. Se secreta SDF-l en gran cantidad en el
ganglio linfatico, médula ésea, higado, pulmén y en un grado extendido por los
riflones, cerebro y piel. E|l CXCR4 también se reconoce mediante una quimioquina
antagodnica, la proteina 1l inflamatoria de macréfago virico (vMIP-II) codificada por

el virus del herpes humano tipo lll.

Como se menciond previamente, el receptor CXCR4 es el co-receptor
principal para los aislados de VIH- 1 tréfico de célula T (virus X4). La interferencia
con este receptor debe inhibir la replicacion de los virus X4 en una forma muy

eficiente.

Uno de los aspectos inventivos de [a presente invencion es la generacion
de anticuerpos monoclonales de ratdén (Mab) que inhiben la replicacion del VIH. La

4/



invencion abarca un Mab 515H7 CXCR4 (o fragmentos del mismo) capaces de
unirse a los homodimeros CXCR4, y que tienen actividades fuertes contra la
infeccién por VIH. La invencién también abarca un Mab 301aE5 CXCR4 (o
fragmentos del mismo) capaz de unirse a los homodimeros CXCR4, y que tienen
actividades fuertes contra la infeccién por VIH.

De forma sorprendente, los inventores han manejado la generacion de los
anticuerpos monoclonales capaces de unirse al CXCR4 sino también son capaces
de inducir los cambios conformacionales de los homodimeros CXCR4 y capaces
de inhibir la replicacion de VIH-1 X4 aislada principal en PBMC. Mas
particularmente, los anticuerpos de la invencion también pueden ser capaces de
inhibir fa replicacion de VIH-1 X4/R5 aislado principal en PBMC.

Preferiblemente, el compuesto CXCR4 es una de las dos isoformas CXCR4

humanas seleccionas del grupo que consiste de:

- la isoforma b del receptor 4 de quimioquina (motive C-X-C) [Homo sapiens] que
tiene la secuencia como se describe bajo el numerc de acceso Genbank NP
003458 SEQ ID No. 27:

MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIY SIIFLTGIVGN

GLVILVMGYQKKLRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFGNFL
CKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISLDRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVGVWI

PALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVVVFQFQHIMVGLILPGIVILSC
YCHISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLENKQGCEFE
NTVHKWISITEALAFFHCCLNPILY AFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKG

KRGGHSSVSTESESSSFHSS;

- la isoforma a del receptor 4 de quimioquina {(motivo C-X-C) [Homo sapiens] que
tiene la secuencia como se describe bajo el nimero de acceso Genbank NP
001008540 SEQ ID No. 28:

MSIPLPLLQIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIY SHFLTGI
VGNGLVILVMGYQKKLRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFG
NFLCKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISLDRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVG
VWIPALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVVVFQFQHIMVGLILPGIVI
LSCYCIISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLETIKQGC
EFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILY AFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILS
KGKRGGHSSVSTESESSSFHSS;
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- una variante de divisién transcripcional alterna o una variante natural de la misma
que tiene por lo menos 95 % de identidad con una de estas isoformas b o a que
tienen la SEQ ID No. 27 0 28; y

- un fragmento de! mismo capaz de ser reconocide especificamente por el factor 1
derivado de célula estromal de ligando natural (SDF-1) y que tiene preferiblemente
por lo menos 100, 150 y 200 aminoacidos de longitud.

El CXCR2 se selecciona del grupo que consiste de:

- el receptor beta de interleuquina 8 [Homo sapiens] que tiene la secuencia como
se describe bajo el nimero de acceso Genbank NP_ 001548 SEQ ID No. 29:

MEDFNMESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPESLEINKYFVVITY
ALVFLLSLLGNSLVMLVILYSRVGRSVTDVYLLNLALADLLFALTLPIWAASKYV
NGWIFGTFLCKVVSLLKEVNFYSGILLLACISVDRYLAIVHATRTLTQKRYI.VKF

ICLSIWGLSLLLALPVLLFRRTVYSSNVSPACYEDMGNNTANWRMLLRILPQSF
GFIVPLLIMLFCY GFTLRTLFKAHMGQKHRAMRVIFAVVLIFLLCWLPYNLVLL
ADTLMRTQVIQETCERRNHIDRALDATEILGILHSCLNPLIYAFIGQKFRHGLLKI
LAIHGLISKDSLPKDSRPSFVGSSSGHTSTTL;

- Una variante de divisién transcripcional alterna o una variante natural de la
misma que tiene por lo menos 95 % de identidad con este receptor beta de
interleuguina 8 que tiene la SEQ ID No. 29 y

- un fragmento de la misma capaz de ser reconocido especificamente por IL-8 y
que tiene preferiblemente por lo menos 100, 150 y 200 aminoacidos de longitud.

La invencién también comprende un método para seleccionar un
compuesto que tiene una actividad anti-VIH o que se puede utilizar para la
preparacién de una composicidn para el tratamiento de infeccién por VIH,

caracterizado porque dicho método comprende la etapa de:

En un primer aspecto, un objeto de la presente invencién es un proceso

para la generacion y la seleccién de los anticuerpos de acuerdo con la invencién.
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Mas particularmente, la invencidon se relaciona con un proceso para la
seleccién de un anticuerpo anti CXCR4, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, capaces de inhibir la replicacion de VIH que comprende las siguientes

etapas:

) detectar los anticuerpos generados y seleccionar anticuerpos capaces de
unirse especificamente a CXCR4,

ii) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa i) y seleccionar
anticuerpos capaces de unirse células mononucleares de sangre periférica
(PBMC),

iii) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa ii) y seleccionar
anticuerpos capaces de unirse al homodimero CXCR4, y luego

iv) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa iii) y seleccionar
anticuerpos capaces de inhibir la replicaciéon de VIH-1 tréfica X4 aisiada principal
en PBMC.

En otra realizacion, la invencion se relaciona con un proceso para la
seleccion de un anticuerpo anti CXCR4, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, capaces de inhibir la replicacién de VIH que comprende las siguientes
etapas:

i} detectar los anticuerpos generados y seleccionar anticuerpos capaces de
unirse especificamente a CXCR4,

i) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa i) y seleccionar
anticuerpos capaces de unir las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC),

i) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa ii) y seleccionar
anticuerpos capaces de unirse al homodimero CXCR4, y luego

iv) probar los anticuerpos seleccionados de la etapa i) y seleccionar
anticuerpos capaces de inhibir la replicacién de VIH-1 trofica X4 aislada principal
en PBMC y/o capaces de inhibir la replicacion de VIH-1 trofica X4/R5 aislada
principal en PBMC.

La generacion de los anticuerpos se puede realizar mediante cualquier
método conocido por el experto en la técnica, tal como por ejemplo, fusiéon de una
célula de mieloma con células de bazo de ratones inmunizados u otras especies



compatibles con las células de mieloma seleccionadas [Kohler & Miistein, 1975,
Nature, 256:495-497]. Los animales inmunizados pueden incluir ratones
transgénicos con locus de inmunoglobulina humana que luego producen
directamente anticuerpos humanos. Ofra realizacion posible puede consistir en

utilizar tecnologias de exhibicién de fago para detectar colecciones.

Las etapas de deteccidn i) y ii} se puede realizar mediante cualquier método
0 proceso conocido por el experto en la técnica. Como ejemplos no limitativos, se
pueden mencionar ELISA, BlAcore, inmunohistoquimica, analisis western blot
utilizando extractos de membrana celular que expresan CXCR4 o CXCR4
purificado, andlisis FACS y detecciones funcionales. Un proceso preferido consiste
de una deteccion mediante andlisis FACS en el transfectante CXCR4 (etapa 1) y
en por lo menos PBMC (etapa 2) para asegurar que los anticuerpos producidos
seran capaces de reconocer también la conformacién del receptor CXCR4 natural
en la superficie celular objetivo. Este proceso se describira mas precisamente en

los siguientes ejemplos.

La etapa de deteccidn iii) se puede realizar mediante cuaiquier método ©
proceso conocido por el experto en la técnica. Como ejemplos no limitantes pero
preferidos, se pueden mencionar técnicas de western blot y/o inmuno-precipitacion
utilizando los anticuerpos de interés en el extracto de membrana de células
transfectadas CXCR4 o PBMC.

La etapa de deteccién iv) se puede realizar mediante cualquier método o
proceso conocido por el experto en la técnica. Como ejemplo no limitante pero
preferido, se puede mencionar un proceso que consiste en la deteccion de
anticuerpos por su capacidad de inhibir la replicacién de los aislados VIH-1
principal X4 y/o VIH-1 principal X4/R5 en PBMC al utilizar un protocolo descrito por
Holl et al. (J. Immunol. 2004, 173, 6274-83).

En una realizacion preferida de la etapa iii) de la seleccion del proceso de la
invencién, dicha etapa iii) consiste en evaluar anticuerpos mediante analisis BRET
en ceélulas que expresan CXCR4-RLuc/CXCR4-YFP y seleccionar anticuerpos
capaces de inhibir por [o menos 40 %, preferiblemente 45 %, 50 %, 55 % y mas

preferiblemente 60 % de la sefial BRET. La tecnologia BRET es una tecnologia



conocida como representativa de la dimerizacidén de proteina [Angers et al, PNAS,
2000, 97:3684-89].

La tecnologia BRET, utilizada en la etapa iii) del proceso, es bien conocida
por el experto en la técnica y se detallara en los siguientes ejemplos. Mas
particularmente, BRET (Transferencia de Energia de Rescnancia de
Bioluminiscencia) es una transferencia de energia no radiactiva que ocurre entre
un donante bioluminiscente (Renilla Luciferase (Rluc)) y un receptor fluorescente,
un mutante de GFP (Proteina Fluorescente Verde) o YFP (Proteina fluorescente
amarilla). En el presente caso se utiliza EYFP (Proteina Fluorescente Amarilla
Mejorada). La eficacia de transferencia depende de la orientacién y la distancia
entre el donante y el receptor. Luego, la transferencia de energia solo puede
ocurrir si las dos moléculas estan en proximidad cercada (1-10 nm). Esta
propiedad se utilizar para generar ensayos de interaccion proteina-proteina. De
hecho, con el fin de estudiar la interaccion entre los dos patrones, el primero se
fusiona genéticamente a la Renilla Luciferasa y el segundo al mutante amarillo del
GFP. Las proteinas de fusién de manera general, pero no obligatoriamente, se
expresan en células de mamifero. En la presencia de su sustrato permeable a la
membrana (coelenterazina), Riu¢c emite luz azul. Si el mutante GFP estd mas
cerca de 10 nm del Rluc, puede ocurrir una transferencia de energia y se puede
detectar una sefial amarilla adicional. La sefial BRET se mide como la relacién
entre la luz emitida por el receptor y la luz emitida por el donante. Debido a que la
sefial BRET aumentara cuando las dos proteinas de fusion se ponen proximidad o

si un cambio conformacional acerca mas al mutante Rluc y GFP.

Si el analisis BRET consiste en una realizacion preferida, se puede utilizar
cualquier conocido por el experto en la técnica para medir los dimeros CXCR4 de
cambios conformacionales. Sin limitacion, se pueden mencionar las siguientes
tecnologias: FRET (Transferencia de Energia de Resonancia de Fluorescencia),
HTRF (Fluorescencia gue resulta de Tiempo Homogéneo), FLIM (Microscopia de
Formacién de Imagenes de Tiempo de Vida de Fluorescencia) o espectroscopia
de correlacién cruzada de fluorescencia de longitud de onda (nica SW-FCCS).

También se pueden utilizar otras tecnologias clasicas, tal como co-
inmunoprecipitacion, deteccién Alfa, reticulacion Quimica, Doble Hibrido,
Cromatografia de Afinidad, ELISA o western blot Far.



En un aspecto particular del proceso de acuerdo con ia invencion, etapa iii)
consiste en evaluar anticuerpos mediante analisis BRET en células que expresan
CXCR4-RLuc/CXCR4-YFP y seleccionar anticuerpos capaces de inhibir por lo
menos 40 %, de la sefal BRET.

En un segundo aspecto, un objeto de la invencion es aislar anticuerpos, o
uno de sus fragmentos o derivados funcionales, que se obtienen mediante dicho
proceso. Dichos anticuerpos o uno de sus dichos fragmentos o derivados, son
capaces de unirse especificamente al CXCR4 humano, dichos anticuerpos
también son capaces de inducir los cambios conformacionales de los
homodimeros CXCR4.

Se conoce a partir de la literatura que los Mab CXCR4 como, por ejemplo el
clon A120, son capaces de inhibir la cepa de laboratorio de entrada de VIH-1
(X4HIV-1 NL4-3) en PBMC (Tanaka R. et al, J. Virol. 2001, 75, 11534-11543).
Adicionalmente, también se sabe que los Mab CXCR4 son capaces de inhibir los
aislados principales X4 VIH-1 dentro de estirpes celulares que expresan CXCR4.
Por el contrario, nunca se han descrito anticuerpos capaces de inhibir tales virus
en su ambiente natural, es decir no solo en virus de laboratorio o estirpes
celulares. No obstante, es un aspecto no obvio y novedoso de la invencion que los
Mab CXCR4 sean capaces de inhibir los aislados principales X4 VIH-1 en PBMC.

Las expresiones "fragmentos y derivados funcionales" se definiran en los
detalles después en la presente especificacion. Se puede entender aqui que la
invencién no se relacione con los anticuerpos en forma natural, es decir ellos no
estan en su ambiente natural pero que ellos son capaces de ser aislados u
obtenidos mediante la purificacién de las fuentes naturales, o ademas obtenidos
mediante recombinacién genética, o mediante sintesis quimica, y que ellos
pueden entonces contener aminoacidos no naturales como se describira
adicionalmente. Mas particularmente, de acuerdo con otro aspecto de la invencion,
se reivindican los anticuerpos aislados, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, dichos anticuerpos se caracterizan porque comprenden por [o menos
una region CDR determinante de complementariedad seleccionada de los CDR
que comprenden la secuencia de aminoacido SEQ ID Nos. 1 a 6 y 30 a 33 como
se define mediante el sistema de numeracion IMGT.
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De acuerdo con un primer aspecto, la invencion se relaciona con un
anticuerpo aislado, o un fragmento funcional o derivade del mismo, que
comprende por lo menos un CDR seleccionado entre los CDR de las secuencias
SEQ ID Nos. 1 a 6, como se define de acuerdo con el sistema de numeracién
IMGT, o por lo menos un CDR cuya secuencia tiene por lo menos 80%,
preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después de la alineacién
optima con las secuencias SEQ ID Nos. 1 a 6.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invenciéon se relaciona con un
anticuerpo aislado, o un fragmente funcional o derivado del mismo, que
comprende por lo menos un CDR seleccionado entre los CDR de las secuencias
SEQ ID Nos. 1, 2 y 30 a 33, como se define de acuerdo con el sistema de
numeracion IMGT, o por lo menos un CDR cuya secuencia tiene por lo menos
80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después de alineacién
optima con las secuencias SEQ ID Nos. 1, 2y 30 a 33.

Un “fragmento funcional" de un anticuerpo significa en particular un
fragmento de anticuerpo, tal como los fragmentos Fv, scFv (sc= cadena sencilla),
Fab, F(ab'),, Fab’, scFv-Fc o diacuerpos, o cualquier fragmento cuya vida (til se
ha aumentado. Tales fragmentos funcionales se describiran en detalla adelante en
la presente descripcidn.

Un "compuesto derivado” o "derivado" de un anticuerpo significa en
particular una proteina de union compuesta de un andamio de péptido y por lo
menos uno de los CDR del anticuerpo original con el fin de conservar su
capacidad para reconocer el CXCR4. Tales compuestos derivados, bien conocidos
para una persona experta en la técnica, se describiran adelante en mas detalle en

la presente descripcion.

Mas preferiblemente, la invencibn comprende los anticuerpos, sus
compuestos derivados o sus fragmentos funcionales, de acuerdo con la presente
invencién, notablemente anticuerpos quiméricos o humanizados, obtenidos

mediante recombinacién genética o sintesis quimica.
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De acuerdo con una realizacidon preferida, el anticuerpo de acuerdo con la
invencién, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracteriza

porque este consiste de un anticuerpo monoclonal.

"Anticuerpo monoclonal” se entiende que significa un anticuerpo que surge
de una poblaciébn de anticuerpo casi homogenea. Mas particularmente, los
anticuerpos individuales de una poblacién son idénticos excepto para unas pocas
mutaciones que ocurren en la naturaleza posibles que se pueden encontrar en
proporciones minimas. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal consiste de
un anticuerpo homogénes que surge del crecimiento de un clon celular unico (por
ejemplo un hibridoma, una célula anfitriona eucaridtica transfectada con una
molécula de ADN que codifica el anticuerpo homogéneo, una célula anfitriona
procaridtica transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo
homogéneo, etc.) y se caracteriza de manera general por las cadenas pesadas de
una y solo una clase y subclase, y las cadenas ligeras de solo un tipo. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos y estén dirigidos contra un
antigeno Unico. Adicionalmente, en contraste con las preparaciones de los
anticuerpos policlonales que incluyen fipicamente varios anticuerpos dirigidos
contras diversos determinantes, o epitopos, cada anticuerpo monoclonal esta
dirigido contra un epitopo unico del antigeno.

Mas particularmente, de acuerdo con una primera realizacion preferida de la
invencion, el anticuerpo, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se
caracteriza porque este comprende una cadena ligera que comprende por lo
menos un CDR seleccionado de CDR-LI, CDR-L2 y CDR-L3, en donde:

- CDR-L1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 1,
- CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 2,
- CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacide SEQ 1D No. 3.

De acuerdo con ofra realizacion, los anticuerpos de la invencion, ¢ uno de
sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos uno de los tres CDR
de las secuencias SEQ ID Nos.l, 2 o 3, o por lo menos una secuencia con por lo
menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después de
alineacion éptima con las secuencias SEQ ID Nos. 1, 2 0 3.

i
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El anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, también se caracteriza porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en donde CDR-LI comprende la
secuencia de aminoacido SEQ ID No. 1, CDR-L2 comprende la secuencia de
aminoacido SEQ ID No. 2 y CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacido SEQ
ID No. 3.

En otra realizacion, el anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos
o derivados funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena ligera
de la secuencia que comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 7, o por
lo menos una secuencia con por lo menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y
98% de identidad después de alineacion dptima con las secuencias SEQ ID No. 7.

De acuerdo con una segunda realizacion preferida de la invencién, el
anticuerpo, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracteriza
porque este comprende una cadena ligera que comprende por lo menos un COR
seleccionado en CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en donde:

- CDR-L1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 1,
- CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 2,
- CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 30.

De acuerdo con otra realizacion, los anticuerpos de la invencion, o uno de
sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos uno de los tres CDR
de las secuencias SEQ ID Nos. 1, 2 0 30, o por lo menos una secuencia con por lo
menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después de la
alineacién 6ptima con las secuencias SEQ ID Nos. 1, 2 0 30.

El anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, también se caracteriza porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en donde CDR-L1 comprende la
secuencia de aminoacido SEQ ID No. 1, CDR-L2 comprende la secuencia de
aminoacido SEQ ID No. 2 y CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacido SEQ
ID No. 30.
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En otra realizacién, el anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos
o derivados funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena ligera
de la secuencia que comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 34, o por
lo menos una secuencia con por lo menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% vy
98% de identidad después de alineacion éptima con las secuencias SEQ ID No.
34,

Mas particularmente, los anticuerpos de la invencién, o uno de sus
compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprende una cadena pesada que comprende por lo menos un CDR
seleccionado de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en donde:

- CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 4,
- CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 5,
- CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 6.

De acuerdo con otra realizacién, los anticuerpos de la invencion, o uno de
sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena pesada que comprende por lo menos uno de los tres
CDR de las secuencias SEQ ID Nos. 4, 5 0 6, o por lo menos una secuencia con
por lo menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después
de alineacién éptima con las secuencias SEQ ID Nos. 4, 50 6.

De acuerdo con ofra realizacion particular, los anticuerpos, o uno de sus
compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en
donde CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 4, CDR-H2
comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 5 y el CDR-H3 comprende la
secuencia de aminoacido SEQ ID No. 6.

En otra realizacion, el anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos
o derivados funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena
pesada de la secuencia que comprende la secuencia de aminoacido SEQ {D No.

8, o por lo menos una secuencia con por lo menos 80%, preferiblemente 85%,

2
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90%, 95% y 98% de identidad despues de alineacién éptima con las secuencias
SEQ ID No. 8.

Mas particularmente, los anticuerpos de la invencidn, o uno de sus
compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena pesada que comprende por lo menos un CDR
seleccionado de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en donde:

- CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 31,
- CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 32,
- CDR-H3 comprende la secuencia de aminoéacido SEQ ID No. 33.

De acuerdo con otra realizacion, los anticuerpos de la invencién, o uno de
sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena pesada que comprende por [0 menos uno de los tres
CDR de las secuencias SEQ ID Nos. 31, 32 0 33, o por o menos una secuencia
con por lo menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad
después de alineacién éptima con las secuencias SEQ ID Nos. 31, 32 0 33.

De acuerdo con otra realizacion particular, los anticuerpos, 0 uno de sus
compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracterizan porque ellos
comprenden una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en
donde CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 31, CDR-H2
comprende la secuencia de aminoacido SEQ 1D No. 32 y el CDR-H3 comprende la

secuencia de aminoacido SEQ ID No. 33.

En otra realizacion, el anticuerpo de la invencion, o uno de sus fragmentos
o derivados funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena
pesada de la secuencia que comprende la secuencia de aminoacido SEQ |D No.
35, o por lo menos una secuencia con por lo menos 80%, preferiblemente 85%,
90%, 95% y 98% de identidad después de alineacion optima con las secuencias
SEQ ID No. 35.

El anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprende respectivamente la
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secuencia de aminoacido SEQ ID Nos. 1, 2 y 3; y una c¢adena pesada que
comprende CDR-H1, CDR-HZ y CDR-H3 que comprende respectivamente la
secuencia de aminoacido SEQ ID Nos. 4, 5y 6.

Por ultimo, el anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos ©
derivados funcionales, también se pueden caracterizar porque este comprende
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 7 y
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 8.

El anticuerpo de la invencidn, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, se caracteriza porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprende respectivamente la
secuencia de aminodcide SEQ ID Nos. 1, 2 y 30; y una cadena pesada que
comprende CDR-H1, CDR-HZ y CDR-H3 que comprende respectivamente la
secuencia de aminoacido SEQ {D Nos. 31, 32y 33.

Por dltimo, el anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos 0
derivados funcionales, también se puede caracterizar porque este comprende una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 34 y una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido SEQ |D No. 35.

En la presente descripcion, los terminos "polipéptidos”, "secuencias de
polipéptido”, "péptidos” y "proteinas adheridas a los compuestos de anticuerpo o a

sus secuencias” son intercambiables.

Se puede entender aqui que la invencidbn no se relaciona con los
anticuerpos en forma natural, es decir, ellos no toman su ambiente natural pero se
aislan o se obtiene mediante la purificacién de fuentes naturales o se obtienen
mediante recombinacién genética o sintesis quimica y asi ellos pueden llevar

aminoacidos no naturales como se describira adelante.

En una primera realizacién, la regién determinante de complementariedad,
o CDR, significa las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera de
inmunoglobulinas como se define mediante Kabat et al. (Kabat et al., Sequences
of proteins of immunological interest, 5th Ed., U.S. Department of Health and
Human Services, NIH, 1991, y ultimas ediciones). Existen tres CDR de cadena

2D
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pesada y tres CDR de cadena ligera. Aqui, los términos "CDR" y los "CDR" se
utilizan para indicar, dependiendo del caso, una 0 mas, o aun todas, las regiones
que contienen la mayoria de los residuos de aminoacido responsables de la

afinidad de unién del anticuerpo para el antigeno o epitopo que este reconoce.

En una segunda realizacion, mediante las regiones CDR o CDR, esto esta
destinado a indicar las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera de

las inmunoglobulinas como se define mediante IMGT.

La numeracion anica IMGT se ha definido para comparar los dominios
variables de cualquier receptor de antigeno, el tipo de cadena, o las especies
[Lefranc M. -P., Immunology Today 18, 509 (1997) / Lefranc M.-P., The
Immunologist, 7, 132-136 (1999) / Lefranc, M.-P., Pommie, C, Ruiz, M., Giudicelli,
V., Foulquier, E., Truong, L., Thouvenin-Contet, V. y Lefranc, Dev. Comp.
Immunol, 27, 55-77 (2003)]. En la numeracién unica IMGT, los aminoacidos
conservados siempre tienen la misma posicion, por ejemplo cisteina 23 (1er-CYS),
triptofan 41 (CONSERVADO-TRP), aminoacido hidréfobo 89, cisteina 104 (2do-
CYS), fenilalanina o triptofan 118 (J-PHE o J-TRP). La numeracion Gnica IMGT
proporciona una delimitacion estandarizada de las regiones de estructura principal
(FR1-IMGT: posiciones 1 a 26, FR2-IMGT: 39 a 55, FR3-IMGT: 66 a 104 y FR4-
IMGT: 118 a 128) y de las regiones determinantes de complementariedad: CDR1-
IMGT: 27 a 38, CDR2-IMGT: 56 a 65 y CDR3-IMGT: 105 a 117. Cuando los
espacios representan posiciones no ocupadas, las longitudes CDR-IMGT
(mostradas entre paréntesis y separadas por puntos, por ejempio [8.8.13]) llegan a
ser informacién crucial. La numeracion Gnica IMGT se utiliza en representaciones
graficas en 2D, designadas como IMGT Colliers de Perles [Ruiz, M. and Lefranc,
M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883 (2002) / Kaas, Q. y Lefranc, M.-P., Current
Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], y en estructuras en 3D en IMGT/estructura 3D-DB
[Kaas, Q., Ruiz, M. and Lefranc, M.-P., T cell receptor and MHC structural data.
Nucl. Acids. Res., 32, D208-D210 (2004)].

Existen tres CDR de cadena pesada y 3 CDR de cadena ligera. El término
CDR o los CDR se utiliza aqui con el fin de indicar, de acuerdo con el caso, una de
estas regiones o varias, 0 aun completo, de estas regiones gque contienen la
mayoria de los residuos de aminoacido responsables para la union mediante
afinidad del anticuerpo para el antigeno o el epitopo que este reconoce.
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Para mas claridad, se puede entender que en la siguiente descripcion, y
mas particularmente en las tablas 2 y 3, los CDR se definirdn mediante el sistema

de numeracion IMGT y mediante el sistema de numeraciéon de Kabat.

El sistema de numeracion IMGT define los CDR de acuerdo con el sistema ‘
IMGT como se definid anteriormente mientras que el sistema de numeracion
Kabat define los CDR de acuerdo con el sistema Kabat como se definid

anteriormente.

Mas particularmente, con relacién al anticuerpo denominado como 515H7,
CDR-L1 consiste de SEQ ID No. 1 en el sistema de numeracién IMGT y de la SEQ
ID No. 9 en el sistema de numeracion Kabat. Con relacion al CDR-L2, esto
consiste de la SEQ ID No. 2 en el sistema de numeracién IMGT y de la SEQ ID
No. 10 en el sistema de numeracion Kabat. El CDR-L3 consiste de la SEQ iD No.
3 para cada uno de los dos sistemas de numeracion. Para la cadena pesada, el
CDR-H1 consiste de la SEQ ID No. 4 en el sistema de numeracion IMGT y de la
SEQ ID No. 11 en el sistema de numeracién kabat. El CDR-H2 consiste de la SEQ
ID No. 5 en el sistema de numeracién IMGTs y de la SEQ ID No. 12 en el sistema
de numeracion kabat. Por ultimo, el CDR-H3 consiste en la SEQ ID No. 6 en el
sistema de numeracion IMGT mientras qué este consiste de la SEQ ID No. 13 en

el sistema de numeracién kabat.

Luego, con relacién al anticuerpe denominado como 301aE5, CDR-L1
consiste de la SEQ ID No. 1 en el sistema de numeracion IMGT y de la SEQ ID
No. 9 en el sistema de numeracion kabat. Con relacién al CDR-L2, este consiste
de la SEQ ID No. 2 en el sistema de numeracién IMGT y de la SEQ ID No. 36 en
el sistema de numeracion kabat. £l CDR-L3 consiste de la SEQ ID No. 30 en el
sistema de numeracion IMGTs y de la SEQ ID No. 37 en el sistema de numeracion
kabat. Para la cadena pesada, el CDR-H1 consiste de la SEQ ID No. 31 en el
sistema de numeracién IMGT y de la SEQ ID No. 38 en el sistema de numeracion
kabat. EI CDR-H2 consiste de la SEQ ID No. 32 en el sistema de numeracion
IMGTs y de la SEQ ID No. 39 en el sistema de numeracién kabat. Por {ltimo, el
CDR-H3 consiste en la SEQ ID No. 33 en el sistema de numeracién IMGT

mientras que este consiste de la SEQ ID No. 40 en el sistema de numeracién
kabat.
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En el sentido de la presente invencidn, el "porcentaje de identidad" entre las
dos secuencias de los acidos nucleicos o aminoacidos significa el porcentaje de
nucledtidos idénticos o residuos de aminoacido entre las dos secuencias que se
van a comparar, obtenidas después de alineacion éptima, este porcentaje es
puramente estadistico y las diferencias entre las dos secuencias se distribuyen
aleatoriamente a lo largo de su longitud. La comparacion de las dos secuencia de
aminoacido o acido nucleico se lleva a cabo tradicionalmente al comparar las
secuencias después que se han alineado éptimamente, dicha comparacién es
capaz de ser conducida mediante el segmentc o al utilizar una "ventana de
alineacion”. Se puede levar a cabo la alineacién Optima de las secuencias para
comparacién, ademas de comparacién manual, por medio del algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482), por medio
del algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch (1970) [J. Mol. Biol.
48:443], por medio del método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman
(1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444] o por medio del software de
procesador utilizando estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el
Paguete de Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI, o mediante el software de comparacién BLAST NR o BLAST P).

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias de acido nucleico o
aminoacido se determina al comparar las dos secuencias 6ptimamente alienadas
en las que la secuencia de acido nucleico o de aminoacido para comparar pueden
tener adiciones o eliminaciones comparadas con la secuencia de referencia para
alineacion optima entre las dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula
al determinar el numero de posiciones en las que el nucledtido o residuo de
aminoacido es idéntico entre las dos secuencias, preferiblemente entre las dos
secuencias completas, dividiendo el nimero de posiciones idénticas mediante el
numero total de posiciones en la ventana de alineacién y multiplicando el resultado
por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre las dos secuencias.

Por ejemplo, el programa BLAST, "secuencias BILAST 2" (Tatusova et al,
"Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”,
FEMS Microbiol, 1999, Lett. 174:247-250) disponible en el sitio
http:/mww.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2 html, se puede utilizar con los parametros
predeterminados (notablemente para los parametros "penalidad de espacio
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abierto™: 5, y "penalidad de extension de espacio”: 2; la matriz seleccionada es por
gjemplo la matriz "BLOSUM 62" propuesta por el programa); el porcentaje de
identidad entre las dos secuencias para comparar se calcula directamente
mediante el programa.

Para la secuencia de aminoacidc que exhibe por lo menos 80%,
preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad con una secuencia de
aminoacido de referencia, ejemplos preferidos incluyen aquellos que contienen la
secuencia de referencia, ciertas modificaciones, notablemente una eliminacion,
adicion o sustitucién de por lo menos un aminoacido, truncacién o extension. En el
caso de la sustitucién de uno o mas aminoacidos consecutivos 0 no consecutivos,
se prefieren sustituciones en las que los aminoacidos sustituidos se reemplazan
por los aminoacidos "equivalentes”. Aqui, la expresion "aminoacidos equivalentes”
significa que indica cualesquier aminoacidos que se sustituyen probablemente por
uno de los aminodacidos estructurales sin modificar sin embargo las actividades
biolégicas de los anticuerpos correspondientes y de aquellos de los ejemplos
especificos definidos adelante.

Se pueden determinar aminoacidos equivalentes en su homologia
estructural con los aminoacidos para los que ellos se sustituyen o en los
resultados de las pruebas comparativas de la actividad biolégica entre los varios
anticuerpos que probablemente se generen. Como un ejemplo no limitante, la
tabla 1 adelante resume las posibles sustituciones que se pueden llevar a cabo
probablemente sin resultar en una modificacion significativa de la actividad
bioldgica del anticuerpo modificado correspondiente; las sustituciones inversas
son posibles naturalmente bajo las mismas condiciones.

Tabla 1

2X¥
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Residuo QOriginal Sustituciones
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln

Asp (D) Glu

Cys (O) Ser

Gln (Q) ] | Asn

Glu (G) Asp

Gly {G) Ala

His (H) Arg

Ile (T) Leu

Leu (L) Ile, Val, Met
Lys (K) Arg

Met (M) Leu

Phe (F) Tyr

Pro (P) Ala

Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser

Tp (W) Tyr

Tyr {Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala

En una realizacién especifica, la presente invencidon se relaciona con
anficuerpos de murino, 0 compuestos derivados ¢ los fragmentos funcionales de

los mismos.

Como se vio anteriormente, la invencion también se relaciona con cualquier

compuesto derivado de los anticuerpos como se describe en la invencion.

Mas particularmente, un anticuerpo de la invencién, o sus compuestos
derivados o fragmentos funcionales, se caracteriza porque dicho compuesto
derivado consiste de una proteina de unién que comprende un andamio de
péptido en el que se injerta por lo menos un CDR en tal forma para conservar todo
o parte de las propiedades reconocimiento de paratope del anticuerpo inicial.

También se pueden presentar una 0 mas secuencias entre las secuencias
de CDR descritas en la presente invencién en los varios andamios de proteina de
inmunoglobulina. En este caso, la secuencia de proteina hace posible recrear un
esqueleto de péptido favorable en el plegamiento de los CDR injertados, que les

permite conservar sus propiedades de reconocimiento de antigeno paratope.

De manera general, un experto en la técnica sabe como determinar el tipo
de andamio de proteina en el que se injerta por o menos uno de los CDR que
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surgen del anticuerpo original. Mas particularmente, se sabe que seleccionar tales
andamios pueden cumplir con el mayor nimero de criterios como sigue (Skerra A,
J. Mol. Recogn., 2000, 13:167-187):

- buena conservacion filogenética;

- la estructura tridimensional conocida (como, por ejemplo, mediante
cristalografia, espectroscopia de RMN o cualquier ofra técnica conocida por un
experto en la técnica);

- tamano pequefio;

- pocas o sin modificaciones post-transcripcionales; y/o

- facil de producir, expresar y purificar.

El origen de tales andamios de proteina puede ser, pero no se limita a, las
estructuras seleccionadas entre: fibronectina y preferiblemente el dominio 10 de
fibronectina tipo 1, lipocalina, anticalina (Skerra A., J. Biotechnol.,, 2001,
74(4):257-75), proteina Z que surge del dominic B de la proteina A de
Staphylococcus aureus, tioredoxina A o proteinas con un motivo repetido tal como
la "repeticion anquirina” (Kohl et ah, PNAS, 2003, vol. 100, No. 4, 1700-1705), la
"repeticion armadillo”, la ‘"repeticibn rica en leucina” y la ‘“repeticion
tetratricopéptido".

Andamios derivados de las toxinas tal como, por ejemplo, toxinas de
escorpiones, insectos, plantas, moluscos, etc., y también se deben mencionar los
inhibidores de proteina de la sintasa neuronal NO (PIN).

Un ejemplo, sin via de limitacion, de tales construcciones de hibrido, es la
insercion del CDR-H1 (cadena pesada) de un anticuerpc anti-CD4, a saber
13B8.2, en uno de los bucles en el PIN, la nueva proteina de unién asi obtenida
que conserva las mismas propiedades de unién como el anticuerpo original (Bes
et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2006, 343(1), 334-344). Sobre una base
puramente ilustrativa, también se puede mencionar el injerto del CDR-H3 (cadena
pesada) de un anticuerpo de VIH anti-lisozima en uno de los bucles de
neocarzinostatina (Nicaise et al, Protein Science, 2004, 13(7):1882-1891).

Finalmente, como se describié anteriormente, tal andamios de péptido

puede comprender por lo menos uno de los CDR que surgen del anticuerpo
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original. Preferiblemente, pero no es un requerimiento, una persona experta en la
técnica seleccionara por lo menos un CDR de la cadena pesada, el dltimo se
conoce que principalmente responsable para la especificidad del anticuerpo. La
seleccion de uno o mas CDR relevantes es obvia para una persona experta en la
técnica, quien luego seleccionara las técnicas conocidas adecuadas (Bes et al,
FEBS letters 508, 2001, 67-74).

Un aspecto especifico de la presente invencidn se relaciona con un método
para seleccionar un compuesto derivado de un anticuerpo de acuerdo con la
invencién, dicho compuesto derivado es capaz de inhibir in vitro y/o in vivo la
entrada de células de VIH y dicho compuesto derivado que comprende un
andamios de péptido en el que se injerta por lo menos un anticuerpo CDR,

caracterizado porque este comprende las siguientes etapas:

a) La colocacion en contacto in vitro de un compuesto que se compone de
un andamios de péptido en el que se injerta por lo menos un anticuerpo CDR con
una muestra bioldgica que contiene VIH tipo 1y PBMC; y

b} la seleccion de dicho compuesto si dichoe compuesto es capaz de inhibir
la replicacion de VIH-1, y caracterizado porque dicho por lo menos un CDR
injertado se selecciona entre los siguientes CDR de la secuencia SEQ IDNo. 1a 6
y 30 a 33 o una secuencia con por lo menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95%
y 98% de identidad después de alineacién 6ptima con la secuencia SEQ ID Nos. 1
a6y30a33.

De acuerdo con un modo preferido, el método puede incluir en la etapa a) la
colocacién en contacto in vitro de un compuesto que comprende un andamio de

péptido en el que se injerta por lo menos dos o tres CDR de anticuerpo.

De acuerdo con un modo ain mas preferido de este método, el andamio de
peéptido se selecciona entre los andamios o proteinas de unién cuyas estructuras

se mencionaron anteriormente.

Obviamente, estos ejemplos no estan en forma limitante, y cualquier otra

estructura conocida u obvia para una persona experta en la técnica se debe
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considerar que se cubre mediante la proteccién conferida por la presente solicitud

de patente.

La presente invencidn asi se relaciona con un anticuerpo, 0 sus
compuestos derivados o fragmentos funcionales, caracterizado porque los
andamios de péptido se selecciona entre las proteinas que son a)
filogenéticamente bien conservadas, b) de arquitectura robusta, ¢) con una
organizacion molecular en 3-D bien conocida, d) de tamario pequefio y/o €) que
comprende las regiones que se pueden modificar mediante insercion y/o

eliminacion sin modificar las propiedades de estabilidad.

De acuerdo con una realizacién preferida, el anticuerpo de la invenciédn, o
sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, se caracteriza porque dicho
andamio péptido se selecciona entre i) andamios que surgen de fibronectina,
preferiblemente el dominio de fibronectina tipo 3 10, lipocalina, anticalina, proteina
Z que surge del dominio B de la proteina A de Staphylococcus aureus, tioredoxina
A o proteinas con un motivo repetido tal como la "repeticién anquirina" (Kohl et al,
PNAS, 2003, vol. 100, No. 4, 1700-1705), la "repeticidon armadillo “, la "repeticion
rica en leucina" y la "repeticion de tetratricopéptido " o iii) inhibidores de proteina

de sintasa neuronal NO (PIN).

Otro aspecto de la invencién se relaciona con los fragmentos funcionales

del anticuerpo descrito anteriormente.

Mas particularmente, la invencion objetiva un anticuerpo, o sus compuestos
derivados o fragmentos funcionales, caracterizado porque dicho fragmento
funcional se selecciona entre los fragmentos Fv, Fab, (Fab'),, Fab', scFv, scFv-Fc
y diacuerpos, o cualquier fragmento cuya vida Util se ha aumentado tal como los
fragmentos PEGilados.

Tales fragmentos funcionales del anticuerpo de acuerdo con la invencién
consisten, por gjemplo, de los fragmentos Fv, scFv (sc= cadena sencilla), Fab,
F(ab');, Fab', scFv-Fc o diacuerpos, ¢ cualquier fragmento cuya vida (til se ha
aumentado mediante modificacion quimica, tal como la adicion de polialquilenglicol
tal como polietilenglicol (PEGilacién) (los fragmentos PEGilados se denominan
como Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab'),-PEG y Fab'-PEG), o mediante la

4
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incorporacion en una liposoma, microesferas o PLGA, dichos fragmentos poseen
por lo menos uno de los CDR caracteristicos de la invencion que es notablemente
capaz de ejercer una actividad de manera general, auin parcial, del anticuerpo del

que este surge.

Preferiblemente, dichos fragmentos funcionales comprendera o incluira una
secuencia parcial de la cadena ligera o pesada variable del anticuerpo del que
ellos se derivan, dicha secuencia parcial es suficiente para retener la misma
especificidad de unién como el anticuerpo del cual surge y suficiente afinidad,
preferiblemente por lo menos igual a 1/100, mas preferiblemente por lo menos

1/10 de aquellos del anticuerpo del cual este surge.

Tal fragmento funcional contendra por lo menos cinco aminoacidos,
preferiblemente 6, 7, 8, 10, 15, 25, 50 o 100 aminoacidos consecutivos de la

secuencia del anticuerpo del que este surge.

Preferiblemente, estos fragmentos funcionales seran de los tipos Fv, scFv,
Fab, F(ab'),, F(ab"), scFv-Fc o diacuerpos, que tienen de manera general la misma
especificidad de unién como el anticuerpo del cual ellos resultan. De acuerdo con
la presente invencion, los fragmentos del anticuerpo de la invencion se pueden
obtener de los anticuerpos descritos anteriormente por métodos tales como
digestion de enzima, que incluyen pepsina o papaina, y/o mediante divisién de los
puentes de disulfuro mediante reduccién quimica. Los fragmentos de anticuerpo
también se pueden obtener mediante técnicas genéticas recombinantes también
conocidas por una persona experta en la técnica o mediante sintesis de péptido
por medio, por ejemplo, de sintetizadores de péptido automaticos tal como
aquellos vendidos por Applied BioSystems, etc. Para mas claridad, la tabla 2
adelante resume las varias secuencias de aminodacido que corresponden a los

anticuerpos de la invencion.

Tabla 2 (en donde Mu. = murino)
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Anticuerpo Nug;:a cién Cadena pesada Cadena Ligera SEQ 1D NO.

CDR-L1 1

CDR-1.2 2

IMGT CDR-L3 3

CDR-H1 4

CDR-H2 5

CDR-H3 6

515H7 CDR-LI 9
CDR-L2 10

Kabat CDR-L3 3

CDR-H1 11

CDR-H? 12

CDR-H3 13

dominlo variable Mu. 7

dominio variable Mu. 8

CDR-L] 1

CDR-1.2 2
IMGT CDR-L3 30

CDR-HI 3]
CDR-H2 32
CDR-H3 33

3014E5 CDR-L1 9
CDR-1.2 36
Kabat CDR-L3 ' 37
CDR-H1 38
CDR-H2 39
CDR-H31 40
dormninic variable Mu, 34
ldominio variable Mu. 35

Un aspecto adicional importante particular de los anticuerpos objeto de la
presente invencidn es que ellos no exhiben funciones efectoras, tal como
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o citotoxicidad
dependiente de compiemento (CDC).

Mas particularmente, como un ejemplo, los anticuerpos de la invencién, o
uno de sus fragmentos o derivados funcionales, no tienen afinidad para el FcyR (|,
il o lll) o para el Clq, o para ambos.

Estructuralmente, esto significa para la persona experta en la técnica que
los anticuerpos de la invencién, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales,
se evitan de la porcidn Fc o su porcién Fc no presenta una glucosilacion correcta

capaz de conferir las funciones efectoras.

Las consecuencias de esto es que los anticuerpos de la invenciéon se
seleccionan preferiblemente de los isotipos 1gG4 o IgG2, mas preferiblemente
1gG4.
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De forma similar, los fragmentos preferidos son fragmentos que se evitan
de ADCC tal como Fv, scFv (sc para cadena sencilla), Fab, F(ab'});, Fab', los
fragmentos scFv-Fc o diacuerpos, o cualquier fragmento de los cuales el tiempo
de vida util se habria aumentado por modificacion guimica, tal como la adicién de
polo (alquilen) glicol tal como poli (etilen) glico! ("PEGilacién") (fragmentos
pegilados llamados Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab');-PEG o Fab'-PEG)

("PEG" para Poli(Etilen) Glicol), o mediante la incorporacién en una liposoma.

Mas particularmente, un fragmento funcional preferido de la invencion
derivado del anticuerpo 515H7 es un scFv, denominado aqui adelante como
fragmento scFv-Ck 515H7, comprende la secuencia de aminoacido SEQ ID No. 54

La secuencia de nucledtido que corresponde a dicho scFv comprende la
secuencia SEQ ID No. 55.

Otro aspecto especifico de la presente invencion se relaciona con
anticuerpos quimericos, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales,
caracterizado porque dichos anticuerpos también comprenden las regiones
constantes de cadena pesada y de cadena ligera derivadas de un anticuerpo de
una especie heterdloga con el raton, notablemente el hombre.

Todavia otro aspecto especifico de la presente invencién se relaciona con
anticuerpos humanizados, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales,
caracterizado porque las regiones constantes de la cadena ligera y la cadena
pesada derivada de un anticuerpo humano son, respectivamente, la regién lambda

o kappa y la regidon gama-2 o preferiblemente gama-4.

El anticuerpo de la invencién también comprende anticuerpos humanizados

0 qQuimeéricos.

Un anticuerpo quimérico es uno que contiene una regién variable natural
(cadena ligera y cadena pesada) derivada de un anticuerpo de una especie dada
en combinacion con regiones constantes de la cadena ligera y la cadena pesada

de un anticuerpo de una especie heterdloga a dicha especie dada.
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Los anticuerpos, o fragmentos quiméricos de los mismos, se pueden
preparar al utilizar las técnicas de genéticas recombinantes. Por ejemplo, el
anticuerpo quimerico se puede producir al clonar el ADN recombinante que
contiene un promotor y una secuencia que codifica la regidn variable de un
anticuerpo monoclonal no humano de la invencidn, notablemente murino, y una
secuencia que codifica una regién constante de anticuerpo humana. Un anticuerpo
quimérico de acuerdo con la invencién codificado por tal gen recombinante puede
ser, por ejemplo, una quimera de ratén-humano, la especificidad de este
anticuerpo se determina mediante la regién variable derivada del ADN de murino y
su isotipo determinado por la region constante derivada del ADN humano. Con
referencia a Verhoeyn et al. (BioEssays, 8:74, 1988) para métodos para preparar

anticuerpos quimericos.
La tabla 3 aqui resumen las secuencias de aminoacidos de las diversas
cadenas pesada y ligera del anticuerpo quimérico 515H7 (denominado como

¢515H7 o C515H7) de acuerdo con la invencion.

Tabla 3 {(en donde ¢ = quimerico)

A:;i;:;;;;o Cadena pesada Cadena ligera SEI;%TD
Secuenclas ¢VH (Gdwt) - 56
completas (sin ¢VH (G4PRO) - 57
el péptido de cVH (G2 wt) - 58
sefiai) B VL-Ck 59

La secuencia de nuciebtido que corresponde a dichas cadenas pesada del
Anticuerpo ¢515H7 SEQ ID Nos. 56 a 58 y cadena ligera SEQ ID No. 59
corresponde respectivamente a las secuencias SEQ ID Nos. 60 a 63 (cadena
pesada) y SEQ ID No. 64 (cadena ligera).

En una realizacion preferida, las secuencias de cadena pesada se eliminan
de su residuo lisina de terminal C (como se encuentra en el vector original
pConPlus serie de Lonza: pConPlusy4AK, pConPlusy4dPROAK & pConPlusy2AK).

Mas aun, la cadena pesada G4PRO corresponde a un isotipo humano 1gG4
que lleva una mutacion en la region Bisagra para evitar la formacién de la mitad de

los anticuerpos. Esta mutacién se encuentra en el pConPlusy4PROAK parental de
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Lonza [Angal S, King DJ, Bodmer MW, Turner A, Lawson AD, Roberts G, Pedley
B, Adair JR. Una sustitucidon de aminodcido Unica abole la heterogeneidad del
anticuerpo quimerico de ratén/humano (IgG4). Mol Immunol. (1993); 30(1): 105-
108).

Mas particularmente, la invencidn se relaciona con una cadena pesada de
anticuerpo quimérico caracterizado porque este comprende los CDR homélogos a
los CDR correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero
diferente, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consisten de CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 que comprenden respectivamente las secuencias SEQ ID
Nos. 4,5y6.

Mas particularmente, la invencion se relaciona con una cadena ligera de
anticuerpo guimeérico caracterizado porque este comprende los CDR homélogos a
los CDR correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie diferente de
mamifero, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consisten de CDR-L1,
CDR-L2 y CDR-L3 que comprende respectivamente las secuencias SEQ ID Nos.
1,2y 3.

Mas particularmente, la invencién se relaciona con un anticuerpo quimérico,
o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, caracterizado porque
este comprende las cadenas pesada y ligera ¢cada una tiene los CDR homologos a
los CDR correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie diferente de
mamifero, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consisten de CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la cadena pesada que comprende respectivamente las
secuencias SEQ ID Nos. 4, 5 y 6, y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de la cadena
ligera que comprende respectivamente las secuencias SEQ ID Nos. 1,2y 3.

En otra realizacion, la invencion se relaciona con un anticuerpo quimérico, o
un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, que comprende una
region variable de cadena pesada de la secuencia que consiste de SEQ ID No. 8,
y una region variable de cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 7.

En todavia ofra realizacién, la invencién se relaciona con un anticuerpo
quimérico, o un compuesto derivado o fragmento funcional de! mismo, que

comprende una cadena pesada de la secuencia seleccionada del grupo que
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consiste de la SEQ ID Nos. 56, 57 o 58, y una cadena ligera de la secuencia de la
SEQ ID No. 59.

En una realizacidn preferida, el anticuerpo quimérico c515H7 VH(G4wt)/VL-
Ck, o un compuesto derivado ¢ fragmento funcional del mismo, de acuerdo con la
invencion comprende una regién variable de cadena pesada de la secuencia SEQ

ID No. 56, y una region variable de cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 59.

En una realizacion preferida, el anticuerpo quimérico ¢515H7
VH(G4PRO)/VL-CK, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una region variable de cadena pesada de ia
secuencia SEQ ID No. 57, y una region variable de cadena ligera de la secuencia
SEQ ID No. 59.

En una realizacion preferida, el anticuerpo quimérico ¢515H7 VH(G2wt)/VL-
Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de acuerdo con la
invencidn comprende una regidn variable de cadena pesada de la secuencia SEQ
ID No. 58, y una region variable de cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 59.

"Anticuerpos humanizados" significa un anticuerpo que contiene las
regiones CDR derivadas de un anticuerpo de origen no humano, las otras partes
de la molécula de anticuerpo se derivan de un (o varios) anticuerpos humanos.
Adicionalmente, algunos de los residuos de segmento de esqueleto (llamado FR)
se pueden modificar para conservar la afinidad de unién (Jones et al., Nature,
321:522-525, 1986; Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536, 1988; Riechmann
et al., Nature, 332:323-327, 1988).

Los anticuerpos humanizados de la invencién o fragmentos de los mismos
se pueden preparar mediante téchicas conocidas por una persona experta en la
técnica (tal como, por ejemplo, aquellos descritos en los documentos Singer et al.,
J. Immun., 150:2844-2857, 1992; Mountain et al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev.,
10:1-142, 1992; y Bebbington et al., Bio/Technology, 10:169-175, 1992). Tales
anticuerpos humanizados se prefieren para su uso en métodos que involucran los
diagnosticos in vitro o el tratamiento preventivo yfo terapéutico in vivo. Otras
técnicas de humanizacién, también conocidas por una persona experta en la

técnica, tal como, por ejemplo, la técnica "injerto de CDR" descrita por PDL en las
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patentes EP 0 451 261, EP 0 682 040, EP 0 939 127, EP 0 566 647 o US
5,530,101, US 6,180,370, US 5,585,089 y US 5,693,761. También se pueden citar
las patentes US 5,639,641 0 6,054,297, 5,886,152 y 5,877,293.

Adicionalmente, la invencidbn también se relaciona con anticuerpos

humanizados que surgen del anticuerpo de murino descrito anteriormente.

De una forma preferida, las regiones constantes de la cadena ligera y la
cadena pesada derivadas de un anticuerpe humano son, respectivamente, la

regioén lambda o kappa y la regidon gama-2 o preferiblemente gama-4.

Mas particularmente, la invencién se relaciona con una cadena pesada de
anticuerpo humanizado caracterizado porque este comprende i) una region de
estructura homoéloga a la regidén de estructura principal correspondiente de una
cadena pesada de anticuerpo humano, y ii) los homoélogos de CDR a los CDR
correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero
diferente, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consiste de CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 que comprende respectivamente las secuencias SEQ ID Nos.
4, 5y6.

En otra realizacién, la invencién se relaciona con una cadena pesada de
anticuerpo humanizado que comprende una region variable de la secuencia que
consiste de la SEQ ID No. 64.

En todavia otra realizacién, la invencion se relaciona con una cadena
pesada de anticuerpo humanizado que comprende la secuencia completa

seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID Nos. 67, 68 y 69.

Mas particularmente, la invencién se relaciona con una cadena ligera de
anticuerpo humanizado caracterizado porque este comprende i) una region de
estructura principal homdéloga a la regiéon de estructura principal correspondiente
de una cadena ligera de anticuerpo humano, y ii) los CDR homologos a los CDR
correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero
diferente, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consisten de CDR-L1,
CDR-L2 y CDR-L3 que comprende respectivamente las secuencias SEQ ID Nos.
1,2y 3.

20
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En otra realizacion, la invencidén se relaciona con una cadena ligera de
anticuerpo humanizado que comprende una regién variable de la secuencia

seleccionada del grupo gue consiste de la SEQ |ID Nos. 65, 66, 82 o0 83.

En todavia otra realizacién, la invencién se relaciona con una cadena ligera
de anticuerpo humanizado que comprende la secuencia completa seleccionada
del grupo que consiste de fa SEQ ID Nos. 70, 71, 84 o 85.

Mas particularmente, la invencién se relaciona con un anticuerpo
humanizado, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo,
caracterizado porque este comprende las cadenas ligera y pesada cada una tiene
i} regiones de estructura principales homélogas a la regién de estructura principal
correspondientes de un anticuerpo humano, y ii) los CDR homoélogos a los CDR
correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero
diferente, en donde dichos CDR, de acuerdo con IMGT, consisten de CDR-H1,
CDR-H2 y CDR-H3 de la cadena pesada que comprende respectivamente las
secuencias SEQ ID Nos. 4, 6 y 6, y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de la cadena
ligera que comprende respectivamente las secuencias SEQ ID Nos. 1, 2y 3.

En otra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo
humanizado, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, que
comprende una region variable de cadena pesada de la secuencia que consiste de
la SEQ ID No. 64, y una regién variable de cadena ligera de la secuencia
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID Nos. 65, 66, 82 o 83.

En todavia ofra realizacion, la invencién se relaciona con un anticuerpo
humanizado, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, que
comprende una cadena pesada de la secuencia seleccionada del grupe que
consiste de la SEQ ID Nos. 67, 68 o 69, y una cadena ligera de la secuencia
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ 1D Nos. 70, 71, 84 o 85.

En una realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(Gawt)/VL2-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 67, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 70.

&
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En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4PRO)VL2-CK, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 68, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 70. En otra realizacion
preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N (G2wt) / VL2-Ck, o un
compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de acuerdo con la invencién
comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID No. 69, y una cadena
ligera de la secuencia SEQ ID No. 70.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4wt) VL2.1-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 67, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 71.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4PROYVL2.1-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID

No. 68, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 71.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G2wt)/VL2.1-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID

No. 69, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 71.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH |
D76N (Gawt)/VL2.2-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del
mismo, de acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada de la

secuencia SEQ ID No. 67, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 84.

En ofra realizacién preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4PROYVL2.2-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 68, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 84.
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En otra realizacion preferida, el anticuerpe humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G2wt)/VL2.2-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 69, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 84.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4wt)/VL2.3-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencién comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID
No. 67, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 85.

En ofra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G4PRO)VL2.3-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencion comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID

No. 68, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 85.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VIH D76N
(G2wt)/VL2.3-Ck, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de
acuerdo con la invencidn comprende una cadena pesada de la secuencia SEQ ID

No. 68, y una cadena ligera de la secuencia SEQ ID No. 85.
La tabla 4 aqui resume las secuencias de aminoacido de los diversas
dominios variables de las cadenas pesada vy ligera (0 completo), respectivamente,

del anticuerpo humanizado 515H7 de acuerdo con la invencion.

Tabla 4 (en donde Hz = humanizado)

Anticuerpo SEQ ID

HzS15H7 Cadena pesada Cadena ligera NO.
VH1 D76N - 64

Dominios ' VL2 65
variables - VL2.1 66

- VL2.2 82

- VL2.3 83

VH]1 D76N (G4wt) - 67

VHI1 D76N {G4PRO) - 4R

f::::)?:g:s(sin VHI D76N (G2 wt) _ 69
. el péptido de - VL2-Ck 70
sefial) - VL2.1-Ck 71
- Vi2.2-Ck 84

- VL2.3-Ck 85

A1
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En una realizacion preferida, las secuencias de cadena pesada se eliminan
de su residuo de lisina de terminal C (como se encuentra en el vector original
pConPlus serie de Lonza: pConPlusy4AK, pConPlusy4PROAK & pConPlusy2AK).

Mas aun, la cadena pesada G4PRO corresponde a un isotipo IgG4 humano
que lleva una mutacion en la regidn Bisagra para evitar la formacién de la mitad de
los anticuerpos. Esta mutacién se encuentra en el pConPlusy4PROAK parental de
Lonza [Angal S, King DJ, Bodmer MW, Turner A, Lawson AD, Roberts G, Pedley
B, Adair JR. Una sustitucion unica de aminoacido abole la hetercgeneidad del
anticuerpo quimérico de ratén/humano (IgG4). Mol Immunol. (1993):30(1): 105-
108].

Como un ejemplo, para evitar dudas, la expresion "VIH" es similar a las
expresiones "Variante 1 de VH", "variante VH 1", "Var 1 VH " 0 "VH var 1).

Cabe entender que las combinaciones VH / VL ejemplificadas anteriormente
no son limitativas. La persona experta en la técnica por supuesto puede, sin
costos excesivos y sin aplicar la experticia de la invencion, redisponer todo el VH y

VL descrito en la presente especificacion.

Un aspecto novedoso de la presente invencion se relaciona con un acido
nucleico aislado caracterizado porque este se selecciona entre los siguientes

acidos nucleicos (que incluyen cualquier codigo genético degenerado):

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o uno de sus
fragmentos o derivados funcionales, de acuerdo con la invencion;

b) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias que consisten de SEQ ID Nos. 14 a 19y 41 a 45;

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de |as secuencias que consisten de las SEQ ID Nos. 20, 21, 46 y 47;

d) los acidos nucleicos de ARN correspondientes de los &cidos nucleicos

como se define en b) o ¢);

47
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e) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos como se
defineena), b)yc); y

f) un &cido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos capaz de hibridar bajo
condiciones de alta exigencia con por lo menos uno de los CDR de la secuencia

SEQ ID Nos. 14 a 19y 41 a 45.

La Tabla 5 adelante resume las diversas secuencias de nucleétido que se

relacionan con los anticuerpos de la invencion.

Tabla 5 (en donde Mu. = murino)

Anticuerpo Nurcng;a clén Cadena pesada Cadena ligera SEQ 1D NO.
CDR-L1 14
CDR-1.2 15
IMGT CDR-L3 16
CDR-H1 17
CDR-H2 IR
{CDR-H3 19
515H7 CDR-L1 22
CDR-L2 23
Kabat CDR-L3 16
CDR-HI 24
CDR-H2 ) 25
CDR-~H3 26
dominio variable Mu, 20
dominio variable Mu, 21
CDR-Li 4]
CDR-L2 15
IMGT , CDR-L3 42
CDR-H1 43
CDR-H2 44
_ CDR-H3 45
| 301aES CDR-L] 4%
_ CDR-L2 49
Kabat CDR-L3 50
CDR-HI 51
CDR-H2 52
CDR-H3 53
dominlo variable Mu, 46
dominio variable Mu, 47

Los términos "acido nucleico”, "secuencia nucleica", "secuencia de acido
nucleico”, "polinucledtido”, "oligonucledtido”, "secuencia de polinucleétido™ y
"secuencia de nucleétido“, se utilizan intercambiablemente en la presente
descripcion, significa una secuencia precisa de nucledtidos, modificada o no, que
define un fragmento o una regién de un acido nucleico, que contiene nucledtidos

45
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no naturales o no, y es un ADN de doble hebra, un ADN de hebra sencilla o
productos de transcripcion de dichos ADN.

También se debe incluir aqui que la presente invencién no se relaciona con
las secuencias de nucledtido en su ambiente cromosémico natural, es decir, en un
estado natural Las secuencias de la presente invencién se han aislado yfo
purificado, es decir, ellas se muestrean directamente o indirectamente, por
ejemplo mediante una copia, su ambiente se ha modificado por lo menos
parcialmente. Los acidos nucleicos aislados obtenidos mediante genéticas
recombinantes, por medio, por ejemplo, de células anfitrionas, u obtenidos

mediante sintesis quimica también se debe mencionar aqui.

“Las secuencias nucleicas que exhiben un porcentaje de identidad de por lo
menos 80%, preferiblemente 85%, 90%, 95% y 98%, después de alineacion
optima con una secuencia preferida" significa secuencias nucleicas que exhiben,
con respecto a la secuencia nucleica de referencia, ciertas modificaciones tal
como, en particular, una eliminacién, una truncacion, una extension, una fusion
quimerica y/o una sustitucién, notablemente puntual. Preferiblemente, estas son
secuencias que codifican las mismas secuencias de aminoacido como Ia
secuencia de referencia, esto se relaciona con la degeneracién del codigo
geneético, o las secuencias de complementariedad que probablemente hibridan
especificamente con las secuencias de referencia, preferiblemente bajo
condiciones altamente exigentes, notablemente aquellas definidas adelante.

La hibridacién bajo condiciones altamente exigentes significa que las
condiciones relacionadas con temperatura y resistencia iénica se seleccionan en
tal forma que permite que se mantenga la hibridacion entre los dos fragmentos de
ADN de complementariedad. Sobre una base puramente ilustrativa, las
condiciones altamente exigentes de la etapa de hibridacion para e! propésito de
definir los fragmentos de polinucledtido descritos anteriormente son
ventajosamente como sigue.

La hibridacién de ADN-ADN o ADN-ARN se lleva a cabo en dos etapas: (1)
prehibridacion a 42° C durante tres horas en regulador de fosfato (20 mM, pH 7.5)
que contiene 5X SSC (IX SSC que corresponde a una solucion de 0.15 M NaCl +
0.015 M citrato de sodio), 50% de formamida, 7% de dodecil sulfato de sodio
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(SDS), 10X de Denhardt, 5% de sulfato de dextrano y 1% de ADN de esperma de
salmon; (2) hibridacidon principal durante 20 horas en una temperatura
dependiendo de la longitud de la sonda (es decir: 42° C para una sonda >100
nucledtidos en longitud) seguido por dos lavados de 20 minutos a 200C en 2X
SSC + 2% de SDS, un lavado de 20 minutos a 200C en 0.1X SSC + 0.1% de SDS.
E! dltimo lavado se lleva a cabo en 0.1X SSC + 0.1% de SDS durante 30 minutos
a 60° C para una sonda >100 nucledtidos en longitud. Las condiciones de
hibridacion altamente exigentes descritas anteriormente para un polinucleétido de
tamano definido se puede adaptar por una persona experta en la técnica para
oligonucledtidos mas largos o mas cortos, de acuerdo con los procedimientos
descritos en Sambrook, et ai. (Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring
Harbor Laboratory; 3ra edicion, 2001).

La invencién también abarca una molécula de acido nucleico aislado

caracterizado porgque este se selecciona entre los siguientes acidos nucleicos:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica una cadena pesada de
anticuerpo humanizado, o un compuesto derivado o fragmento funcional del

mismo, de acuerdo con la invencion;

b) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica una cadena ligera de
anticuerpo humanizado o un compuesto derivado o fragmento funcional del

mismo, de acuerdo con la invencion;

c) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo humanizado, o
un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, de acuerdo con la

invencion;

d) un acido nucleico complementario con un acido nucleico como se define
en a), b) o ¢);

e) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos capaz de hibridar bajo
condiciones altamente exigentes con por lo menos una cadena pesada que
comprende las secuencias de acido nucleico SEQ ID No. 72075 a 77;
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f) un acido nucleico de por lo menos 18 nucledtidos capaz de hibridar bajo

condiciones altamente exigentes con por lo menos una cadena ligera que

comprende las secuencias de acido nucleico SEQ ID No. 73, 74, 86, 87 0 78, 79,

88, 89.

La tabla 6 adelante resume las secuencias de nucledtido de los diversos

dominios variables de las cadenas pesada y ligera y de longitud completa (o

completo), respectivamente, del anticuerpo humanizado 515H7 de acuerdo con la

invencion.
Tabla 6 (en donde Hz = humanizado)

ﬁ;'{‘:;;g;';; Cadena pesada Cadena ligera Si%{b
VHI1 D76N - 72
Dominios - VL 73
Variables o V0L2.1 74
- VL2.2 86
- V123 87
VHI] D76N (G4wt) - 75
Secuencias VHI1 D76N (G4PRO) - 76
completas VH1 D76N (G2 wt) - 77
(sin el péptido - VL2-Ck 78
de sefial) : VL2.1-Ck 79
' - V1.2.2-Ck 88
- VL2.3-Ck 89

La tabla 7 aqui resume las secuencias de nucledtido de las diversas

cadenas pesada y ligera del anticuerpo quimeérico 515H7 de

acuerdo con la

invencién.
Tabla 7 (en donde ¢ = quimérico)
Anticuerpo SEQID
cSI5HT Cadena pesada Cadena ligera NO.

Secuencias - ¢VH (G4wt) - 60
:t:mplletgztid ¢VH (G4PRO) - 61
sin ! peplido ¢VH (G2 wi) - 62
de sehal) - VL-Ck 63

En otras palabras, la invencién trata con un Aacido nucleico aislado,

caracterizado porque este se selecciona con los siguientes acidos nucleicos:
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a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o uno de sus
fragmentos o derivados funcionales, de acuerdo con la invencion;

b) un &cido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de los CDR que consiste de las SEQ ID Nos. 14 a 19
y 41 a 45;

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de los dominios variables pesado y ligero que
consiste de la SEQ ID Nos. 20, 21, 46, 47,72,73, 74, 86 y 87;

d) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de las cadena pesada y ligera que consiste de la SEQ
ID Nos. 60 a63,75a79, 88y 89,

e) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN que consiste
de la SEQ ID No. 55;

f) los acidos nucleicos de ARN correspondientes de los acidos nucleicos
como se define en b), ¢), d) o e);

g) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos como se
define en a), b), c), d)ye); y

h) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos capaz de hibridar bajo
condiciones de alta exigencia con por lo menos uno de los CDR de la secuencia
SEQID Nos. 14 a 19y 41 a 45.

La invencion también se relaciona con un vector que comprende un acido

nucleico como se describe en la invencion.

La invencion objetiva notablemente ia clonacion ylo los vectores de
expresion que contienen tal una secuencia de nucleétido.

Los vectores de la invencién preferiblemente contienen elementos que
permiten la expresidn y/o la secrecidon de las secuencias de nucledtido en una
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célula anfitriona dada. El vector asi puede contener un promotor, iniciacién de
traduccion y sefiales de terminacion, asi como también regiones de regulacion de
transcripcion adecuadas. Este puede ser capaz de mantenerse en una forma
estable en la célula anfitriona y puede tener opcionalmente sefiales especificas
que secretan especificamente la proteina traducida. Estos varios elementos se
seleccionan y se optimizan por una persona experta en la técnica de acuerdo con
la célula anfitriona utilizada. Para este propésito, se pueden insertar secuencias de
nucledtido en vectores de auto-replicacion dentro del anfitrién seleccionado o ser

vectores integradores del anfitrion seleccionado.

Tales vectores se preparan mediante los métodos tipicamente utilizados por
una persona experta en la técnica y se pueden introducir los clones resultantes
dentro de un anfitribn adecuado mediante métodos estandar tal como lipofeccion,
electroporacion, choque por calor o métodos quimicos. Los vectores son, por
ejemplo, vectores de origen de plasmido o virico. Ellos se utilizan para transformar
las células anfitrionas con el fin de clonar o expresar las secuencias de nucledtido

de la invencion.

La invencion también comprende células anfitrionas transformadas por o

que comprenden un vector como se describe en la presente invencion.

La célula anfitriona se puede seleccionar entre sistemas procariéticos o
eucarioticos tal como células bacterianas, por ejemplo, pero también células de
levadura o células de animal, notablemente células de mamifero. También se

pueden utilizar células de planta o insecto.

La invencién también se relaciona con animales, diferentes al hombre, que

tienen una célula transformada de acuerdo con la invencién.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con un método para la produccion
de un anticuerpo de acuerdo con la invenciéon, o uno de sus fragmentos

funcionales, caracterizado porque dicho método comprende las siguientes etapas:

a) el cultivo en un medio de y las condiciones de cultivo adecuadas para

una célula anfitriona de acuerdo con la invencién; y
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b) la recuperacidon de dicho anticuerpo, o uno de sus fragmentos
funcionales, producidos asi desde el medio de cultivo o de dichas células

cultivadas.

Las células transformadas de acuerdo con la invencién son de uso en
métodos para la preparacion de polipéptidos recombinantes de acuerdo con la
invencion. Los métodos para la preparacion del polipéptido de acuerdo con la
invencién en forma recombinante, caracterizado porque dichos métodos utilizan un
vector y/o una célula transformada por un vector de acuerdo con la invencion,
también estan comprendidos en la presente invencién. Preferiblemente, una célula
transformada por un vector de acuerdo con [a invencion se cultiva bajo
condiciones que permite la expresién del polipéptido mencionado anteriormente y

la recuperacidn de dicho péptido recombinante.

Como ya se mencion, la célula anfitriona se puede seleccionar entre
sistemas procaridticos o eucaridticos. En particular, es posible identificar las
secuencias de nucledtido de la invencion que facilitan la secrecién en tal sistema
procaridtico o eucaridtico. Un vector de acuerdo con la invencion que lleva tal
secuencia asi se puede utilizar ventajosamente para la produccion de las
proteinas recombinantes que se van a secretar. De hecho, la purificacién de estas
proteinas recombinantes de interés se facilitara por el hecho que ellas estan
presentes en el sobrenadante del cultivo celular a diferencia de las células

anfitrionas.

Los polipéptidos de la invencidn también se pueden preparar mediante
sintesis quimica. Un tal método de preparacién también es un objeto de la
invencién. Una persona experta en la técnica conoce métodos para la sintesis
quimica, tal como técnicas de fase sélida (ver notablemente Steward et al., 1984,
Solid phase peptides synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2nd ed.) o
las técnicas de fase sélida parcial, mediante la condensacién de los fragmentos o
mediante sintesis convencional en la solucidon. Los polipéptidos obtenidos
mediante sintesis quimica y capaces de contener los aminoacidos no naturales

correspondientes también estan comprendidos en la invencién.
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Los anticuerpos, o los compuestos derivados o los fragmentos funcionales
de los mismos, que se van a obtener probablemente por el método de la invencién

también estan comprendidos en la presente invencién.

De acuerdo con todavia otro aspecto, la presente invencion se relaciona
con anticuerpos como se describié anteriormente, caracterizado porque ellos son,
adicionalmente, capaces de unirse especificamente a un receptor de la familia de
quimioquina humana y/o capaz de inhibir especificamente la replicacién de VIH
tréfica X4.

De acuerdo con todavia otro aspecto, la presente invencién se relaciona
con anticuerpos como se describié anteriormente, caracterizado porque ellos son,
adicionalmente, capaces de unirse especificamente a un receptor de la familia de
quimioquina humana y/o capaz de inhibir especificamente la replicacion de VIH
tréfica X4/RS.

De acuerdo con una realizacién novedosa, la invencidén se relaciona con
anticuerpos, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, que consisten
del anticuerpo que son biespecificos en el sentido que ellos comprenden un
segundo motivo capaz de interactuar con cualquier receptor implicado en la célula
de entrada a VIH, tal como, por ejemplo, CCR5, CD4, CXCR4 (diferente al
anticuerpo de la presente invencion, es decir objetivar otro epitopo) o CCR3,
CCR2, CCR8, CXCR8, CXCR7, CX3CR1.

Los anticuerpos bifuncionales o biespecificos constituyen una segunda
generacion de anticuerpos monoclonales en los que dos regiones variables
diferentes se combinan en la misma molécula (Hollinger and Bohlen, 1999, Cancer
and metastasis, rev. 18:411-419). Su utilidad se demuestra en los dominios
diagndstico y terapéutico con relacion a su capacidad de objetivar varias
moléeculas sobre la superficie de las células; se pueden obtener tales anticuerpos
mediante métodos quimicos (Glennie MJ et al., 1987, J. Immunol. 138, 2367-2375;
Repp R. et al., 1995, J. Hemat., 377-382) o métodos sométicos (Staerz U.D. y
Bevan M.J., 1986, PNAS 83, 1453-1457; Suresh M.R. et al., 1986, Method
Enzymol, 121:210-228) pero también, preferiblemente, mediante técnicas de
ingenieria genetica que hacen posible forzar la heterodimerizacion y asi facilita la
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purificacién del anticuerpo buscado (Merchand et al., 1998, Nature Biotech.,
16:677-681).

Estos anticuerpos biespecificos se pueden constituir como IgG completo,
Fab'2 biespecifico, Fab 'PEG, diacuerpos o scFv biespecifico, pero también como
un anticuerpo biespecifico tetravalente en el que estan presentes dos sitios de
unién para cada antigeno objetivado (Park et al, 2000, Mol. Immunol, 37(18):

1123-30) o los fragmentos de los mismos descritos anteriormente.

Ademas de una ventaja econdémica dada que la produccién y administraciéon
de un anticuerpo biespecifico es mas barata que la produccién de dos anticuerpos
especificos, el uso de tales anticuerpos biespecificos tiene la ventaja de reducir la
toxicidad del tratamiento. De hecho, el uso de un anticuerpo biespecifico hace
posible reducir la cantidad general de los anticuerpos circulantes v,
posteriormente, la posible toxicidad.

En una realizacion preferida de la invencion, los anticuerpos biespecificos

son anticuerpos bivalentes o tetravalentes.

Finalmente, la presente invencion se relaciona con los anticuerpos descritos
anteriormente, o uno de sus fragmentos o derivados funcionaies, como un

medicamento.

La invencion también se relaciona con una composicion farmacéutica que
comprende como un ingrediente activo un compuesto que consiste de un
anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales.
Preferiblemente, dicho anticuerpo se complementa mediante un excipiente y/o un

portador farmacéuticamente aceptable.

La invencion tambien se relaciona con la composicidn como se describid

anteriormente como un medicamento.

En un aspecto particular de la invencién, el anticuerpo, o uno de sus
fragmentos o derivados funcionales, inhibe la replicacion aislada principal de KON
VIH-1 en PBMC con un ICg de por lo menos 5 pg/ml, preferiblemente por lo
menos 10 pg/ml.
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La presente invencion también comprende el uso de un anticuerpo o la
composicion de acuerdo con la invencién para la preparacién de un farmaco y/o

medicamento para la prevencién o el tratamiento de infeccion por VIH.

Mas particularmente, como un ejemplo no limitante, dicha infeccién por VIH
es una infeccidn por VIH tréfica X4.

En otra realizacién, como un ejemplo no limitante, dicha infeccion por VIH
es una infeccidon por ViH tréfica X4/R5.

La presente invencion también se relaciona con el uso de un anticuerpo, o
un fragmento funcional o derivado del mismo, preferiblemente humanizado, y/o de
una composiciéon de acuerdo con la invencién para la preparacién de un farmaco
para inhibir la replicaciéon del VIH. De manera general, la presente invencion se
relaciona con el uso de un anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del
mismo, preferiblemente humanizado, y/o de una composicion, para la preparacion

de un farmaco para la prevencion o tratamiento de la enfermedad de VIH.

En la presente descripcion, "vehiculo farmacéutico” significa un compuesto,
0 una combinacién de compuestos, que entran en una composicién farmacéutica
que no provoca reacciones secundarias y que, por ejemplo, facilta la
administraciéon de los compuestos activos, aumenta su duracion de vida y/o
efectividad en el organismo, aumenta su solubilidad en la solucién o mejora su
almacenamiento. Tales portadores farmacéuticos son bien conocidos y se
adaptaran por una persona experta en la técnica de acuerdo con la naturaleza y la

ruta de administracién de los compuestos activos seleccionados.

Preferiblemente, se administrardn tales compuestos mediante la ruta
sistemica, notablemente mediante ruta intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcutanea, intravaginal u oral. Mas preferiblemente, la
composicion compuesta del anticuerpo de acuerdo con la invencién se
administrara en diversas dosis igualmente separadas durante el tiempo.

Sus rutas de administracion, esquemas de dosificaciéon y formas galénicas

Optimas se pueden determinar de acuerdo con los criterios tomados generalmente
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en cuenta cuando se establece un tratamiento adecuado para un paciente tal
como, por ejemplo, la edad o peso corporal del paciente, la seriedad de su estado

general, su tolerancia para el tratamiento y los efectos colaterales experimentados.

La invencidn también se relaciona con una composicion que comprende,
adicionalmente, como un producto de combinacidn para uso en una forma
simultanea, separada o extendida, un anticuerpo anti-VIH o un anticuerpo de
entrada de células anti-VIH o un anticuerpo de replicacion anti-VIH diferente al un
anticuerpo dirigido contra CXCR4.

De acuerdo con todavia otra realizacién, la presente invenciéon también se
relaciona con una composiciéon farmacéutica como se describid anteriormente que
comprende por o menos un segundo compuesto anti-VIH seleccionado entre los
compuestos capaces de inhibir especificamente la entrada de VIH y/o la
replicacidn tai como anti-CCRS5, los compuestos anti-CD4 y los compuestos anti-
CXCR4 diferentes a aquellos descritos en esta invencion, o cualquier otro

compuesto anti-VIH conocido por una persona experta en la técnica.

Otra realizacidon complementaria a la invencién consiste de una
composicién como se describié anteriormente comprendida, adicionalmente, como
un producto de combinacién o de conjugacion para uso simultaneo, separado o

extendido, un compuesto anti-VIH.

"Uso simultdneo” significa [a administracion de ambos compuestos de ia

composicion comprendidos en una forma de dosificacion Gnica.

"Uso separado” significa la administracion, al mismo tiempo, de ambos

compuestos de la composicion, comprendidos en formas de dosificacion distintas.

"Uso extendido" significa la administracion sucesiva de ambos compuestos

de la composicion, cada uno comprendido en una forma de dosificacion distinta.

De manera general, la composicién de acuerdo con la invencién aumenta
considerablemente la efectividad del tratamiento de VIH. En otras palabras, el
efecto terapéutico del anticuerpo de la invencidon se mejora en una forma
inesperada mediante la administracién de un agente anti-VIH. Otra ventaja



45

posterior principal producida por una composicion de la invencion se relaciona con
la posibilidad de utilizar dosis efectivas inferiores del ingrediente activo, haciendo
asi posible evitar o reducir los riesgos de la aparicién de efectos colaterales, en
particular el efecto del agente anti-VIH. Mas aun, esta composicion hace posible
lograr el efecto terapéutico deseado mas rapidamente.

“Agente anti-VIH terapéutico" significa una sustancia que, cuando se
administra a un paciente, trata o evita la replicacion del VIH en el paciente.
Ejemplos no limitantes de tales agentes incluyen "farmacos antiretroviricos tales
como inhibidores de proteasa de VIH (Pl), inhibidores de transcriptasa inversa de
nucledsido/nucledtido de VIH (NRTI/NtRTI) inhibidores de franscriptasa inversa de
VIH sin nucledsido (NNRTI), inhibidores de entrada de VIH, inhibidores de
integrasa de VIH".

Tales agentes, por ejemplo, se citan en VIDAL, en las paginas dedicadas a
los compuestos relacionados con los “compuestos anti-VIH" los anticuerpos anti-
VIH citados por referencia para este documento se citan aqui como agentes anti-
VIH preferidos no limitantes.

El inhibidor de proteasa de VIH se refiere a cualquier sustancia que puede
inhibir la actividad de proteasa de VIH. Ejemplos de tales inhibidores de proteasa
de VIH incluyen, pero no se limitan a mesilato Saquinavir o SQV (Invirase®),
Indinavir o IDV (Crixivan®), Ritonavir o RTV (Norvir®), Nelfinavir o NFV
(Viracept®), Amprenavir (Agenerase®, Prozei®), Lopinavir/ritonavir o LPV/r
(Kaletra®, Aluvia®), Atazanavir o ATV (Reyataz®, Zrivada®), Fosamprenavir o
FPV (Lexiva®, Telzir®), Tipranavir o TPV (Aptivus®), Darunavir o DRV
(Prezista®), Nucleosida de VIH o inhibidor de transcriptasa inversa de nucledtido
(NRTI) se refiere a una sustancia que es una nucleosida o anélogo de nucleétido
que bloquea la transcripcién inversa del ARN de VIH. Ejemplos de NRTI incluyen,
pero no se limitan a Zidovudina o AZTS5ZDV (Retrovir/combivirftrixivir®),
Didanosina o ddi (Videx®), Zalcitabina (HIVID®), Stavudina o d4T (Zerit®),
Lamivudina o 3TC (Epivir/fcombivirfepzicom/trixivir®), Abacavir o ABC
(Ziagenftrixivirlepzicom®), disoproxil fumarato Tenofovir o} TDF
(Viread/atripla/truvada®), Emtricitabina o FTC (Emtriva/atripla/truvada®).



46

Inhibidor de trasncriptasa inversa de VIH sin nucleosida (NNRTI) se refiere
auna sUstancia gue no es una nucleosida o analogo de nucledtido que bloquea la
transcripcion inversa del ARN de VIH. Ejemplos de NNRTI incluyen, pero no se
limitan a Nevirapina o NVP (Viramune®), Efavirenz o EFV (Sustiva/atripla®,
Stocrin®), Delavirdina o DLV (Rescriptor®) y Etravirina o ETR (Intelence®).

El inhibidor de entrada de VIH se refiere a una sustancia que bloquea la
entrada de células de VIH. Ejemplos de inhibidores de entrada de VIH incluyen,
pero no se limitan a Enfuvirtida o T20 (Fuzeon®), Maraviroc o MVC (Celsentri®,
Celzentry®).

El inhibidor de integrasa de VIH se refiere a una sustancia que inhibe la
actividad de integrasa de ViIH. Ejemplo del inhibidor integrasa incluye, pero no se
limita a Raltegravir o RAL (Isentress®).

Tales agentes, por ejemplo, también son compuestos que pertenecen a las
mismas clases de farmacos descritas en VIDAL, que estan actualmente en
ensayos clinicos tal como pero no limitado a Vicriviroc, PRO 140, TNX-355,
AMDO070, Racivir, Apricitabina, Elvucitabina, Flosalvudina, Rilpivirina, Elvitegravir.

Tales agentes, por ejemplo, también son compuestos que pertenecen a
ofras clases potenciales de farmacos tal como pero no limitado a inhibidores de
maduracién (Bevirimat), analogos de glicosida de B-galactosil-ceramida, agentes
de unién a carbohidrato, inhibidores RNasaH, inhibidores de expresién de gen de
VIH, estimuladores de la liberacion de VIH de células T latentes (acido valproico

)

En una realizacién particularmente preferida, dicha composicion de la
invencién como un producto de combinacion se caracteriza porque dicho agente

anti-VIH se une quimicamente a dicho anticuerpo para uso simultaneamente.

Con el fin de facilitar la unién entre dicho agente anti-VIH y el anticuerpo de
acuerdo con la invencién, las moléculas espaciadoras se pueden introducir entre
los dos compuestos para unién, tal como el poli(alquilen)glicol polietilenglicol o los
aminoacidos; o, en otra realizacién, se pueden utilizar dichos derivados activos de

los agentes anti-VIH, en los que se han introducido funciones capaces de
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reaccionar con dicho anticuerpo. Estas técnicas de unién son bien conocidas por
una persona experta en la técnica y no se discutiran en mas detalle en la presente

descripcion.

También preferiblemente, dicho anticuerpo de la invencion que formad
dicho conjugado se selecciona entre sus fragmentos funcionales, notablemente

fragmentos que han perdido su componente Fc, tal como los fragmentos scFv.

La invencion también se relaciona con una compaosicién como un producto
de combinacién o con un conjugado de farmaco anti-CXCR4 Mab/anti-VIH, de

acuerdo con la invencion, utilizado como farmaco.

Preferiblemente, dicha composicion como un producto de combinacién o
dicho conjugado se complementara mediante un excipiente y/o un vehiculo
farmacéutico.

Asi, la invencion se refaciona con el uso de un anticuerpo, o uno de sus
fragmentos o derivados funcionales, para la preparacién de un farmaco para el
objetivo especifico de un compuesto que es biolégicamente activo hacia la
replicacion del VIH.

Como se demostrd previamente, los Mabs 515H7 y 301aE5 CXCR4 tienen
actividades fuertes contra la replicacion del VIH-1 en PBMC, ya que tales
anticuerpos se pueden utilizar en ensayos de deteccidon para la identificacion de
agentes antiviricos del antagonista CXCR4 para tratar infeccién por VIH-1. En la
primera etapa de estos ensayos, las células que expresan CXCR4 se incuban con
Mabs 515H7 y/o 301aES5 y luego se pueden evaluar las moléculas por su potencial
para inhibir la unién de los Mabs 515H7 y/o 301aE5. Las células utilizadas en este
tipo de ensayos pueden ser estirpes celulares transfectados tal como estirpes
celulares humanas transfectadas CHO-CXCR4, NIH3T3-CXCR4 o CXCR4 tal
como U373-MAGI-CXCR4, estirpes celulares humanas que expresan CXCR4 tal
como NALM6 o c¢élulas primarias tal como PBMC. El método utilizado para
detectar los antagonistas de CXCR4 que inhibe la union de los Mabs 515H7 y/o
301aE5 en células que expresan CXCR4 puede ser Ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima competitivo basado en célula Assay (ELISA) como se describe por
Zhao Q. et al. (AIDS Research and Human Retroviruses, 2003, 19, pp947-955) o
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protocolos utilizando clasificacion de célula Activada por Fluorescencia (FACS) tal
como se describe por Juarez J. et al. (Leukemia 2003, 17, ppl294-1300).

Asi, en un aspecto particular de la invencién, se considera un proceso para
la deteccién y/o la identificacion de moléculas como agentes antiviricos del
antagonista CXCR4 que comprende las etapas de:

a) seleccionar células que expresan CXCR4,

b) incubar dichas células con un anticuerpo, o uno de sus fragmentos o
derivados funcionales, de la invencién, y

c) evaluar las moléculas probadas por su inhibicion potencial de la union
entre el anticuerpo, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales, a CXCR4, y

d) seleccionar moléculas capaces de dicha inhibicién.

En otra realizacion particular, se puede agregar |a siguiente etapa e):

e) probar estas moléculas en un ensayo de replicacion de VIH-1.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién aparecen adicionalmente en

la descripcion con los ejemplos y figuras cuyas leyendas se presentan adelante.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras IA y IB muestran |a estrategia de activacion para ia expresion
CXCR4 en monocitos y linfocitos.

Figura |A: tefiido de célula T con el anticuerpe CD3-PE.

Figure |B: tefiido de monocitos con el anticuerpo CD 14-PE.

Las Figuras 2 A y 2B muestran la unién de los MAb anti-CXCR4 515H7 y
301aES5 en monocitos y linfocitos T.

Las Figuras 3 A y 3B muestran la modulacion del dimero del receptor
CXCR4 mediante los Mab 515H7 y 301aE5 SDF-I y anti-CXCR4, respectivamente,
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por medio de un método de transferencia de energia de resonancia de
bioluminiscencia (BRET) en células HEK293.

Las Figuras 4A y 4B y la Figura 5 muestran la capacidad de anti-CXCR4
Mab 515H7 y 301aES para inhibir la replicacion del KON aislado de ViIH-1 (virus
X4) en PBMC humano.

Las Figuras 6 A, 6B y 6C muestran la inhibicién de la liberacion de calcio
inducida por SDF-1 en células CHO-CXCR4 mediante los Mab 515H7 (figura 6A),
301aE5 (figura 6B) y ¢515H7 (figura 6C).

Las Figuras 7 y 8 muestran la capacidad de los Mab 515H7, ¢515H7 y
301ak5 anti-CXCR4 para inhibir la replicacion de MN aislada principal del virus
VIH-1 X4 (figura 7) y 92UG024 (figura 8) en el PBMC humano.

La Figura 9 muestra la capacidad de los Mab 515H7, ¢c515H7 y 301aE5
anti-CXCR4 para inhibir la replicacion KON, MN y 92UG024 de aislados primarios
del virus VIH-1 X4 en el PBMC humano.

Las Figuras 10 y 11 muestran la capacidad de los Mab 515H7, c515H7 y
301aE>5 anti-CXCR4 para inhibir |a replicacion 89.6 aislada principal del virus VIH-I
X4/R5 dual en el PBMC humano.

La Figura 12 muestra el efecto benéfico de combinar Mab ¢515H7 con
Maraviroc para inhibir la replicacién 89.6 del aislado principal de VIH-1 (virus dual
X4/R5) en el PBMC humano.

La Figura 13 muestra el efecto benéfico de combinar Mab c515H7 con
Maraviroc para inhibir la replicacion UG93067 de aislado principal de VIH-1 {virus
dual X4/R5) en el PBMC humano.

La Figura 14 muestra la capacidad de los Mab 515H7, ¢515H7 y 301aE5
anti-CXCR4 para inhibir la replicacion KON aislada principal del virus de VIH-1 X4
en PBMC.
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La Figura 15 ilustra la especificidad de union de! Mab ¢515H7 mediante
analisis FACS.

La Figura 16 ilustra el efecto del Mab ¢515H7 en el homodimero CXCR4,
mediante el meétodo de transferencia de energia de resonancia de
bioluminiscencia (BRET).

La Figura 17: Secuencias de aminoacido alineadas del dominio variable de
cadena pesada 515H7 con la linea germinal humana IGHV3-49*04 y IGHJ4*01. La
secuencia de aminoacido 515H7 VH se alinea con las secuencias de estructura
principal de receptor humano seleccionado. Las secuencias VH Varl (VHI)
corresponden a las variantes humanizadas de los dominios 515H7 VH. La retro

mutacion Unica en la posicién 76 se describe en negrilla.

La Figura 18: Alineacién de las secuencias de aminoéacido de la cadena
ligera 515H7 con la linea germinal humana IGKV4-1*01 y IGKJ 1*01. La secuencia
de aminoacido 515H7 VL se alinea con las secuencias de estructura principal de
receptor humano seleccionadas. Las secuencias VL Var2.1, Var2.2 y Var2.3
corresponden a las variantes humanizadas implementadas del 515H7 VL Var2
humanizado, con los residuos mutados en negrilla. Var2.1 y Var2.2 lleva 4
residuos mas humanizados mientras que el Var2.3 contiene 5 residucs mas
humanos.

La Figura 19: Bloqueo cruzado del anticuerpo de murino biotinitado 515H7
mediante las variantes quiméricas 515H7 y diferentes variantes del 515H7
humanizado. La actividad de las variantes humanizadas de 515H7 (hz515H7) para
bloquear en forma cruzada el anticuerpo de murino parental 515H7 se evalla
mediante citometria de flujo utilizando las células NIH3T3 transfectadas CXCRA4.
La actividad de las variantes humanizadas se compara con el 515H7 quimérico. La
actividad de bloqueo cruzado de la variante VIH combinada con el VL quimérico
(cVL) es muy similar a aquel del quimérico (A). No se determina la reduccion en la
actividad de la variante 1 VH 1 (VHI, la variante sin retro mutaciones) cuando se
combina con la variante 2 de VL (B).

La Figura 20: inhibicién de la unién de SDF-1 biotinilado mediante el 515H7
quimérico y diferentes variantes del 515H7 humanizado. La capacidad de la
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variante humanizada de 515H7 (hz515H7) para inhibir la unidon de SDF-1 se
evalda mediante citometria de flujo utilizando la estirpe celular RAMOS. La
capacidad de inhibicion de las variantes humanizadas se compara con el 515H7
quimerico. La variante humanizada hz515H7 VIH D76N VL2 tiene una capacidad
similar para inhibir la unién de SDF-1 como el anticuerpo quimérico. El fragmento
del anticuerpo humanizado hz515 VIH VL2 es completamente activo en inhibir la
unién de las células SDF-1 a RAMOS.

La Figura 21 muestra la union especifica de los Mab humanizados 515H7
(hz515H7 VIH D76N VL2, hz515H7 VIH D78N VL2.1, hz515H7 VIH D76N VL2.2 y
hz515H7 VIH D76N VL2.3) 2 CXCR4 en NIH3T3-CXCR4.

La Figura 22 muestra el efecto de los Mab humanizados 515H7 (hz515H7
VIH D76N VL2, hz515H7 VIH D76N VL2.1, hz515H7 VIH D76N VL2.2 y hz515H7
VIH D76N VL2.3) en el homodimero CXCR4, mediante el método de transferencia

de energia de resonancia de biocluminiscencia (BRET).

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos monoclonales (Mab) contra el
CXCR4 humano

Para generar los anticuerpos monoclonales a CXCR4, se inmunizan ratones
Balb/c con ceélulas recombinantes NIH3T3-CXCR4 vy/o los péptidos que
corresponden un terminal N extracelular CXCR4 y los bucles. Se inmunizan
ratones de 6-16 semanas de edad una vez con el antigeno en adyuvante de
Freund completo subcutaneamente (s.c.) seguido por 2 a 6 inmunizaciones con el
antigeno en adyuvante de Freund incompleto s.c. Se supervisa la respuesta
inmune mediante sangrados retroorbitales. El suero se detecta mediante ELISA
(como se describe adelante) y se utilizan ratones con los titulos mayores de
anticuerpos  anti-CXCR4 para fusiones. Los ratones se refuerzan
intravenosamente con los antigenos dos dias antes de sacrificio y se retira el

bazo.

- ELISA
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Para seleccionar los ratones que producen anticuerpos anti-CXCR4, se
prueba el suero de ratones inmunizados mediante ELISA. En resumen, se cubren
las placas de microtitulo con el péptido de terminal N [1-41] conjugado con BSA en
5ug de péptido equivalente/mL, se incuban 100 ul/pozo a 4° C durante la noche,
luego se bloquean con 250 plL/pozo de 0.5% de gelatina en PBS. Las diluciones
de plasma de los ratones inmunizados con CXCR4 se agregan a cada pozo y se
incuban 2 horas a 37° C. Las placas se lavan con PBS y luego se incuban con un
anticuerpo IgG antiratén de cabra conjugado con HRP (Jackson Laboratories)
durante 1 hora a 37° C. Después de lavado, las placas se desarrollan con sustrato
TMB, la reaccion se detiene 5 min después mediante la adicion de 100 plL/pozo IM
H>SO4. LLos ratones que desarrollan los titulos mayores de anticuerpos anti-
CXCR4 se utilizén para la generacion del anticuerpo.

- Generacion de hibridomas que producen los Mab a CXCR4

Los esplenocitos de ratén, aislados de un ratén Balb/c que desarrollan los
titulos mayores de anticuerpos anti-CXCR4 se fusionan con PEG a una estirpe
celular de mieloma de raton Sp2/0. Las células se colocan en placas en
aproximadamente 1 x 10° /pozo en placas de microtitulo seguido por la incubacion
de dos semanas en medio selectivo que contiene medio de ultra cultivo + 2 mM L-
glutamina + 1 mM piruvato de sodio + 1x HAT. Los pozos luego se detectan
mediante ELISA para los anticuerpos IgG monoclonales anti-CXCR4. El
anticuerpo que secreta los hibridomas luego se subclonan por lo menos dos veces
mediante dilucion limitante, Se cultiva in vitro para generar el anticuerpo para

analisis adicional.

Ejemplo 2: Caracterizacion de la especificidad de unién a Mab 515H7 y
301aE5 anti-CXCR4 (transfectante NIH3T3-CXCR4) mediante analisis FACS

En este experimento, la unién especifica al CXCR4 humano (hCXCR4) de
los Mab 515H7 y 301aE5 anti- CXCR4 se examina mediante analisis FACS. Se
incuban células transfectadas NIH3T3 y NIH3T3-hCXCR4 con 10 pg/ml de
anticuerpos monoclonales 515H7 y 301aES5. Las células luego se lavan con 1% de
BSA/PBS/0.01% de NaNj. Luego, se agregan anticuerpos secundarios marcados
con Alexa a las células y se les permite incubar a 4° C durante 20 min. Las células
luego se lavan de nuevo dos veces. Siguiendo el segundo lavado, se realiza

&
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analisis FACS. Los resultados de estos estudios de unién se proporciona en la
siguiente Tabla 8 que muestra [Intensidad de Fluorescencia Media {MFI) obtenida
mediante FACS] que los Mab 515H7 y 301aE5 anti-CXCR4 se unen
especificamente al CXCR4-NIH3T3 humano que transfecta la estirpe celular
mientras no existe reconocimiento de las células NIH3T3 progenitoras.

Tabla 8

NIH3T3 (MFI) | NIH3T3-CXCR4 (MET)
Clon : 515H7 (10 pg/ml) 16 2752
Clon - 301aE5 (10 pg/ml) 21 1367

Ejemplo 3: Caracterizaciéon de la unién a Mab 515H7 y 301aE5 anti-
CXCR4 a células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
analisis FACS

Se recolecta sangre como capa leucocitaria de donante saludable. Se
incuba 100 pl de sangre completa con anticuerpos CXCR4 anti-humanos (clones
515H7 y 301aES) en la concentracion indicada durante 20 minutos a 4° C. La
sangre se lava tres veces en PBS-BSA 1%-NaN; 0.01% y se incuba con IgG Alexa
488 antihumano de cobre diluido 1 :500 (Invitrogen) durante 20 minutos a 4° C.
Las células luego se lavan y se incuban con CD14-PE (Caltag) o CD3-PE (Caltag)
durante 10 minutos a 4° C y se lava tres veces. Los globulos rojos se lisan con
solucién de lisado de Alto Rendimiento (Caltag) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Las células se analizan inmediatamente utilizando Facscalibur (Becton-
Dickinson). La expresion de CXCR4 en monocitos se hace en células positivas
CD14 y la expresion CXCR4 en célula T se hace en células positivas CD3 (figura
1). Los resultados se expresan en la Capacidad de Unién a Antigeno (ABC).

Como se muestra en las figuras 2A y 2B, los clones 515H7 y 301aE5 anti-
humanos CXCR4 tifien ambos linfocitos T (Figura 2A) y monocitos (Figura 2B) que
indica que los Mab 515H7 y 301aE5 son capaces de conocer la forma natural del

CXCR4 expresado en la superficie celular de ios monocitos y ios linfocitos T.

Ejemplo 4: Efecto de los Mab 515H7 y 301aE5 en el homodimero
CXCR4, mediante el método de transferencia de energia de resonancia de
bioluminiscencia (BRET)

&
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Este ensayo funcional permite evaluar los cambios conformacionales
inducidos luego de la union de Mab SDF-1 y/o 515H7 al receptor CXCR4 en el
nivel del homodimero CXCR4.

Los vectores de expresion para los patrones de interaccién investigados se
construyen como proteinas de fusion con el tinte correspondiente (luciferasa
Renilla reniformis, proteina fluorescente Amarilla y Azul, YFP) al aplicar técnicas
de biologia molecular convencionales. Dos experimentos BRET desarrollados en
los dias anteriores, las células HEK293 se transfectan transitoriamente con los
vectores de expresién que codifican los patrones BRET correspondientes:
[CXCR4/Rlue + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacion de CXCR4. El dia
después, las celuias se distribuyen en placas 96 MW blancas precubiertas con
poli-lisina en medio de cultivo completo [DMEM complementado con 10 % de
FBS]. Las células primero se cultivan en 37° C con CO; al 5 % con el fin de
permitir la adhesién celular a la placa. Las células luego se sacrifican por inanicién
con 200 pl de DMEM/pozo durante la noche. Inmediatamente antes del
experimento BRET, se retira el DMEM vy las células se lavan rapidamente con
PBS. Las células luego se incuban en PBS en la presencia o ausencia del
anticuerpo, 10 min a 37° C antes de la adicién de coelenterazina H 5 uM con o sin
SDF-1 300 nM en un volumen final de 50 pl. Después de incubaciéon durante 10
minutos adicionales a 37° C, la adquisicién de emision de luz a 485 nm y 530 nm
se inicia utilizando el lector multimarca Mithras LB940 (Berthold) (Is/longitud de
onda/pozo repetido 15 veces a temperatura ambiente).

El calculo de la relacion de BRET se realiza como se describié previamente
(Angers et al., 2000): [(emisidnszp Nm) - (emisidnygs nm) X Cf] / (emisidnsgs nm), en
donde Cf = (emisidnszy nm) / (emisidnsss nm) para células que expresan la
proteina de fusion Rluc solo bajo las mismas condiciones experimentales.
Simplificando esta ecuacion muesira que la relacion BRET corresponde a la
relacion 530/485 nm obtenido cuando estan presentes los dos patrones BRET,
corregido mediante la relacion 530/485 nm obtenida bajo las mismas condiciones
experimentales, cuando solo el patron fusionado a Rluc estd presente en el
ensayo. Para facilitar la lectura, los resultados se expresan en unidades miliBRET
(mBU), mBU corresponde a [a relacién BRET multiplicada por 1000.
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El SDF1 (300 nM) aumenta mediante aproximadamente 20 % de la sefal
BRET que resulta de la proximidad espacial de las proteinas receptoras y
adaptadoras fusionadas al receptor CXCR4, es probable indicar la formacion de
homodimeros CXCR4/CXCR4 o los cambios conformacionales de los dimeros
preexistentes (Figuras 3 A y B). Los Mab 515H7 y 301aE5 son capaces de
modular los cambios conformaciones inducidos por SDF-1 para los homodimeros
CXCR4 (69 % de inhibicion del BRET inducido por el SDF-1 que aumenta para
515H7 y 301aES5, Figuras 3A y B). Los Mab 515H7 y 301aE5 también son capaces
de modular por si mismos la proximidad espacial CXCR4/CXCR4, que indica una
influencia de los Mab 515H7 y 301aE5 en la conformacion de homodimero
CXCR4/CXCR4. (Figuras 3A y 3B).

Ejemplo 5: Inhibicién de la replicacion KON aislada principal de VIH-1
(virus X4) en el PBMC humano mediante los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5

El PBMC de los donantes normales seronegativos para VIH-1 se aislan de
capas leucocitarias o citaféresis mediante la centrifugacion del gradiente Ficoll-
Hypaque. Se activan los PBMC en la presencia de PHA en medio de cultivo
celular RPMI 1640 que contiene 25 mM HEPES, 5 ml de penicilina (10000 U/ml) -
estreptomicina (10000 pg/ml) 2 mM L-glutamina, complementado con 10% de FCS
inactivado por calor y se utilizan como objetivos celulares en un ensayo de
neutralizacion de ciclo dnico. La replicacion de VIH-1 en el PBMC humano
principal se realiza al analizar el tefido intracelular del antigeno virico p24
mediante analisis FACS. En resumen, se incuban 25 pl por pozo de varias
diluciones de los Mab 515H7, 301aE5 y 12G5 (R&D Systems) o el medio de
cultivo como control (RPMI 1640, 10% de FCS, 0.1% de IL-2), durante 1 ha 37° C
con 25 pl por pozo de dilucidn aislada principal de VIH-1 KON X4, en duplicado. El
PBMC humano activado por PHA (25 ulipozo) a 20 x 10° células/ml se agregan a
la mezcla de Mab/virus en una placa de 96 pozos (fondo en U, Costar 3599) y se
cultivan durante 24 a 36 horas a 37° C en RPMI 1640 10% de FCS y 0.1% de iL-2.
Se introduce el control que consiste de PBMC no infectado en medio sin Mab.
Para detectar el PBMC infectado por VIH, el tefiido intracelular del antigeno virico
p24 se realiza y se analiza mediante citometria de flujo. Las células se fijan y se
permeabilizan utilizando el equipo Citofix/Citoperm (Becton Dickinson) de acuerdo
con los protocolos del fabricante y tefiidos con un Mab fluorescente anti-p24 {clon
KC567 - Coulter Beckman) utilizado en dilucién 1/160 incubado durante 10 min a 4°
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C en la oscuridad. Después de lavado en PBS-3% de medio FCS, se diluyen los
PBMC en PBS antes de andlisis de citometria de fiujo. E! porcentaje de células
positivas p24 en las diferentes muestras se determina al activar 20,000 eventos en
una poblacion de células vivas. Los subconjuntos de células vivas se analizan
durante expresién p24 con relacion al tefiido de fondo de células no infectadas. Se
obtiene el valor positivo del antigeno p24 después de sustraccion de los eventos
de fondo en céluias infectadas simuladas. E! porcentaje de neutralizacion se
define como la reduccion de células positivas p24 comparado con los pozos
infectados de control sin Mab. El titulo neutralizante se define como la dilucién de
Mab que permite una reduccién de 90% en el porcentaje de las células infectadas.
Los Mab 515H7 y 301aE5 anti-CXCR4 se comparan con el Mab 12G5 conocido
como el Mab anti-CXCR4 de referencia para la aplicacion del VIH. Como se
muestra en las Figuras 4 Ay B y 5, los Mab 515H7 y 301aE5 anti-CXCR4 son
capaces de inhibir la replicacion aislada principal de KON ViH-1 en PBMC con un
ICg0 0de10 pg/ml (66 nM) y 150 ug/m! (1 uM), respectivamente, mientras que el
Mab 12G5 falla en inhibir la replicacién aislada principal de KON VIH-1 en PBMC
(Figura 4A).

Ejemplo 6: Movilizacion mediada por el receptor CXCR4 de

almacenamientos de calcio intracelulares

Este ensayo funcional se disefia para supervisar la sefializacion del
receptor CXCR4 por medio de la estimulacion de la ruta fosfo lipasa C, que induce
la liberacion de calcio de los almacenamientos intracelulares del reticulo

endoplasmico.

Las células CHO-K1, que expresan establemente y constitutivamente el
receptor CXCR4 humano se obtienen luego de la transfecciéon de células
nulitratadas CHO-K1 (ATCC CCL-61) con un vector de expresion de mamifero que
lleva la secuencia codificante completa del receptor CXCR4 humano (RefSeq NM
003467). Las células se propagan en medio de cultivo completo [DMEM-F12 de
Ham complementado con 5 % de suero de becerro fetal (FCS) y 500 ug/ml de
geneticina). Las células se colocan en placas en placas negras 96MW en una
densidad de 100,000 células/pozo en medio de cultivo apropiado. Las células se
sacrifican dejandolas morir de hambre durante la noche antes de conducir los

experimentos. Las células se cargan con el tinte de calcio fluorescente (Fluo-4 Sin
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Lavado, Invitrogen US) en regulador de carga [HBSS 1x, HEPES 20 mM, acido
Probenicid 25 mM] durante 30 min. a 37° C seguido por 30 min. a 25° C. Se
realiza la estimulacion mediante SDF-1 mediante inyeccién directa en cada pozo.
Para experimentos de antagonismo, se agregan 10 pl de solucion Mab
directamente en el regulador de carga por lo menos 10 min. antes del SDF-1. Se
realizan mediciones de fluorescencia cinética en un lector de microplaca de
fluorescencia multi-modo Mithras LB940 (Berthold) utilizando los siguientes
parametros: excitacién a 485 nm, emisién a 535 nm, energia de excitacion a
10000 unidades arbitrarias. Se registra la fluorescencia en cada pozo durante 0.1
segundo cada segundo y durante un periodo de 20 seg. antes de inyeccion de
SDF-1 (sefal basal). Luego 20 p! de SDF-1 se inyectan y los datos se registran
durante un periodo de tiempo de 2 min. Cada condicion experimental se realiza en
duplicado. Los valores para cada pozo primero se corrigen al sustraer la
fluorescencia basal y la fluorescencia emitida por el pozo de control sin las células.
Los datos relativos se expresan como un porcentaje de la estimulacion maxima
obtenida por SDF-1 (100 nM).

El SDF1 (100 nM) induce una liberacién rapida y fuerte de calcio intracelular
en el CHO/CXCR4 recombinante, mientras no se detecta sefal de fluorescencia
en celulas nulitratadas CHO-K1. La intensidad maxima alcanza > 140 % sobre la
fluorescencia basal y se observa a aproximadamente 40 seg. luego de la
estimulacion mediante SDF-1 (Figuras 6A, 6B y 6C). Los Mabs 515H7 (133 nM)
(Figura 6A) y ¢515H7 (133nM) (Figura 6C) producen una inhibicion fuerte del SDF-
1 (100 nM) que induce la sefal de calcio. El Mab 301aE5 (133 nM) (Figura 6B)
produce una inhibicién parcial de la sefial de calcio inducida por SDF-1 (100 nM).

Ejemplo 7: Inhibiciéon de la replicacién KON, MN y 92UG024 aislada
principal de VIH-1 {virus X4) en el PBMC humano mediante los Mab 515H7,
¢515H7 y 301aE5 anti-CXCR4

Ensayo de neulralizacién de ciclo tnico.

Este ensayo se realiza en 36 h utilizando KON, MN y 92UG024 de aislados
principales concentrados y diluidos de acuerdo con lo anterior para permitir la
deteccion de 2% de linfocitos T CD4 infectados después de 2 dias de infeccién.
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Se incuban veinticinco microlitros de diversas diluciones de los Mab 515H7,
¢515H7 y 301aE5 durante 1 h a 37° C con 25 pl del virus. Ei PBMC humano (25
ul) a 20 x 10° células/ml se agregan a la mezcla de Mab/virus en una placa de 96
pozos (fondo en U, Costar 3599) y se cultivan durante 36 h en RPMI 1640 10% de
FCSy 20 U/ml IL-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Después de 2 dias de cultivo, se detectan los linfocitos infectados con VIH
mediante tefiido intracelular de p24 Ag virico. Las células se fijan y se
permeabilizan utilizando los equipos Citofix/Citoperm y Perm/MWash (BD
Biosciences) de acuerdo con el fabricante y'se tifien con un anti-p24 Mab
fluorescente (FITC- o PE-anti-p24, clon KC57; Beckman Coulter/Immunotech,
Hialeah, FL) utilizado en una dilucién 1/160 en solucidon Perm/Wash agregado
durante 15 min a 4°C. Después de lavado en PBS con 3% de FBS, se diluyen los
PBMC en 300 ul de PBS antes de andlisis de citometria de flujo (LSRII; BD
Biosciences) con el software DIVA (BD Biosciences). El porcentaje de células
positivas p24 en las diferentes muestras se determina al activar 20,000 eventos en
una poblacion de células vivas identificada mediante parametros de dispersion
lateral y delantera. Los subconjuntos de células vivas se analizan con el equipo de
solucién vivo/muerto (Invitrogen). Se obtiene el valor positivo p24 Ag después de
la sustraccion de los eventos de fondo en células simuladas que estan infectadas.

El porcentaje de neutralizacién se define como la reduccion de las células
positivas p24 comparado con pozos infectados de control sin Mab. El titulo
neutralizante se define como la concentracion del anticuerpo (interpolado entre
diluciones sucesivas realizadas en triplicado) que permite una reduccion del 90%

en el porcentaje de ias c¢élulas infectadas.

Como se muestra en [as Figures 7, 8 y 9, los Mab 515H7, ¢515H7 y 301aE5
anti-CXCR4 son capaces de inhibir la replicacién de los aislados principales VIH-I
X4 MN, KON y 92UG024 en PBMC. Los resultados de los IC {en ug/mi) se

resumen en la tabla 9.
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Tabla 9
r KON MN 92UG024
% inhibiciéncélulas infectadas | % inhibicldncélulas Infectadas % inhibicidn células Infectadas
90 80 50 o0 80 50 90 80 50

301aE5 >150 | >150 150 >150 150 1 >150 150 50
515H7 18 8 1 10 1.5 <15 10 3 05
¢515H7 20 10 15 15 1 <15 15 3 <15

Ejemplo 8: Inhibicién de replicacion de aislado principal de VIH-1
{virus dual X4/R5) en el PBMC humano mediante los Mab 515H7, c515H7 vy
301aE5 anti-CXCR4

Ensayo de neutralizacién de ciclo tnico

Este ensayo se realiza en 36 h utilizando 89.6 aislado principal concentrado
y diluido de acuerdo con lo anterior para permitir la deteccion de 2% de linfocitos T
CD4 infectados después de 2 dias de infeccion.

Se incuban veinticinco microlitros de diversas diluciones de los Mab 515H7,
¢515H7 y 301aE5 durante 1 h a 37° C con 25 p! de virus. EI PBMC humano (25 pl)
a 20 x 10° células/ml se agrega a la mezcla de Mab/virus en una placa de 96
pozos (fondo en U, Costar 3599) y se cultiva durante 36 h en RPMI 1640 10% de
FCSy 20 U/ml! IL-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Después de 2 dias de cultivo, se detectan linfocitos infectados con VIH
mediante tedido intracelular de p24 Ag virico. Las células se fijan y se
permeabilizan utilizando los equipos Citofix/Citoperm y Perm/Wash (BD
Biosciences) de acuerdo con el fabricante y se tiffen con un Mab anti-p24
fluorescente (FITC- o PE-anti-p24, clone KC57; Beckman Coulter/Immunotech,
Hialeah, FL) se utilizan en una dilucién 1/160 en soluciéon Perm/Wash durante 15
min a 4° C. Después de lavado en PBS con 3% de FBS, se diluyen los PBMC en
300 ul de PBS antes de analisis de citometria de fiujo (LSRII; BD Biosciences) con
software DIVA (BD Biosciences). Se determina el porcentaje de células positivas
p24 en las diferentes muestras al activar 20,000 eventos en una poblacion celular
viva identificada por parametros de dispersion lateral y delantera. Los

subconjuntos de células vivas se analizan con el equipo de solucidon vivo/muerto

SO
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(Invitrogen). Se obtiene el valor positivo p24 Ag después de sustraccion de los

eventos de fondo en celulas que simulan estar infectadas.

El porcentaje de neutralizacién se define como la reduccion de células
positivas p24 comparado con los pozos infectados de control sin Mab. El titulo
neutralizante se define como la concentracion del anticuerpo (interpolade entre
diluciones sucesivas realizadas en triplicado) que permite una reduccién del 90%

en el porcentaje de células infectadas.

Como se muestra en las Figuras 10 y 11, los Mab 515H7, ¢5615H7 y 301aE5
anti-CXCR4 son capaces de inhibir la replicacién de aislado principal VIH-1 89.6
en PBMC. Los resultados de los IC (en pg/m!) se resumen en la tabla 10.

Tabla 10
89.6
% {nhibicion células infectadas
90 80 50
301aE5 »150 150 20
515H7 15 1.5 <15
c515H7 10 1.5 <15

Ejemplo 9: Inhibicién de la replicacion 89.6 y UG93067 de asilados
principales del VIH-1 (virus duales X4/R5) en el PBMC humano mediante el
Mab ¢515H7 anti-CXCR4 combinado con la molécula anti-CCR5 Maraviroc

Ensayo de neutralizacién, que analiza multiples rondas de replicacion de
aislado principal de VIH en el PBMC principal:

Este ensayo que combinas diluciones seriales de Mab ¢515H7 o Maraviroc
o combinacidn de ambos con diluciones seriales de virus, analiza multiples rondas
de infeccion en PBMC (células mononucleares de sangre periférica). En resumen,
las alicuotas en cuadruplicado de 25-yl de diluciones seriales (dos veces) de los
Mab ¢515H7 o Maraviroc 0 combinacién de ambos cada uno se incuban con 25 i
de diluciones seriales de virus en placas de filtro de 96 pozo prehidratadas
(tamafic de poro 1.25-pym, Durapor Dv; Millipore, Molsheim, Francia). Una
titulacion de control del virus (25 pl de RPMI reemplaza los Mab ¢515H7 diluidos o
Maraviroc) se realiza en la misma placa como las titulaciones en ia presencia de
diluciones de los Mab ¢515H7 o Maraviroc o combinacion de ambos. Después de
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1 ha37° C, se agrega 25 y!l de PBMC estimulado por PHA en una concentracion
de 4 x 10° células/ml (grupo de PBMC activado por PHA de cinco donantes
saludables) para lograr un volumen de cultivo final 75-p! de RPMI, 10% de suero
de becerro fetal (FCS), y 20 IU de interleuguina-2 (IL.-2) por ml (R&D System).
Después' de 24 h a 37° C, se agrega 100 pl del mismo medio de cultivo. Se
. realizan dos lavados (200 pl de RPMI cada uno) mediante titulacion en el dia 4
para retirar los Mab ¢515H7 y Maraviroc, y se agrega 200 pl de medio de cultivo
fresco. En el dia 7, la presencia de p24 en los sobrenadantes de cultivo se mide
mediante ELISA y se compara con aquel de los controles negativos {(cultivos
infectados con diluciones de virus y mantenidos en la presencia de 10° M
zidovudina [AZT]) para determinar los pozos positivos. Se utilizan pozos en
cuadruplicado para determinar el titulo virico (60% de dosis infecciosa de cultivo
de tejido [TCIDsg]) en la ausencia (Vo) y en la presencia (V,) de cada dilucioén de
los Mab ¢515H7 o Maraviroc o combinacién de ambos. El titulo neutralizante se
define como la dilucién de los Mab ¢515H7 o Maraviroc o combinacién de ambos
que resultan en una reduccidn de 90% del titulo virico (Vo/Vo = 0.1).

Como se muestra en la Figura. 12, la replicacion 89.6 del virus X4R5 trofico
dual se inhibe mediante los Mab ¢515H7 con un ICy de 2ug/mi (Figura 12).
Maraviroc a 50ug/ml no alcanza la actividad inhibidora 1Cg (Figura 12). Mas aun,
la adicibn de Maraviroc a 2pg/ml al anticuerpo 515H7 aumenta la actividad
inhibidora de los Mab ¢515H7 con un ICgo de 0.2 pg/ml (Figura 12).

E! efecto benéfico de los Mab ¢515H7 y la combinacién de Maraviroc se
evalla utilizando diversas diiuciones de las dos moléculas y otro virus UG93067
trofico dual. Como se muestra en la Figura 13, la actividad inhibidora de los Mab
¢515H7 y Maraviroc es similar. Estos resultados sugieren que es comparable la
capacidad dei virus UG93067 para utilizar el receptor CCR5 o CXCR4. Utilizando
el virus UG93067, se puede evidenciar una actividad mejor, solo la combinacién
de estos inhibidores X4 (Mab c515H7) y R5 (Maraviroc) (10 pg/ml de cada uno)

permite una reduccién de 90 % del titulo de virus (Figura 13).
Ejemplo 10: Produccion del Mab ¢515H7 quimérico anti-CXCR4

El formato quimérico del Mab 515H7 de murino se designa: este
corresponde a los dominios variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo de
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murino de interés, genéticamente fusionado a los dominios constantes kappa y
lgG1/1gG2/lgG4 humanos. Los Mab recombinantes se producen luego de
transfeccion transitoria al utilizar el sistema HEK293/EBNA con un vector de
expresion pCEP4 (InVitrogen, US). Se describen anteriormente las secuencias de
nucledtido y aminoégido respectivas en la especificacién. Mas aun, como la tabla 3
anterior describe las secuencias de los isotipos 1gG2 y 4 (que son isotipos
preferidos), también se puede mencionar aqui la secuencia de la cadena pesada
del isotipo IgG1, es decir ¢515H7 VH (Glwt) que corresponde a la secuencia de
aminoacido SEQ ID No. 80 y la secuencia de nucleétido SEQ ID No.81.

Las secuencias de nucledtido completas que corresponden a los dominios
variables de las cadenas pesada y ligera de los Mab 515H7 se sintetizan mediante
sintesis de gen global (Genecust, Luxembourg). Ellas se subclonan en un vector
pCEP4 (InVitrogen, US) que lleva la secuencia codificante completa del dominio
constante de la cadena ligera [Ckappa] o la cadena pesada [CH1-Bisagra-CH2-
CH3] de una inmunoglobulina humana 1gG1/IgG2/lgG4. Se realizan todas las
etapas de clonacion de acuerdo con técnicas de biologia molecular
convencionales como se describe en el manual Laboratorio (Sambrook and
Russel, 2001) o de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Cada
construccion genetica se valida completamente mediante secuenciamiento de
nucleétido utilizando el equipo de secuenciamiento de ciclo terminador de Tinte
Big (Applied Biosystems, US) y se analiza utilizando un Analizador Genético 3100
(Applied Biosystems, US).

Las células EBNA HEK293 adaptadas a la suspensién (InVitrogen, US) se
hacen crecer rutinariamente en matraces de 250 ml en 50 ml de medio libre de
suero Excell 293 (SAFC Biosciences) complementado con glutamina 6 mM en un
agitador orbital (velocidad de rotacion 110 rpm). Se realiza transfeccion transitoria
con 2.10° células/ml utilizando polietilencimina 25 kDa lineal (PEI) (Polysciences)
preparado en agua en una concentracion final de mezcla de 1 mg/ml y ADN de
plasmido (concentracion final de 1.25 pg/ml para la relacion de plasmido de
cadena ligera a pesada de 1:1). En las 4 horas post-transfeccién, el cultivo se
diluye con un volumen de medic de cultivo fresco para lograr una densidad celular
final de 10° células/ml. Se supervisa el proceso de cultivo sobre la base de
viabilidad celular y produccion de Mab. Tipicamente, se mantienen cultivos
durante 4 a 5 dias. Se purifica el Mab utilizando un método de cromatografia
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convencional en una resina de Proteina A (GE Healthcare, US). Se produce el
Mab en niveles adecuados con evaluaciones funcionales. Los niveles de
productividad varian tipicamente entre 6 y 15 mg/1 del Mab purificado.

Ejemplo 11: Caracterizacion de la especificidad de union de Mab
¢515H7 quimeérico anti-CXCR4 mediante andlisis FACS

En este experimento, la unidén especifica al CXCR4 humano del Mab
c¢515H7 quimérico anti-CXCR4 se examina mediante analisis FACS.

Se incuban células transfectadas NIH3T3-hCXCR4 con un rango de dosis
de anticuerpo monoclonal c515H7 de 0 pug/m! a 10 pg/ml. Las células luego se
lavan con 1% de BSA/PBS/0.01 % de NaNj;. Luego, se agregan anticuerpos
secundarios marcados con Alexa a las células y se les permite incubar a 4° C
durante 20 min. Las células luego se lavan de nuevo dos veces. Luego del
segundo lavado, se realiza analisis FACS. Los resultados de este estudio de unién
se proporcionan en |a Figura 15 que muestra que el Mab C515H7 quimérico anti-
CXCR4 especificamente en la estirpe celular transfectada humana CXCR4-
NIH3T3. No se detecta unién a células NIH3T3 wt (datos no mostrados).

Ejemplo 12: Efecto del Mab ¢515H7 en homodimero CXCR4, mediante
el método de transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia
(BRET)

Este ensayo funcional permite evaluar los cambios conformacionales
inducidos luego de unién de Mab SDF-1 y/o c515H7 al receptor CXCR4 en el nivel
dei homodimero CXCR4.

Los vectores de expresion para los patrones de interaccidn investigados se
construyen como proteinas de fusidon con el tinte correspondiente (luciferasa
Renilla reniformis, proteina fluorescente Rluc y Amarilla, YFP) al aplicar las
técnicas de biologia molecular convencionales. Dos dias antes de realizar los
experimentos de BRET, se transfectan transitoriamente células HEK293 con los
vectores de expresidon que codifican los patrones BRET correspondientes:
[CXCR4/RIuc + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacion CXCR4. El dia
después, se distribuyen celulas en placas 96 MW blancas precubiertas con poli-
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lisina en medio de cultivo completo [DMEM complementado con 10 % de FBS].
Las células primero se cultivan a 37° C con CO; al 5 % con el fin de permitir la
adhesion celular a la placa. Las células luego se sacrifican dejandolas morir de
hambre con 200 pul de DMEM/pozo durante la noche. Inmediatamente antes del
experimento BRET, se retira el DMEM y las células se lavan rapidamente con
PBS. Las celulas luego se incuban en PBS en la presencia o ausencia del
anticuerpo, 10 min a 37° C antes de la adicién de coelenterazina H 5 pM con o sin
SDF-1 100 nM en un volumen final de 50 ul. Después de incubacién de 10 minutos
adicionales a 37° C, la adquisicion de emisién de luz a 485 nm y 530 nm se inicia
utilizando el lector multimarca Mithras LB940 (Berthold) (Is/longitud de onda/pozo

repetido 15 veces a temperatura ambiente).

Se realiza el calculo de la relacidén BRET como se describié previamente
(Angers et al, 2000): [(emisidnszg nm) - (emisidnggs nm) X Cf] / (emisiénass nm), en
donde Cf = (emisidnszg nm) / (emisionggs nm) para células que expresan la
proteina de fusiébn Rluc sola bajo las mismas condiciones experimentales.
Simplificando esta ecuacidon muestra que la relacién BRET corresponde a la
relacion 530/485 nm obtenida cuandc estan presentes los dos patrones BRET,
corregido mediante la relacién 530/485 nm obtenida bajo las mismas condiciones
experimentales, solo cuando el patrén fusionado a Rluc esta presente en el
ensayo. Para facilitar la lectura, los resultados se expresan en unidades miliBRET
(mBU); mBU corresponde a la relacién BRET multiplicado por 1000.

El SDF1 (100 nM) aumenta mediante aproximadamente 10 % de la sefal
BRET que resulta de la proximidad espacial de las proteinas donante y receptora
fusionadas al receptor CXCR4, es probable indicar la formacion de los
homodimeros CXCR4/CXCR4 o los cambios conformacionales de los dimeros
pre-existentes (Figura 16). El Mab ¢515H7 es capaz de modular los cambios
conformaciones inducidos por SDF-1 para los homodimeros CXCR4 (96% de
inhibicion del aumento de BRET inducido por SDF-1, Figura 16). El Mab ¢515H7
tambien es capaz de modular por si mismo la proximidad espacial
CXCR4/CXCR4, que indica una influencia de este Mab en la conformacién del
homodimero CXCR4/CXCR4 (Figura 16).
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Ejemplo 13: Evaluacion In vitro de la actividad anti-VIH-1 Mab 515H7
utilizando células de osteosarcoma humano transducido por GFP (GHOST)
que expresan CD4 y CXCR4 o CCR5.

Con el fin de determinar la especificidad del Mab CXCR4 515H7,
evaluamos la actividad de anti-VIH-1 de este Mab utilizando células GHOST que
expresan CD4 y CXCR4 o CCRS.

Este ensayo se realiza 48 h utilizando el virus X4 VIH-1 LAl (con células
Fantasma que expresan CXCR4) o el virus R5 VIH-1 BalL (con células Fantasma
que expresan CCRS5). Se colocan en placas 500 pl de células Fantasma (2.5 105
células/ml) durante 24h en medio de cultivo Dulbecco complementado con 10% de
FCS. Se incuban diversas diluciones de Mab 515H7 durante 1 h a 37° C y luego
de diluyen con el virus VIH-1 LAl (1/10} y el virus VIH-1 BaL (1/7) se agregan a las
células durante 48h. Las células se someten a tripsina y se lavan con PBS IX. Se
agregan 300 pL de 1.5% de paraformaldehido a los glébulos celulares durante 2h
a +4° C en la oscuridad, con el fin de fijar las células y de inactivar los virus. Se
analizan células positivas GFP mediante citometria de flujo y se calcula la
inhibiciobn de la infeccién por VIH-1. El porcentaje de inhibicion de las ceélulas
infectadas se define como el comparado con los pozos infectados de control sin
Mab. Los resultados de los IC (en pg/ml) se resumen en la tabla 11, el Mab 515H7
anti-CXCR4 es capaz de inhibir la infeccion del virus VIH-1 X4 Lai en celulas
Fantasma que expresan CXCR4 pero es totalmente inactivo en la inhibicidon de la

infeccién por el virus VIH-1 R5 Bal en células Fantasma gue expresan CCRS.

lﬁrus CXCRALAI FANTASMA Virus CCRS5/Bal. FANTASMA
% inhibicion células Infectadas % inhibicién células infectadas
90 80 50 90 80 50
{s15H7 | o5 0.1 0.08 >75 >75 >75
Tabla 11

Ejemplo 14: Humanizacion del anticuerpo de murino anti-CXCR4

515H7 y generacion de un fragmento de dicho h515H7

- Procedimiento General
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La humanizacioén del anticuerpo anti-CXCR4 515H7 se realiza al aplicar las
reglas globales de injerto de CDR. El analisis inmunogénico y la definicién de CDR
y las regiones de estructura principal (FR) se realizan al aplicar el esquema de
numeracion unico IMGT asi como también las colecciones y herramientas IMGT

(Lefranc, 1997 - www.imgt.org).

La union de las variantes humanizadas del 515H7 se determina en una
estirpe celular NIH3T3 establemente transfectada con CXCR4 humano. La
actividad de union se evalta mediante un ensayo de competicién con el anticuerpo
de raton bictinilado. En un segundo intento, se evaluan los anticuerpos
humanizados por su capacidad de inhibir la unién del SDF-1 biotinilado a células
RAMOS. Las células RAMOS se seleccionan debido a su alta expresiéon de
CXCR4 y baja expresion de CXCR7 y SDF-1.

Estos ensayos se utilizan para caracterizar las versiones humanizadas
recombinantes de los anticuerpos anti-CXCR4. Se formatean los dominios
variables con los dominios constantes IgG 1/k humanos y se clona en el vector de
expresién de mamifero pCEP. Se expresan transitoriamente los anticuerpos
derivados recombinantes 1gGi/k en celulas HEK293. Los sobrenadantes de cultivo
de expresion se filtran y se purifican los anticuerpos utilizando la sefarosa de
proteina A. Los anticuerpos purificados se vuelven a regular en PBS y las

concentraciones de anticuerpo se determinan mediante ELISA.

Se generan fragmentos de anticuerpo recombinantes mediante PCR
utilizando oligenucledtidos especificos para los dominios variables del anticuerpo
humanizado y se subclonan estos en un sistema E. coli. La purificacion de los
fragmentos de anticuerpo se hace mediante cromatografia de afinidad de ién
inmobilizada (IMAC).

- Humanizacion de los dominios variables de 515H7

Las diferentes alineaciones de secuencia de los dominios variables de las
cadenas ligera y pesada se ilustran en las Figuras 17 y 18.

En una primera serie de experimentos, se analizan las actividades de union

anti-CXCR4 de las tres primeras variantes humanizadas. Se combina la variante 1
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VH (VH1) con el VL de murino y se evaluan estas construcciones en su capacidad
para inhibir la union de un anticuerpo parenteral 515H7 de murino biotinilado. La
secuencia de aminoacido del dominio variable de VIH comprende la SEQ ID No.
90 mientras que la secuencia de nucledtido comprende la SEQ ID No. 91. La
secuencia de aminoécido del VIH de longitud completa comprende la SEQ ID No.
92 mientras que la secuencia de nucledtido comprende la SEQ ID No. 93. Esta
construccion muestra capacidad similar para competir con el anticuerpo de murino
como el anticuerpo quimerico (Figura 19A). Esto indica que la variante VH mas
humana tiene la misma capacidad de union como la quimérica. Por lo tanto, se
combina el VIH con |a variante 2 de VL (Figura 19B).

En experimentos adicionales, se ha determinadc si las variantes
humanizadas del anticuerpo 515H7 inhiben la unidn del SDF-1 a las ¢élulas que
expresan CXCR4 (Figura 20). La capacidad inhibidora de las variantes
humanizadas de hz515H7 se evalua al detectar el SDF-1 biotinilado en citometria
de flujo. El anticuerpo humanizado hz515H7 VIH D76N VL2 tiene una capacidad
similar para inhibir la unién de SDF-1 como el C515H7 quimérico. Un fragmento de
anticuerpo de la variante humanizada hz515H7 VIH VL2 también se ha probado y
se ha determinado que dicho fragmento de anticuerpo es capaz de inhibir
completamente la unién del SDF-1 (Figura 20).

Ejemplo 15: Caracterizacion mediante analisis FACS de Ia
especificidad de union de los Mab 515H7 anti-CXCR4 humanizados

En este experimento, la unién especifica al CXCR4 humano de los Mab

515H7 humanizados anti-CXCR4 se examina mediante analisis FACS.

Se incuban NIH3T3, NIH3T3-hCXCR4 transfectados con 0 a 10 yg/mL de
los Mab 515H7 humanizados (hz515H7 VIH D76N VL2, hz515H7 VIH D76N
V0L2.1, hz615H7 VIH D76N VL2.2, hz515H7 VIH D76N VL2.3) durante 20 min a
4°C en la oscuridad en 100 ul de regulador Facs. Después de 3 lavados en
regulador Facs, las células se incuban con el anticuerpo secundario, un Alexa 488
antihumano de cabra (dilucion 1/500), durante 20 minutos a 4° C en [a oscuridad.
Después de 3 lavados en regulador Facs, se agrega yoduro de propidio en cada

pozo y solo se analizan celulas viables mediante Facs. Por lo menos se evaltan
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5000 células viables para evaluar el valor medio de intensidad de fluorescencia

para cada condicion.

Los resultados de estos estudios de unién se proporcionan en la Figura 21
que muestra [Intensidad de Fluorescencia Media (MFi) obtenida mediante FACS]
que los Mab hz515H7 humanizados anti-CXCR4 unidos especificamente a la
estirpe celular transfectada humana CXCR4-NIH3T3 (MFI= 2.2 con células
progenitoras NIH3T3).

Ejemplo 16: Efecto de los Mab hz515H7 en el homodimero CXCR4,
mediante el método de transferencia de energia de resonancia de

bioluminiscencia (BRET)

Este ensayo funcional permite evaluar los cambios conformacionales
inducidos luego de SDF-1 y/o hz515H7 VIH D76N VL2, hz515H7 VIH D76N VL2.1,
hz515H7 VIH D76N VL2.2, hz515H7 VIH D76N VL2.3 unidos al receptor CXCR4
en el nivel del homodimero CXCR4.

Se construyen los vectores de expresidn para los patrones de interaccién
investigados como las proteinas de fusidn con el tinte correspondiente (luciferasa
Renilla reniformis, proteina fluorescente Rluc y Amarilla, YFP) al aplicar las
técnicas de biologia molecular convencionales. Dos dias antes de realizar los
experimentos BRET, se transfectan transitoriamente células HEK293 con los
vectores de expresion que codifican los patrones BRET correspondientes:
[CXCR4/RIuc + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacion CXCR4. El dia
después, las células se distribuyen en placas 96 MW blancas precubiertas con
poli-lisina en medio de cultive completec [DMEM complementado con 10 % de
FBS]. Las células primero se cultivan a 37° C con CO; al 5 % con el fin de permitir
la adhesion celular a la placa. Las células luego se sacrifican al dejarlas morir de
hambre con 200 ul de DMEM/pozo durante la noche. Inmediatamente antes del
experimento BRET, se retira el DMEM y las células se lavan rapidamente con
PBS. Las células luego se incuban en PBS en la presencia o ausencia del
anticuerpo, 10 min a 37° C antes de la adicion de coelenterazina H 5 uM ¢on o din
SDF-1 100 nM en un volumen final de 50 ul. Después de incubacién durante 10
minutos adicionales a 37° C, la adquisicién de emision de luz a 485 nm y 530 nm
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se inicia utllizando el lector multiplaca Mithras LB940 (Berthold) (Is/longitud de
onda/pozo repetido 15 veces a temperatura ambiente).

Se realiza el calculo de la relacion BRET como se describid previamente
(Angers et al., 2000): [(emisidns3g nm) - (emisidonsgs nm} X Cf] / (emisidngs nm), en
donde Cf = (emisiénszy nm) / (emisidngs nm) para células que expresan la
proteina de fusidon Rluc solo bajo las mismas condiciones experimentales.
Simplificando esta ecuacidn muestra que la relacion BRET corresponde a la
relacion 530/485 nm obtenida cuando estan presentes los dos patrones BRET,
corregidos por la relacién 530/485 nm obtenida bajo las mismas condiciones
experimentales, solo cuando esta presente el patrén que se fusiona al Rluc en el
ensayo. Para facilitar su lectura, los resultados se expresan en unidades miliBRET
(mBU); mBU corresponde a la relacién BRET multiplicado por 1000.

El SDF1 (100 nM) aumenta mediante aproximadamente 12 % de la sedal
BRET que resulta de la proximidad espacial de las proteinas de donante y
receptor fusionadas al receptor CXCR4, es probable indicar la formacion de
homodimeros CXCR4/CXCR4 o los cambios conformacionales de los dimeros
preexistentes (Figura 22). Los Mab humanizados 515H7 son capaces de modular
los cambios conformacionales inducidos por SDF-1 para los homodimeros CXCR4
con un porcentaje de inhibicion del aumento BREY inducido por SDF-1 de
aproximadamente 88% para Mab hz515H7 VH1D76N-VL2, 65% para el Mab
hz515H7 VH1D76N-VL2.1, 33% para el Mab hz515H7 VH1D76N-VL2.2 y 21%
para el Mab hz515H7 VH1D76N-VL2.3 (Figura 22)



70

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo aislado, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales,
caracterizado porque este comprende por 10 menos una regidon CDR
determinante de complementariedad seleccionada de los CDR que
comprenden las secuencias de aminoacido de las SEQ ID Nos. 1a6y 30 a

33 como se define mediante el sistema de numeracion IMGT.

El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, caracterizado porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprende respectivamente |a
secuencia de aminoacido de las SEQ ID Nos. 1, 2 y 3; y una cadena
pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que comprende
respectivamente la secuencia de aminoécido de las SEQ ID Nos. 4,5y 6.

El anticuerpo de la reivindicacion 2, o un compuesto derivado o fragmento
funcional del mismo, caracterizado porque este comprende una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID No. 7 y una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID
No. 8.

El anticuerpo de la reivindicacion 2, o un compuesto derivado o fragmento
funcional del mismo, caracterizado porque este es un anticuerpo quimeérice
y porgue este comprende una cadena pesada de la secuencia seleccionada
de! grupo que consiste de las SEQ ID Nos. 56, 57 o 58, y una cadena ligera
de la secuencia de la SEQ ID No. 59.

El anticuerpo de la reivindicacion 2, caracterizado porque este es un
anticuerpo humanizado y porque este comprende una region variable de
cadena pesada de la secuencia que consiste de la SEQ ID No. 64, y una
region variable de cadena ligera de la secuencia seleccionada del grupo
que consiste de fa SEQ ID Nos. 65, 66, 82 ¢ 83.

El anticuerpo de la reivindicacidon 2, caracterizado porque este es un
anticuerpo humanizado y en que este comprende el anticuerpo humanizado

A, o un compuesto derivado o fragmento funcional del mismo, que
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comprende una cadena pesada de la secuencia seleccionada del grupo que
consiste de la SEQ |ID Nos. 67, 68 o 69, y una cadena ligera de la
secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID Nos. 70, 71,
84 o 85.

El anticuerpo de la reivindicacion 2, caracterizado porque dicho fragmento
funcional consiste de los fragmentos Fv, scFv, Fab, F(ab’),, Fab', scFv-Fc,
diacuerpos, o cualquier fragmento cuya vida util se ha aumentado mediante

modificacion quimica.

El anticuerpo de ia reivindicacidn 7, caracterizado porque este es un scFv
que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ 1D No. 54.

El anticuerpo de la reivindicacion 1, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, caracterizado porque este comprende una cadena ligera que
comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 gue comprende respectivamente la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID Nos. 1, 2 y 30; y una cadena
pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que comprende
respectivamente la secuencia de aminoacido de la SEQ ID Nos. 31, 32 y
33.

El anticuerpo de la reivindicacién 2, o uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, caracterizado porque este comprende una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID No. 34 y una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID No. 35.

Un acido nucleico aislado, caracterizado porque este se selecciona de los

siguientes acidos nucleicos:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o uno de sus
fragmentos o derivados funcionales, como se reivindica en una de las

reivindicaciones 1 a 10;

b) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de los CDR que consisten de las SEQ ID Nos.
14 a 19y 41 a 45;
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¢} un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de los dominios variables pesado y ligero que
consiste de las SEQ ID Nos. 20, 21, 46,47,72,73, 74, 86 y 87,

d} un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN seleccionada
del grupo de las secuencias de las cadena pesada y ligera que consiste de
la SEQ ID Nos. 60a63,75a79, 88y 89;

e) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN que consiste
de la SEQ ID No. 55,

f) los acidos nucleicos de ARN correspondientes de los acidos nucleicos
como se define en b), ¢), d) o e),

g) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos como se

define en a), b), ¢),d)ye); y

h) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos capaz de hibridar bajo
condiciones de alta exigencia con por lo menos uno de los CDR de la
secuencia SEQ ID Nos. 14 a 19y 41 a 45.

Un vector que comprende un acido nucleico como se reivindica en la
reivindicacion 11.

Una célula anfitriona que comprende un vector como se reivindica en la

reivindicacién 12,

Un animal transgénico con la excepcion del hombre que comprende por o
menos una célula transformada por un vector como se reivindica en la

reivindicacion 12.

Un proceso para la produccion de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos o
derivados funcionales, como se reivindica en una de las reivindicaciones 1 a
10 caracterizado porque este comprende las siguientes etapas:

&1
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
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a) cultivo en un medio y condiciones de cultivo apropiadas de una célula

como se reivindica en la reivindicacion 13; y

b) la recuperacion de dichos anticuerpos, o uno de sus fragmentos o
derivados funcionales, que se producen asi partiendo del medio de cultivo o
dichas células cultivadas.

Un anticuerpo, o unc de sus fragmentos o derivados funcionales, que se
pueden obtener o se obtienen por un proceso como se reivindica en la
reivindicacion 15.

El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 10 y 16 como un medicamento.

El anticuerpo, o uno de sus fragmentos ¢ derivados funcionales, de las
reivindicaciones 1 a 10 o 16 a 17, caracterizado porque este inhibe la
replicacién aislada principa! de KON VIH-1 en PBMC con un ICg de por lo

menos 5 pg/ml, preferiblemente por lo menos 10 ug/mi.

Una composicién que comprende por via del principio activo un compuesto
que consiste de un anticuerpo, 0 uno de sus fragmentos o derivados
funcionales, como se reivindica en una de las reivindicaciones 1a 10y 16 a
18.

La composicibn como se reivindica en la reivindicacion 19 como un

medicamento.

La composicion como se reivindica en [a reivindicacidon 19 y 20 para la
prevencion o para el tratamiento de infeccién por VIH.

La composicién como se reivindica en la reivindicacion 21, caracterizado

porque dicha infeccién por VIH es una infeccidn por VIH tréfica X4.

La composicién como se reivindica en la reivindicacion 21, caracterizado

porque dicha infeccién por VIiH es una infeccion por VIH tréfica X4/R5.
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25.

26.

27.
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La composicion de acuerdo con las reivindicaciones 19 a 23, caracterizado
porque esta comprende por lo menos un segundo compuesto anti-VIH
seleccionados entre los compuestos capaces de inhibir especificamente la
entrada de ViH y/o la replicacién.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 24, caracterizado porque
dicho por lo menos segundo compuesto anti-VIH se selecciona entre el
grupo que consiste de farmacos antiretroviricos tales como inhibidores de
proteasa de VIH (Pl), inhibidores de ftranscriptasa inversa de
nucledsido/nuclestidoc de VIH (NRTI/NtRTI), inhibidores de transcriptasa
inversa de VIH sin nucleésido (NNRTI), inhibidores de entrada de VIH,

inhibidores de integrasa de VIH.

La composicidon de acuerdo con la reivindicacién 24 o 25, caracterizado

porque dicho por lo menos segundo compuesto anti-VIH es el Maraviroc.

Proceso para la deteccion y/o la identificacién de moléculas como agentes

antiviricos del antagonista CXCR4 que comprende las etapas de:
a) seleccionar células que expresan CXCR4,

b) incubar dichas células con un anticuerpo, 0 uno de sus fragmentos o

derivados funcionales, de las reivindicaciones 1a 100 16a 18,y
c) evaluar las moléculas probadas por su inhibicion potencial de la union
entre el anticuerpo, 0 uno de sus fragmentos o derivados funcionales, a

CXCR4, y

d) seleccionar moléculas capaces de dicha inhibicién.
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ANTICUERPOS ANTI CXCR4 PARA EL TRATAMIENTO DEL VIH

La presente invencion se relaciona con anticuerpos aislados novedosos, o los
compuestos derivados o los fragmentos funcionales de los mismos, capaces de
unirse a CXCR4 pero también para inducir el cambio conformacional de los
homodimeros CXCR4 y capaces de inhibir la replicacién aislada principal del VIH-
1 en PBMC. Mas particularmente, la presente invencién se relaciona con los
anticuerpos monoclonales 515H7 y 301aE>5, especificos para la proteina CXCR4,
asi como también su uso para el tratamiento de infeccién por VIH. También se
cubren composiciones farmacéuticas compuestas de tales anticuerpos y un

proceso para la seleccién de tales anticuerpos.

&4
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Capacldad de Unién a Antigeno en Céfulas T CD3+

Capacidad de Unién a Antigeno en monocitos CD14+
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> PIERRE FABRE MEDICAMENT
KLINGUER-HAMOUR, Christine

<120> ANTICUERPOS ANTI CXCR4 PARA EL TRATAMIENTO DEL VIH

<130> 356254 D27470

<150> EP09159076.0
<151> 2009-04-29

<150> US61/173680
<151> 2009-04-29

<160> 93
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

211> 12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 2

211> 3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
Trp Ala Ser
]

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
Met Gln Ser Phe Asn Leu Arg Thr
1 5

<210> 4
211> 8

201



<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 4

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn Tyr
1 5

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr
1 5 10

<210> 6

211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 7

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7
Asp lle Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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



Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 165 110

<210> 8

<211> 120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gin Ser lie
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 9
<211> 17
<212> PRT



<213> Mus musculus
<400> 9

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 10

211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser
1 5

<210> 11

211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Asp Asn Tyr Met Ser
1 5

<210> 12

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala Ser
1 5 10 15

Val Arg Gly

<210> 13

211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus



<400> 13

Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 14

211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 14
cagagtctgt tcaacagicg aacccgaaag aactac

<210> 15

211> 9

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 15
tgggeatce

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 16
atgcaatctt ttaatetteg gacg

<210> 17

211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 17
gggttcacct tcactgataa ctac

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 18
attagaaaca aagctaatgg ttacacaaca

<210> 19
<211> 33
<212> ADN

24

24

30

36

D



<213> Mus musculus
<400> 19
gcaagagatg tcggttceaa ctactttgac tac 33

<210> 20

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 20
gacattgtga tgtcacagtc tccatcctee ctggetgtgt cageaggaga gaaggicact 60

atgagctgca aatccagtca gagietgtic aacagtcgaa cccgaaagaa ctacttgget 120
tpgtaccage agaagecagg geagtetect aaactgetga tetactggge atecegetagg 180
gattctggpe tocctgeteg cttcacagge agtggatetg agacatatit cactetcace 240
atcagcegtg tgcaggctga agacctggca gittattact peatgeaatc ttttaatett 300
cggacgttcg gtggaggeac caagetggaa atcaaa 336

<210> 21

<211> 360

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 21
gaggtgaace tggtggagte tggaggagge ttggtacage ctggggptic tetgagacte 60

tectgigcaa ctictgggtt caccttecact gataactaca tgagttgggt cecgecagect 120
ccaggaaagg cacttgagtg gttggacttt attagaaaca aagctaatgg ttacacaaca 180
gactacagtg catctgtgag ggoteggtic accatctcaa gagataatic ccaaageate 240
ctctatcttc aaatgaacge cotgagagec gaagacagtg ceacttatta ctgtgecaaga 300
gatgtcggtt ccaactactt tpactactgg ggccaaggcea ccactctcac agteicetca 360
<210> 22

<211> 51

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 22

aaatccagic agagtctgtt caacagtcga accegaaaga actacttgge t 51

<210> 23



211> 21
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 23
tgggcatceg ctagggattc t 21

<210> 24

<211> 15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 24
gataactaca tgagt 15

<210> 25

<211> 57

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 25
tttattagaa acaaagctaa tggttacaca acagactaca gtgcatctgt gaggggt 57

<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 26
gatgtcggtt ccaactactt tgactac 27

<210> 27

<211> 352

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Glu Gly Ile Ser Ile Tyr Thr Ser Asp Asn Tyr Thr Glu Giu Met
1 5 10 15

Gly Ser Gly Asp Tyr Asp Ser Met Lys Glu Pro Cys Phe Arg Glu Glu
20 25 30

Asn Ala Asn Phe Asn Lys Ile Phe Leu Pro Thr lle Tyr Ser Ile Ile
35 40 45



Phe Leu Thr Gly Ile Val Gly Asn Gly Leu Val Ile Leu Val Met Gly
50 55 60

Tyr Gln Lys Lys Leu Arg Ser Met Thr Asp Lys Tyr Arg Leu His Leu
65 70 75 80

Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro Phe Trp Ala Val
85 90 95

Asp Ala Val Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Phe Leu Cys Lys Ala Val
100 105 110

His Val Iie Tyr Thr Val Asn Leu Tyr Ser Ser Val Leu Ile Leu Ala
115 120 125

Phe Ile Ser Leu Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Ala Thr Asn Ser
130 135 140

Gln Arg Pro Arg Lys Leu Leu Ala Glu Lys Val Val Tyr Val Gly Val
145 150 155 160

Trp Ile Pro Ala Leu Leu Leu Thr Ile Pro Asp Phe Ile Phe Ala Asn
165 170 175

Val Ser Glu Ala Asp Asp Arg Tyr Ile Cys Asp Arg Phe Tyr Pro Asn
180 185 190

Asp Leu Trp Val Val Val Phe Gln Phe GIn His Ile Met Val Gly Leu
195 200 205

Ile Leu Pro Gly Ile Val Ile Leu Ser Cys Tyr Cys lle lle lle Ser
210 215 220

Lys Leu Ser His Ser Lys Gly His Gln Lys Arg Lys Ala Leu Lys Thr
225 230 235 240

Thr Val Ile Leu Ile Leu Ala Phe Phe Ala Cys Trp Leu Pro Tyr Tyr
245 250 255

Ile Gly Iie Ser Ile Asp Ser Phe Ile Leu Leu Glu Ile Ile Lys Gln
260 265 270

40



Gly Cys Glu Phe Glu Asn Thr Val His Lys Trp Ile Ser Ile Thr Glu
275 280 285

Ala Leu Ala Phe Phe His Cys Cys Leu Asn Pro Ile Leu Tyr Ala Phe
290 295 300

Leu Gly Ala Lys Phe Lys Thr Ser Ala Gin His Ala Leu Thr Ser Val
305 310 315 320

Ser Arg Gly Ser Ser Leu Lys Ile Leu Ser Lys Gly Lys Arg Gly Gly
325 330 335

His Ser Ser Val Ser Thr Glu Ser Glu Ser Ser Ser Phe His Ser Ser
340 345 350

<210> 28

<211> 356

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Met Ser Ile Pro Leu Pro Leu Leu Gln Ile Tyr Thr Ser Asp Asn Tyr
1 5 10 15

Thr Glu Glu Met Gly Ser Gly Asp Tyr Asp Ser Met Lys Glu Pro Cys
20 25 30

Phe Arg Glu Glu Asn Ala Asn Phe Asn Lys Ile Phe Leu Pro Thr Ile
35 40 45

Tyr Ser lle Ile Phe Leu Thr Gly Ile Val Gly Asn Gly Leu Val lle
50 55 60

Leu Val Met Gly Tyr Gln Lys Lys Leu Arg Ser Met Thr Asp Lys Tyr
65 70 75 80

Arg Leu His Leu Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro
85 90 95

Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Phe Leu

1A



100 105 110

Cys Lys Ala Val His Val lle Tyr Thr Val Asn Leu Tyr Ser Ser Val
115 120 125

Leu lle Leu Ala Phe Ile Ser Leu Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His
130 135 140

Ala Thr Asn Ser GIn Arg Pro Arg Lys Leu Leu Ala Glu Lys Val Val
145 150 155 160

Tyr Val Gly Val Trp Ile Pro Ala Leu Leu Leu Thr Ile Pro Asp Phe
165 170 175

Ile Phe Ala Asn Val Ser Glu Ala Asp Asp Arg Tyr lle Cys Asp Arg
180 185 190

Phe Tyr Pro Asn Asp Leu Trp Val Val Val Phe Gln Phe Gln His Ile
195 200 205

Met Val Gly Leu Ile Leu Pro Gly Ile Val Ile Leu Ser Cys Tyr Cys
210 215 220

Ile Ile Ile Ser Lys Leu Ser His Ser Lys Gly His Gln Lys Arg Lys
225 230 235 240

Ala Leu Lys Thr Thr Val Tle Leu Ile Leu Ala Phe Phe Ala Cys Trp
245 250 255

Leu Pro Tyr Tyr lle Gly Ile Ser Ile Asp Ser Phe Ile Leu Leu Glu
260 265 270

Ite Ile Lys GIn Gly Cys Glu Phe Glu Asn Thr Val His Lys Trp Ile
275 280 285

Ser Ile Thr Glu Ala Leu Ala Phe Phe His Cys Cys Leu Asn Pro Ile
290 295 300

Leu Tyr Ala Phe Leu Gly Ala Lys Phe Lys Thr Ser Ala Gln His Ala
305 310 315 320

1O



Leu Thr Ser Val Ser Arg Gly Ser Ser Leu Lys lle Leu Ser Lys Gly
325 330 335

Lys Arg Gly Gly His Ser Ser Val Ser Thr Glu Ser Glu Ser Ser Ser
340 345 350

Phe His Ser Ser
355

<210> 29

<211> 360

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Met Glu Asp Phe Asn Met Glu Ser Asp Ser Phe Glu Asp Phe Trp Lys
1 5 10 15

Gly Glu Asp Leu Ser Asn Tyr Ser Tyr Ser Ser Thr Leu Pro Pro Phe
20 25 30

Leu Leu Asp Ala Ala Pro Cys Glu Pro Glu Ser Leu Glu Ile Asn Lys
35 40 45

Tyr Phe Val Val lle Ile Tyr Ala Leu Val Phe Leu Leu Ser Leu Leu
50 55 60

Gly Asn Ser Leu Val Met Leu Val Ile Leu Tyr Ser Arg Val Gly Arg
65 70 75 80

Ser Val Thr Asp Val Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Leu
85 90 95

Phe Ala Leu Thr Leu Pro Ile Trp Ala Ala Ser Lys Val Asn Gly Trp
100 105 110

Ile Phe Gly Thr Phe Leu Cys Lys Val Val Ser Leu Leu Lys Glu Val
115 120 125

Asn Phe Tyr Ser Gly Ile Leu Leu Leu Ala Cys Ile Ser Val Asp Arg
130 135 140

M



%

Tyr Leu Ala Ile Val His Ala Thr Arg Thr Leu Thr Gln Lys Arg Tyr
145 150 155 160

Leu Val Lys Phe lle Cys Leu Ser Ile Trp Gly Leu Ser Leu Leu Leu
165 170 175

Ala Leu Pro Val Leu Leu Phe Arg Arg Thr Val Tyr Ser Ser Asn Val
180 185 190

Ser Pro Ala Cys Tyr Glu Asp Met Gly Asn Asn Thr Ala Asn Trp Arg
195 200 205

Met Leu Leu Arg lle Leu Pro Gln Ser Phe Gly Phe Ile Val Pro Leu
210 215 220

Leu Ile Met Leu Phe Cys Tyr Gly Phe Thr Leu Arg Thr Leu Phe Lys
225 230 235 240

Ala His Met Gly Gln Lys His Arg Ala Met Arg Vai lle Phe Ala Val
245 250 255

Val Leu Ile Phe Leu Leu Cys Trp Leu Pro Tyr Asn Leu Val Leu Leu
260 265 270

Ala Asp Thr Leu Met Arg Thr Gln Val lle Gln Glu Thr Cys Glu Arg
275 280 285

Arg Asn His Ile Asp Arg Ala Leu Asp Ala Thr Glu Ile Leu Gly Ille
290 295 300

Leu His Ser Cys Leu Asn Pro Leu lle Tyr Ala Phe Ile Gly GIn Lys
305 310 315 320

Phe Arg His Gly Leu Leu Lys Ile Leu Ala Ile His Gly Leu lle Ser
325 330 335

Lys Asp Ser Leu Pro Lys Asp Ser Arg Pro Ser Phe Val Gly Ser Ser
340 345 350



Ser Gly His Thr Ser Thr Thr Leu
355 360

<210> 30

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Arg Thr
1 5

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr Gly
1 5

<210> 32

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

lle Trp Gly Asp Gly Thr Thr
1 5

<210> 33

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Ala Arg Gly Arg Gln Phe Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

210> 34

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

1S



Asp lle Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Arg Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Val GIn Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln
85 90 95

Ser Tyr Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 35

211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 35
Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gin
1 5 10 15

Ser Leu Ser lle Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr
20 25 30

Gly Val Tyr Trp Val Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

A



Lys Met Asn Thr Leu Gin Thr Asp Asp Thr Ala Arg Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Gly Arg Gln Phe Gly Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr Leu
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<210> 36

<211> 7

<2i12> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36

Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser
1 5

<210> 37

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 37

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Arg Thr
] 5

<210> 38

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Asp Tyr Gly Val Tyr
1 5

<210> 39

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39



Met Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser

1 5 10 15

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 40

Gly Arg Gln Phe Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 41

<211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 41
cagagtctgt tcaacagtag aacccgaaag aactac

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 42
aagcaatctt ataatctteg gacg

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 43
gggttctcat taaccgacta tggt

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Mus muscuius

<400> 44
atatggogto atggaaccac a

<210> 45
<211> 30
<212> ADN

36

24

24

21

Ne



<213> Mus musculus
<400> 45
gecaggggta gacagttcgg gtttgactac 30

<210> 46

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 46
gacattgtga tgtcacagte teccatectee ctggetgtgt cagcaggaga gaaggtcact 60

atgaggtgca aatccagtea gagtetgttc aacagtagaa cccgaaagaa ctacttgget 120
tggtaccaac agaaaccagg geagtctect aaactgetga tettetggge atccattagg 180
gaatctggpg tecctgateg cttcacagge agtggatetg ggacagattt cactetcace 240
atcagcaglg tgcaggetga agacctggea gtttattact geaageaatc ttataatctt 300
cggacgticg gtggaggacac caagctggaa atcaaa 336

<210> 47

<211> 348

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 47
caggtgeage tgaaggagte tgggectgge ctggtggege cetcacagag cetgtecate 60

acatgcaccg tctcagggtt cteattaace gactatggtg tatactgggt tcgecagect 120
ccaggaaagg gieiggagig geigggaatg atatgggetg atggaaccac agactataat 180
tcagetetea aatccagact gageatcagt aaggacaact ccaagageca agttttetta 240
aaaatgaaca ctctgcaaac tgatgacaca gecaggtatt actgtgecag gggtagacag 300
ttcggetitg actactgggg ccaaggeace acgetcacag tctectea 348
<210> 48

<211> 51

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 48

aaatccagtc agagtctgtt caacagtaga acccgaaaga actacttgpe t 51

<210> 49

Y



211> 21
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 49
tgggcatcea ttagggaate t 21

<210> 50

211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 50
aagcaatctt ataatcttcg gacg 24

<210> 51

211> 15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 51
gactatggte tatac 15

<210> 52

<211> 48

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 52
atgatatggp gtoatggaac cacagactat aattcagetc tcaaatec

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 53
getagacagt tegggtttga ctac 24

<210> 54

<211> 359

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54

Glu Val Gln Leu Val Giu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

48

76



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser lle
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gln Leu Lys Ser Ser Gly Ser Gly
115 120 125

Ser Glu Ser Lys Ser Thr Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
130 . 135 140

Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser
145 150 155 160

Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr
165 170 175

Gln GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser
180 185 190

Ala Arg Asp Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu
195 200 205

Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala
210 215 220

Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly

1



225 230 235 240

Thr Lys Val Glu Ile Lys Thr Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
245 250 255

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Giu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
260 265 270

Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp
275 280 285

Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr
290 295 300

Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr L.eu Thr
305 310 315 320

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
325 330 335

Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly

340 345 350
Glu His His His His His His
355
<210> 55
<211> 1077
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 55
gaggtgcage tggtggagtc tggegpgagga ctggtgeage cecggeagaag cetgagactg 60

agcetgeaceg ccageggcett caccttcace gacaactaca tgtectgpgt pegecaggee 120
cctggaaagp gectggaatg gatggacttc atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgeeg ccagegtgaa gggecggtte accatcagee gggacgacag caagageatt 240
geetacetge agatgaacag cetgaaaace gaggacaceg cegtgtacta ctgegecagg 300
gacgtgggcea geaactactt cgactactgg ggecagggea cactggtgac cgtgtetage 360

caattgaaaa gcageggcag cggtagegaa ageaagtcga cegacategt gatgacccag 420



agceccagea geetggeegt gtetetggge gagegggeca ceatgagetg caagageage 480
cagagcectgt tcaacagecg gacceggaag aactacctgg cetpptatca gecagaageee 540
ggecagteee ccaagetget gatctactgg gecagegeca gagatagegg cgtgeecget 600
cgelttaccg geageggeag cgagacctac ttcaccctga ccatcagecg ggtgeaggee 660
gaggaccteg ccgtgtacta ctgeatgeag agettcaace tgeggaccett cggecagpgee 720
accaaggtgg agatcaagac gegtacggtg geegetecca gegtgtteat cttceceeca 780
agcgacgage agetgaagag cggeaccgee agegtogtot ptetgetgaa caacttctac 840
cccagggage ccaaggtgea gtggaaggtg gacaacgece tgeagagegg caacagecag 900
gagagcgtea ccgageagga cageaaggac tecacctaca geetgageag caceetgace 960
ctgagcaagg ccgactacga gaageacaag gtgtacgect gtgaggigac ccaccaggge 1020
ctgtccagec cegtgaccaa gageticaac aggggegage accatcatea ceaccat 1077
<210> 56

211> 446

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 56 .

Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg GIn Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

AZA



Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

121



305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr lle
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gin Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

<210> 57

<211> 446

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 57
Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

v/



Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
S0 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gin Ser lle
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

24



Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly G!n Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser GIn Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly GlIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

<210> 58

<211> 445

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 58

Glu Val Asn Leu Val Ghu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

N2



1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gin Ser lie
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val
210 215 220

426



Gl Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Giu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly



1%

435 440 445

<210> 59

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 59
Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175



Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 60

211> 1341

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 60
gaagtgaacc tggtpgagte tgeeggegga ctggtocage clgggggceag cetgagactg

agctgcgeca ccteeggett caccttcace gacaactaca tgagetgggt gegecagece
cctggeaagg cectggaatg getgggcttc atccggaaca aggecaacgg ctacaccace
gactacagcg ccagegtgeg gggeagatte accatcagee gggacaacag ccagageatc
ctgtacctge agatgaacge cetgegggcee gaggacageg ceacctacta ctgtgecegg
gacgtgepca geaactactt cgactactgg ggecagggea ccacactgac cgigiccage
geecageacca agggeccaag cgtgttecce ctggeecect getccagaag caccagegag
agcacageeg ceetgggetg cetggtgaag gactactice cegageecgt gacegtgtee
tggaacageg gagecctgac cageggegtg cacaccttec cogeegtget geagageage
ggectgtaca gecigageag cgtggtgace gtgeccagea geagectggg caccaagace
tacacctgta acgtggacca caageccage aacaccaagg tggacaagag ggtgpagage
aagtacggee caccetgece cagetgeeca geeceegagt tectgggegg acccagegty
tteetgttee coccccaagee caaggacace ctgatgatca geagaaccce cgaggtgace
tgtgtgetgp tgpacgtete ccaggaggac cecgaggtee agticaactg gtacgtggac
ggegtggagg tgcacaacge caagaccaag cccagagagg ageagtttaa cageacctac
cgggtgptet cogtgctgac cgtgetgeac caggactgge tgaacggeaa agagtacaag
tgtaaggtct ccaacaaggg cetgecaage ageatcgaaa agaccatcag caaggecaag

ggcecagecta gagagececa ggtctacace ctgecaccca gecaagagga gatgaccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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aaccaggtgt ceetgacctg tetggtgaag ggetictace caagegacat cgeegtggag 1140
tgggagagca acggecagee cgagaacaac tacaagacca ccececcagt getggacage 1200
gacggcagct teticctgta cageaggetg accgtggaca agtccagatg geaggaggge 1260
aacgtcttta getgctecgt gatgeacgag geectgeaca accactacac ccagaagage 1320
ctgagecetgt cectgggetg a 1341

<210> 61

<211> 1341

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 61
gaagtgaacc tggtgpagtc tggeggegga ctggtgeage ctggggecag cetgagactg 60

agetgegceca cetecggett cacettcacce gacaactaca tgagetgggt gegecageee 120
cctggeaagg cectggaatg getggpctic atccggaaca aggecaacgg ctacaccace 180
gactacagcg ccagegtgeg gggcagatic accatcagee gggacaacag ccagageatc 240
ctgtacctge agatgaacge cetgegggec gaggacageg ceacctacta ctgtgecegg 300
gacgtgggea geaactactt cgactactgg ggecagggcea ceacactgac cgtgtecage 360
gecageacca agggeccaag cgtgttceee ctggeccect getccagaag caccagegag 420
agcacagcecg ccctgggetg cetggtgaag gactacttce ccgageeegt gacegtgice 480
tggaacageg gagecctgac cageggegtg cacaccttee cegeegtget geagagecage 540
ggcetgtaca gectgageag cgtggtgace gtgeccagea geageetggg caccaagace 600
tacacctgta acgtggacca caageccage aacaccaagg tggacaagag ggtggagage 660
aagtacggcc caccctgece ceectgecca geccecgagt tectgggegg acccagegtg 720
ttectgttee ceccccaagec caaggacace ctgatgatca geagaaccee cgaggtgace 780
tgtgtegtepe tggacgtetc ccaggaggac cecgaggtec agttcaactg gtacgtggac 840
ggcgtgpagg tgcacaacge caagaccaag cccagagagg ageagtttaa cageacctac 900
cpggtestet cegtgetgac cgtgetgeac caggactgge tgaacggeaa agagtacaag 960
tgtaaggtct ccaacaaggg cetgecaage ageatcgaaa agaccatcag caaggecaag 1020
ggccagecta gagageccca ggtetacace ctgecaceca gecaagagga gatgaccaag 1080

aaccaggtgt ccetgaccetg tetggtgaag ggcettctace caagegacat cgecgtggag 1140



tgggagagcea acggecagec cgagaacaac tacaagacca cecceccagt getggacage 1200
gacggcagct tcticctgta cagecaggetg accgtggaca agtecagatg gecaggaggee 1260
aacgtcttta getgetcegt gatgeacgag gecctgeaca accactacac ccagaagage 1320
ctgagceetgt cectgpgetg a 1341

<210> 62

<211> 1338

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 62
gaagtgaacc tggtggagtc tggeggegga ctggtgcage ctgggggcag cetgagactg 60

agetgegeca ceteeggett caccttcace gacaactaca tgagetgpet gegecageee 120
cetggeaagg ccctggaatg getggpctic atccggaaca aggecaacgg ctacaccace 180
gactacageg ccagegtgeg gggeagatic accatcagee gggacaacag ccagageatc 240
ctgtacctge agatgaacge cotgegggec gaggacageg ccacctacta cigtgecegg 300
gacgtgggcea geaactactt cgactactgg ggecagggcea ceacactgac cgtgtecage 360
gccageacca agggeccaag cgtgttcece ctggeeceet getccagaag caccagegag 420
agcacageeg ccctgggetg cetggtgaag gactacttee cegagecegt gacegtgtee 480
tggaacageg gagecctgac cageggegtg cacacctice cegeegtget geagageage 540
ggectgtaca gectgageag cgtggtgace gtgecaagea geaacttegg caceccagace 600
tacacctgta acgtggacca caagcccage aacaccaagg tggacaagac cgtggagagg 660
aagtgetgtg tggagtgcce ceeetgeeea geceeeecag tggeeggace cagegtgtte 720
ctgttcecce ccaageccaa ggacacceetg atgatcagea gaaceecega ggtgacetgt 780
gtggtagtge acgtgtecca cgaggaccee gaggtgeagt tcaactggta cgtggacgge 840
gtggaggtpc acaacgecaa gaccaagece agagaggage agtttaacag caccttecgg 900
gtggtateeg tgetgacegt ggtgeaccag gactggetga acggeaagga gtacaagtgt 960
aaggtctcca acaagggect gecageceee atcgaaaaga ccatcageaa gaccaaggga 1020
cagccaagag agecacaggt ctacaccetg ccceccagea gggaggapat gaccaagaac 1080

caggtgtcee tgacctgtct ggtgaaggec ttctacccaa gegacatege cgtggagtgg 1140

N



gagagcaacg gecageecga gaacaactac aagaccacce ccccaatget ggacagegac 1200
ggeagetiet teetgtacag caagetgaca gtggacaaga geagatggea geagggeaac 1260
gtgttcaget peteegtgat geacgaggee cigeacaace actacaccea gaagagectg 1320
agectgtece caggetga 1338

<210> 63

<211> 660

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 63
gacatcgtga tgagecagag ccecageage ctggeegtgt ctgecggega gaaagtgace 60

atgagctgea agageageca gagectgtic aacagecgga cceggaagaa ctacetggee 120
tggtatcage agaagcecgg ccagicecee aagetgetga tetactggge cagegecaga 180
gacageggeg tgeecgeeag attcaccgge ageggeageg agacatactt cacectgace 240
atcageeggp tgeaggeega ggatetggece gtgtactact geatgeagag cttcaacetg 300
cggacciitg geggeggaac aaagetggaa atcaagegta cggtggecge teccagegtg 360
tteatcttce ccecaagega cgageagetg aagageggea cegecagegt getptptetg 420
ctgaacaact tctaccceag ggaggccaag gtgcagtgga aggtggacaa cgeeetgeag 480
agcggcaaca gecaggagag cgtcaccgag caggacagea aggactccac ctacagectg 540
agcageacce tgaccetgag caaggecgac tacgagaage acaaggtgta cgectgtgag 600
gtgacceacc agggectgte cageccegtg accaagagcet tcaacaggeg cgagigetga 660
<210> 64
<211> 120
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 64
?lu Val Gl;‘l Leu Val GI;JOSer Gly Gly Gly Leu Val GlIn Pro Gly Arg

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val



35 40 45

Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110 .

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 65

211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gin Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95



At

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

210> 66

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 66

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
| 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 67

<211> 446

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 67
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30



Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser lle
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Giu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255



Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gin Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr lle
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

<210> 68

<211> 446

<212> PRT

<213> Mus musculus



<400> 68
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 i0 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser lle
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

ol



Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr lle
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly GlIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu



420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

210> 69

<211> 445

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 69
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80

Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Vai Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

gf=1



Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val
210 215 220

Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

AAD



Glin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 70

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 70
Asp Ile Val Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

14



115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tvyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

210> 71

211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 71
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
] 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80




Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 72

<211> 360

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 72
gaggtecage tggtgpagte tggcggagga ctggtgeage cecggeagaag cetgagactg 60

agctgeaccg ccageggcett cacettcace gacaactaca tgteetgggt gegecaggee 120
cctggaaagg gectggaatg ggtggocttc atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgecg ccagegigaa gggeeggtic accatcagee gggacaacag caagageatt 240
gectacetge agatgaacag ccetgaaaace gaggacaceg cegtgtacta ctgegecagg 300

gacgtgepca geaactactt cgactactgg ggecagggcea cactggtgac cgtgtetage 360



<210> 73

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 73
gacatcgtga tgacccagag ccccageage ctggeegtgt ctetggpega gegggecace 60

atgagctgca agagcageca gageetgtic aacagecgga cccggaagaa ctacctggee 120
tggtatcage agaageeegg ccagteeccee aagetgetga tetactggge cagegecaga 180
gatageggeg tgeecgeteg ctttaccgge ageggeageg agacetactt caccctgace 240
atcagceggg tgcaggeega ggacctegee gtgtactact geatgeagag cttcaacctg 300
cggaccttcg gecagggeac caaggtggag atcaag 336

<210> 74

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 74
gacatcgtga tgacccagtc ccccgactece ctggeegtgt ctetgggega gegggecace 60

atgtcctgea agtectecea gteectgttc aactccegga cecggaagaa ctacetggee 120
tggtatcage agaagcccgg ccageccece aagetgetga tetactggge ctetgetaga 180
gactctggeg tgeccgacag attetecgge teeggeageg agacatactt cacceetgace 240
atctcecggg tgcaggeega ggatetggee gtgtactact geatgeagte cttcaacctg 300 .
cggaccettcg gecagggeac caaggtgpgaa atcaag 336

<210> 75

<211> 1341

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 75
gaggtocage tgptggastc tggcgpagga ctggtgcage ccggeagaag cetgagactg 60

agetgeaceg ccageggett cacettcace gacaactaca tgtectgggt gegecaggee 120
cctggaaagg gectggaatg gglgggctte atceggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgeeg ccagegtgaa gggeeggtte accatcagec gggacaacag caagageatt 240

gectacctge agatgaacag cetgaaaace gaggacaceg cegigtacta ctgegeeagg 300

A4



gacgtgggca geaactactt cgactactgg ggecagggea cactggtgac cgtgtctage 360
gccageacca agggecceaag cgtgtteece ctggeceect getccagaag caccagegag 420
agcacagecg cectgggetg cetggtgaag gactacttee cegagecegt gacegtgtce 480
tggaacageg gagecctgac cageggeglg cacaccttee cegeegtget geagageage 540
ggectgtaca gectgageag cgtggtgace gtgeccagea geageetggg caccaagace 600
tacacctgta acgtggacca caageccage aacaccaagg tggacaagag getggagage 660
aagtacggcec caccetgece cagetgecca geeecegagt tectgggepg acccagegtg 720
ttcetgttce cececaagee caaggacace ctgatgatca geagaaceee cgaggtgace 780
tgtgtggtag tegacgtgtc ccaggaggac cecgaggtec agttcaactg gtacgtggac 840
gecgtggagg tgcacaacge caagaccaag cccagagagg ageagtttaa cageacctac 900
cgggtgatat cegtgctgac cgtgctgeac caggactgge tgaacggeaa agagtacaag 960
tgtaaggtct ccaacaaggg cetgecaage ageatcgaaa agaccatcag caaggccaag 1020
ggecagecta gagagececa ggtetacace ctgecaceca gecaagagga gatgaccaag 1080
aaccaggtgt ccctgaccetg tetggtgaag ggettetace caagegacat cgeegtggag 1140
tgggagagea acggecagee cgagaacaac tacaagacca cccecccagt getggacage 1200
gacggcagct teticetgta cageaggetg acegiggaca agtccagatg geaggaggee 1260
aacgtcttta getgeteogt gatgeacgag geectgeaca accactacac ccagaagage 1320
ctgagectgt cectgggetg a 1341

<210> 76

<211> 1341

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 76
gaggtgcage tggtggagte tggeggagga ctggtgeage cecggeagaag cetgagactg 60

agctgeaccg ccageggcett caccttcace gacaactaca tgtectgggt gegecaggee 120
cclggaaagg geetggaatg ggtgppectic atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgccg ccagegtgaa gggecggtte accatcagee gggacaacag caagageatt 240

gectacctge agatgaacag cctgaaaace gaggacaceg cegtgtacta ctgegecagg 300



gacgtgggea geaactactt cgactactgg ggecagggcea cactggigac cgtgtctage 360
gccageacca agggeceaag cgtgticece ctggeccect getccagaag caccagegag 420
agcacagceg cectgggetg cetggtgaag gactacttce cegageccegt gacegtgtece 480
tggaacageg gagecectgac cageggegtg cacaccttce cegecgtget geagageage 540
ggcectgtaca geetgageag cgtggtgace glgeccagea geageciggg caccaagace 600
tacacctgta acgtggacca caageccage aacaccaagg tggacaagag ggtggagage 660
aagtacggce caccetgeec cccetgecea gececegagt tectgggegg acceagegtg 720
ttcctgttee ceccccaagee caaggacace ctgatgatca geagaaceee cgaggtgace 780

tgtgtegtgg tggacgtgtc ccaggaggac ccegaggtec agttcaactg ptacgtggac 840
gecgtgpage tgcacaacge caagaccaag éccagagagg agcagtttaa cagcacctac 900
cgggtggtet cegtgetgac cgtgetgeac caggactgge tgaacggeaa agagtacaag 960
tgtaaggtcel ccaacaaggg cetgecaage ageatcgaaa agaccatcag caaggecaag 1020
ggccagecta gagageccea ggtctacace ctgecaceca gecaagagga gatgaccaag 1080
aaccaggtgt ccctgacctg tetggtgaag ggcttetace caagegacat cgeegtggag 1140
tgggagagea acggecagece cgagaacaac tacaagacca cecececcagt getggacage 1200
gacggcagcet tettectgta cageaggetg accgtggaca agtecagatg geaggaggee 1260
aacgtcttta getgeteegt gatgeacgag geectgeaca accactacac ccagaagage 1320
ctgageetgt cectgggetg a 134]

<210> 77

<211> 1338

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 77
gaggtgcage tggtggagte tggeggagga clggtgcage ccgpeagaag cetgagactg 60

agctgeaceg ccageggett caccettcace gacaactaca tgteetgggt gegecaggee 120
cctggaaagg geetggaatg getggoctic atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgceg ccagegtgaa gggecggtte accatcagee gggacaacag caagageatt 240
geetacetge agatgaacag cctgaaaace gaggacaceg cogtgtacta ctgegecagg 300

gacglgggca geaactactt cgactactgg ggccagggea cactggtgac cgtgtctage 360



gccagcacca agggcececaag cgtgttecee ctggeccect getccagaag caccagegag 420
agcacagccg ccetgggetg cetggtgaag gactactice ccgageeegt gacegtgtece 480
tggaacageg gagecectgac cageggegtg cacaccttee cegeegtget geagageage 540
ggectgtaca geetgageag cgtggtgace gtgccaagea geaacttegg cacccagace 600
tacacctgta acgtggacca caagcccage aacaccaagg tggacaagac cgtggagagg 660
aagtgcetgtg tggagtpgece ceectgecea geeeecccag tggeeggace cagegtgite 720
cigttcceee ccaageccaa ggacacectg atgatcagea gaaceccega ggtgacctgt 780

gtggteotpe acgigtccea cgaggaccce gaggtgeagt tcaactggta cgtggacgge 840
gtggaggtec acaacgecaa gaccaagece agagaggage agtittaacag caccttcegg 900
giggtgtceg tgetpaccgt ggtecaceag gactggetga acggeaagga gtacaagtgt 960
aaggtctcca acaagggect gecageeece atcgaaaaga ccatcageaa gaccaaggga 1020
cagccaagag agecacaggt ctacacectg ccccecagea gggaggagat gaccaagaac 1080
caggtglcee tgaccigict ggtgaappgpc tictacccaa gegacatege cgtggagtge 1140
gagagcaacg geeagecega gaacaactac aagaccacce ccccaatget ggacagegac 1200
ggcagettet teetgtacag caagetgaca gtggacaaga geagatggea geagggeaac 1260
gtgttcaget geteegtgat geacpaggece ctgeacaace actacaccea gaagageetg 1320
agcctgteee caggetga 1338

<210> 78

<211> 660

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 78
gacatcgtga tgacccagag ccccageage ctggeegtgt ctetgggega gegggecace 60

atgagctgea agagcageca gagectgtte aacagecgga cccggaagaa ctacetggee 120
tggtatcage agaagecegg ccagilcecee aagetgetga tetactggge cagegecaga 180
gatageggeg tgeeegeteg ctttacecgge ageggeageg agacctactt cacectgace 240
atcageeggg tgeaggeega ggacctegee gtgtactact geatgeagag cttcaacetg 300

cggaccttcg gecagggcac caaggtggag atcaagegta cggtggeege teccagegtg 360



MO

ttcatcttce cceccaagega cgageagcetg aagageggea cegecagegt gatgtgtetg 420
ctgaacaact tctaccccag ggaggecaag gtecagtgpa agptppgacaa cgeeetgeag 480
agcggceaaca gecaggagag cgtcaccgag caggacagea aggactecac ctacagectg 540
agcagceacce tgacectgag caaggecgac tacgagaage acaaggtgta cgectgtgag 600
gtgacccace agggectgte cageecegtg accaagagcet tcaacagggg cgagtgetga 660
<210> 79

<211> 660

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 79
gacatcglga tgacccagle ccecgactee ctggeegtgt ctetgggega gegggecace 60

atgtcctgea agtectecca gtecctgtte aactccegga cecggaagaa ctacetggee 120
tggtatcage agaagecegg ccagecccee aagetgetga tetactggge ctetgetaga 180
gactctggeg tgecegacag atteteegge tecggeageg agacatactt caccetgace 240
atcteceggg tgeaggeega ggatetggee gtgtactact geatgeagte cticaacetg 300
cggaccticg gecagggeac caaggtggaa atcaagegta cggtggecge teccagegtg 360
ttcatcttce ccccaagega cgageagetg aagageggea ccgeeagegt ggtgtgtetg 420
ctgaacaact tctaccecag ggaggecaag gtgeagtgga aggtggacaa cgecctgeag 480
ageggeaaca gecaggagag cgtcaccgag caggacagea aggactecac ctacagectg 540
agcagcaccce tgaccctgag caaggecgac tacgagaage acaaggtgta cgectgtgag 600

gtgacccacc agggectgic cageecegtg accaagaget tcaacagggg cgagtgetga 660

<210> 80

211> 450

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 80
Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30



147

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile



245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Giu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

il ¥



<210> 81

<211> 1353

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 81
gaagtgaacc tggtggagtc tggeggegpa ctggtgeage ctgggggeag cetgagactg 60

agctgegeca cetecggcett cacettcace gacaactaca tgagetgggt gegecageee 120
cctggeaagg cectggaatg getgpggctte atceggaaca aggecaacgg ctacaccace 180
gactacageg ccagegtgeg gggcagatic accatcagee gggacaacag ccagageatc 240
ctgtacctge agatgaacge cetgegggee gaggacageg ceacctacta ctgtgecegg 300
gacgtggeca geaactactt cgactactgg ggecagggea ccacactgac cgtgteccage 360
gccageacea agggeccecte cgtgtteceg ctagecceca geageaagag caccagegge 420
ggcacagecg ceetgggetg cetggtgaag gactacttee cogagecegt gacegtgice 480
tggaacageg gageectgac cteeggeglg cacaccttce ccgecgtget gecagageage 540
ggectgtaca gectgageag cgiggtgace gigeccagea geagectggg cacccagace 600
tacatctgta acgtgaacca caagcccage aacaccaagg tggacaagag agtggageee 660
aagagctgtg acaagaccca cacctgecce ceetgeccag cceccgaget getgggegga 720
cceagegtgt teetgttcee ceccaagece aaggacacee tgatgatcag cagaaccece 780

gaggtgacct gtgtggateet goacgtgtee cacgaggace cagaggtgaa gttcaactgg 840

tacgtggacg gegtggaggt gcacaacgee aagaccaage ccagagagga geagtacaac 900
agcacctaca gggtgetote cgtgetgace gtgetgeace aggactgget gaacggeaag 960
gagtacaagt gtaaggtgtc caacaaggece ctgecagece caatcgaaaa gaccatcage 1020
aaggccaagg gecagecaag agagecccag gtgtacacee tgecacccag cagggaggag 1080
atgaccaaga accaggtgtc cetgacctgt ctggtgaagg gettetacce aagegacate 1140
geegtggagt gggapageaa cggecageee gagaacaact acaagaccac ceecccagtg 1200
ctggacageg acggeagett cttectgtac ageaagetga cegtggacaa gageagatgg 1260
cagcagggca acgtgttcag ctgeteegtg atgecacgagg ccotgeacaa cecactacace 1320

cagaagagcec tgagectgtc cccaggeaag tga 1353

1%



<210> 82

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 82

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Vai
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

lle Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 83

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 83
Asp lle Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Gln
35 40 45

o2



Pro Pro Lys Leu Leu Hle Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 84

211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 84
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

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

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

102



GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 85

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 85
Asp lle Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gin
85 50 95



Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 86

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 86
gacatcgtga tgacceagte ceecgactee ctggeegigt ctetgggega gegpgecace 60

atgtcctgea agtectecea gtecetgtte aactccegga cecggaagaa ctacetggee 120
tggtatcage agaageccgg ccageccecce aagetgetga tetactggge ctetgetaga 180
gactctggeg tpecegacag altcacegge tecggeageg agacatactt cacectgace 240
atctcceggg tgcaggecga ggatgtegee gtgtactact geatgeagte cttcaacctg 300

cggaccttcg gecagggeac caaggiggaa atcaag 336

<210> 87



<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 87
gacatcgtga tgacccagtc ccecgactec ctggeegtgt ctetgggega geggeccace 60

atgtectgea agtecteeca gtecetgtte aactcecgga cccggaagaa ctacctggee 120
tggtatcage agaageecgg ccageccece aagetgetga tetactggge ctetgetaga 180
gactctggeg tgeccgacag attcaccgge teeggeageg agacatactt caceetgace 240
atctccagec tgeaggecga ggatetggee gtgtactact geatgeagte cttcaacctg 300
cggaccticg gecagggcac caaggtggaa atcaag 336

<210> 88

<211> 657

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 88
gacatcgtga tgacccagtc ccecgactee ctggeegtgt cletgggega gegggecace 60

atgtcctgea agtectecea gtecetgtte aactccegga cecggaagaa ctacctggee 120
tgptatcage agaageeegg ccageeceee aagetgetga tetactggge ctetgetaga 180
gactetggeg tgeecgacag attcacegge teeggeageg agacatactt cacectgace 240
atcteccggg tgcaggecga ggatgtgpce gtgtactact geatgeagte cttcaacctg 300
cggaccticg gecagggeac caaggtggaa atcaagegta cggtggeege teccagegtg 360
ttcatcttce cecccaagega cgageagetg aagageggea cegecagegt ggtatotetg 420
ctgaacaact tctaccccag ggaggecaag gtgcagtgga aggtggacaa cgeectgecag 480
agcggeaaca gecaggagag cglecaccgag caggacagea aggacteeac ctacagectg 540
agcageacce tgaccetgag caaggecgac tacgagaage acaaggtgta cgectgtgag 600
gtgaccceace agggectgte cageceegtg accaagagcet tcaacaggge cgagige 657
<210> 89

<211> 657

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 89
gacatcgtga tgacccagte ccecgactece ctggecgtgt ctetgggega gegggeeace 60



atgfcctgea agtectecea gtecetgtic aactecegga cecggaagaa ctacctggee 120
tggtatcage agaagecegg ccagecceee aagetgetga tetactggge cietgetaga 180
gactctggeg tgcccgacag attcacegge teeggeageg agacatactt caccctgace 240
atctccagec tgeaggeega ggatetggec gtgtactact geatgeagtce cticaacctg 300
cggacctteg gecagggeac caaggtggaa atcaagegta cggtggeege teecagegtg 360
ttcatcttce cecccaagega cgageagetg aagageggea ccgecagegt ggtgtgtetg 420
ctgaacaact tctaccccag ggaggccaag gtgcagtgga aggtggacaa cgeeetgeag 480
agcggeaaca gecaggagag cgtcaccgag caggacagea aggacteeac ctacageetg 540
agcagcaccce tgaccctgag caaggecgac tacgagaage acaaggtgta cgeetgtgag 600
gtgacccace agggectgtc cageceegtg accaagaget tcaacagggg cgagtge 657
<210> 90

211> 120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 90

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln



s

100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 91

211> 360

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 91
gaggtgcage tggtggagtc tggeggagga ctggtgeage ceggeagaag cetgagactg 60

agctgeaccg ccagcggcﬁ caccticace gacaactaca tgtectgggt gegecaggee 120
cctggaaagg gectggaatg ggtggacttc atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180
gagtacgeeg ccagegtgaa gggceggttc accatcagee gggacgacag caagageatt 240
gectacctge agatgaacag cetgaaaacc gaggacaceg cegtgtacta ctgegecagg 300
gacgtgggca geaactactt cgactactgg ggecaggpea cactggigac cgigictage 360
<210> 92

<211> 450

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 92

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe lle Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser lle
65 70 75 80

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr



85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

%



Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Giu
325 330 335

Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 93

<211> 1350

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 93
gaggtgcage tggtggagte tggeggagea ctggtgcage ceggeagaag cctgagactg 60

agctgecaccg ccageggett caccticace gacaactaca tgtectgggt gegecaggee 120
cctggaaagg gectggaatg ggtggpcttc atccggaaca aggecaacgg ctacaccaca 180

gagtacgecg ccagegtgaa gggeeggtte accatcagee gggacgacag caagageatt 240



gectacetge agatgaacag cetgaaaace gaggacaccg cegigtacta ctgegecagg 300
gacgigggea geaactactt cgactactgg ggecagggea cactggtgac cgtgtetage 360
gccagceacaa agggeccaag cgtgttcceg ctagecccca geageaagag caccagegge 420
ggcacageceg cectgggetg cetggtgaag gactacttce ccgagecegt gaccgtgtee 480
tpgaacageg gageectgac cteeggegig cacacctice cegeegtget geagageage 540
ggcetgtaca gectgageag cgtggtgace gtgeccagea geagectggg cacccagace 600
tacatctgta acgtgaacca caageccage aacaccaagg tggacaagag agtggageee 660
aagagcigtg acaagaccca cacctgecee ceetgeecag cececgaget getgggegea 720
cccagegtgt tectgttcce ceccaagece aaggacaccec tgatgatcag cagaacccee 780
gaggtgacct gtgtggtggat ggacgtgtec cacgaggace cagaggtgaa gttcaactgg 840
tacgtggacg gegtggaggt geacaacgec aagaccaage ccagagagga geagtacaac 900
agcacctaca gggtegtotc cgtgetgace gtgetgeace aggactgget gaacggeaag 960
gagtacaagt gtaaggtgtc caacaaggec ctgeccageee caatcgaaaa gaccatcage 1020
aaggcceaagg gecagecaag agagecceag gtgtacacce tgecacccag cagggaggag 1080
atgaccaaga accaggigtc cetgacetgt ctggtgaage gettctacce aagegacate 1140
geegtggagt pggagageaa cggecagece gagaacaact acaagaccac ccececagtg 1200
ctggacageg acggeagett cticctgtac agcaagcetga ccgtggacaa gageagatgg 1260
cagcagggcea acgtgttcag ctgctecgtg atgeacgagg ccctgeacaa ceactacace 1320

cagaagagcc tgagecetgtc cccaggeaag 1350



PCT/EP2010/055863

Vill-2-1 |Declaration; Entitlement 10 apply for
and be granted a patent

Declaration as to the applicant's . : . .
entitlement, as at the international filing In r.elat I!.On to this international
date, to apply for and be granied a application

patent (Rules 4.17(ii) and S1bis. 1(a){ii)),
in a case where the declaration under
Rule 4.17{iv) is not appropriate;

Names (LAST, First) PIERRE FABRE MEDICAMENT is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

f”zﬂi an assignment from KLINGUER-HAMOUR,
Y Christine to PIERRE FABRE MEDICAMENT,
dated 30 June 2009 (30.06.20089)
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PU . . ¢ Brigard & Castro

T o BOGOTA - GOLOWEA,

- PODER POWER:OF ATTORNEY

En calidad o The Undersigned...Jean-Pierme COUZINIER...........co.ccvueeeermeronnieoreens
N cal (]

5 Acting 83 Chief Oparaiing OHICEr........c..e.ccoeeecrnireiinins
[z}

Oficinas principales en... RN .

Nombro{amos) aJUAN PABLO CADENA SARMIENTO vio
CARLOS H. PALACIO EASTMAN ylo MARTIN EDVARDO
TORRES CARDCZO., de Bogotd, Colombia, apoderados
verdaderos v tegales con poder especlal, amplio vy suficiente, para
recabar de las oficinas y autoridades colomblanas administrativas,
judiciales v de policla, en cualguier instancja o recurso, la obtencién
de patentas de invencitn, reglstros de marcas, disefios ndusirtates,
rnodelos de utilidad, depdsitos de nombras comerciales y enséfias,
registros de derechos de autor y contratos sobre los mismos,
. -obtencién de cerfificados de obtenlor de varledades vegetales, asi
oMo SUS promogas, ranovaciones, anotacionas de traspaso,
cambios de mombre y/o domicilio; elaborar, framitar v registrar

77 Cpntratos de dicencia vy licenclas de cualgsquiera clases; intervenir

some demandante o como demandado en cualquler Instancia y
recurso ante cualquler juez, corporacién, funclonario plblico o
autdridad en acciones judiclales, administrativas y de policla tales

como: oposiciones al registro de marcas; acciones de caducidad, .

cancelacion y nufidad; acciones retvindicatcrias, acclones derivadas
de la obtencién o explotacidn de licencias; acclones de competencia
desleat; demandas penales; acciones de indemnizacién de perjulcios,
raclamos y observaciones a solictudes de patentes, disefics
industriales, modelos de utllidad, en e egjercicio de medidas
cautelares y en ofras acclones o medidas similares.

A este efecto, lofs) faculto(amos) para elevar solicitudes, formular
descripciones, enmiendas, protestas, declaracionas, oposicionés,
cancelactones, nulidades, apelaciones y reclamos; pagar impuestos,
cuotas y gravamenes prescritos por la lay; renunciar o desistit a

derechos concedidos o en curso de concesidn; reciblr toda clase de -
dacunentos v valores, dando el descargo respectivo, y, en general, .

para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios af
efecto indicado y tomar todas las medidas que creyeren conducentes
al resguardo de mis (nuestros intereses), con todas las demas
N jcultades legales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratficar o confirmiar en mi
(ruestro) nombre lo actuado asf como I facultad de desistir,
transigir, comprometer, v la de sustituino en todo o en parte y revocar
sustliiucionas. Asimismo nombro{amos) a: JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o MARTIN
EDUARDO TORRES CARDOZO., domiciliada(s) en la Camera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nusstros) apoderados en Colombia, con
facultades para--recibir notificaciones y designar apodersdos
judiciales o extrajudiciales,

Olorgade y firmado en

HOY. oo BB vt i ssesn 08,2000

Fima........ocoiivnieniinnns A A A A L s e
TERRE FABRE MEDICAMENT

Nombre srresnsenens SOCIEE ABONYIE: e nereerres

Cargo....oevvien e l 7‘ fvemue Jean Mouhn- 81106 CASTRES .

45, place Abal Gance - 92100 BOULGGNE

Of -PIERRE FABRE MEDICAMENT ...................

Company Ingorporated as per tha laws of France.........ov ...

doriclled In 45, Placa Aol Gance.................ccomrermmsnmmormsens

WIth principal offices 1. Castres.............c.corevceevinn,

Uefrigstrerrees b,

Horeby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO andfor
CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN EDUARDO
TORRES CARDOZO, of Bogota, Colombia, my {our) true and
lawiul attomeys with special, emple and sufficlent power to obtain.
from the Colomblan administrative, judiclal and police offices. e’
authorities, i any instance, privileges of patents of inventiah,
régistration of tredemarks, industrial designs and uifiity models:

reglstration of commiércial names and emblems, reglstration of .

‘copyright and contfacts related thereto, certificates of obtainers of
vegetables: varigtias, 2s well s extensions, refiewals and recordal’
of assignments and éhanges of name and domicile related to the
above; to prepare, prosecute and register licensas of any kind; to
act a5 plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in judicial,
administrative and police actions, such as: opposilions to the
registration of trademarks; caducity, cencellation and nuflity
acilons; claim actions derived from the obtaining or exploilation of
licanses, agtion of unfair competition; ciminal proceedings, adtions
for- payment of damages: claims or ¢bservations eon patent
applications, modelg, -industrial designs and utiilty models; in'the
-expreise of preventive measures: and in other actions or similar
proteadings.

To that effact they hereby empowered to fila applications, formulate
descripions, ‘amendments, protests, declarations, oppositions,
cancellations, nulliies, appeals and clalms; to pay taxaes, quotas and
assespments pragcribed by law, renounce or waive the rights
grantéd or I the process of granting; to recetve all kinds of
documents and valusbles, giving the respective release of
receipt, ®nd,’ In gensral, o take. before -sald authoritiss. the
netessary steps to such effact, and any measures that they may
daemm pertinent to the safeguard of my {our) interest(s} with ali the
other neceseary legal powers.

This power Includes the faculty to rafify or confimh desist, seftle
and compramise on my {our) betiall, and to substitute this power In
whole or'in part and 'to revoke substitutions. At the same tima |
{(We) hereby @ppoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
andior CARLOS -H. PALACID EASTMAN and/ior MARTIN
E_DU'ARDO_TURRES’ CARDDZO, domiciied in Catrera 7.No. 16-
58, Piso:9, my -{our) attorhey(skin fact, with powers {o recsive
notifications and fo designate jslicid ang#trajudiciat attomeys.

Signature...... gf"......
NaITIB gan-Plerrs

Title...Chief Operg
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' CERTIFICADG NOTARIAL. (SOCIEDAD)

LS

 HOYer B — ST I

...................................................................................

a quien conozco, ¥ de qulen me consta que fimo ef anterior
documente, debidamente |uramentado declard y dijo que
eliella @5.......c.ccrrrrerrennr e s

Sociedad legalmente constituida para un periode de duracion
que aiin no ha terminado; que el declararite esta autorzado
por dicha compafila para conferfr este pdder; que e! sello
estampado por & al ple de tal poder, en nombre y
representacion de la expresada compafila, es el sello oficial
de ella; v que o objelo para el cual se confiers este
instrumienito esta comprendide dentro del ebjeth social de la
_sociedad,

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las
ruebas de la existencia de la socledad.

Es@ado B ccrerinneses s e e saeas st

con fecha..

b T - T

Notario Piblico (seflo)

BRI TN f I

srmofint - opnetpunl -
{ CERTIFICADO NOTARIAL

.NOTARIAL GERTIFICATE {CORPORATION)

On'this 37 ....day of November........... of 20D5. ...

_persanally appeared before me Jean-Pierre COUZINIER

to rite. known, and knbwn to me to be the person who slgned the
foregoing Instrument whio being by mia duly swom did depose and
say that he (she) is the Chief Opérating Officer.

R O P

of PIERRE FABRE MEDICAMENT

Which s legally constituted for a term not yel expired) that
deponant Is authorized by sald Company to conferi this
Power of Attorney: that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said Corporation 1s
the comorate seal theraof; and that the purpose Tor which
this- instrument is granted Is included within the corperate
purpose of company... )

The undersigned Notary Public attests that he has seen the
documents that prove the exdstence of the company.,

‘State of France....

',onder-'dawof.uo'vember3"’,,2005..............

and that he (she] who grants the present power of attomey

NATURAL PERSON

PERSONA NATURAL _;l!)sm wri SEATTEL AL
erer . . L S 8. N
>~ T JH:J&"I aplu st - k.
Hoy.... e -,r,w.wwumrm-) o dayo{ FUUVRIVIUUIITR .| AUURION

comp :io(eron) ante"rrri‘

& quien jies), conoze y. e constemue se(son) BT gbIGERAq) -
ﬁrmameﬁ) del docurmgpta; ﬂumweeadermnﬂsemrdeclafam}‘*ﬁue‘

otorgan 9 mismo para los fines y propdsites. quﬂ en é se@xbresan
g N :

i
i.: Notario Publico (sello) <. - .~

T8 « e 1 T anVERRG B TR r AT ST DA

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA,

QA



Converitiun de £a Hiye du 5 octobre | 964;

I - République Franpaise

Le présent acte publio~;
2 - & &t¢ signé fiar\ -ﬁ.? .
3 - aglasant onr-qualité de,.. ),
4 - et revéin du soeni z S

——

[T




1o

TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por PIERRE
FABRE MEDICAMENT, domiciliada en 45, Place Abel Gance.

APOSTILLA
{Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Republica Francesa

Este documerito plblico
2. ha sido firmado por e Sr. Philipe DEYVEAUX

3. actuande en capacidad de Notario
4. lleva el sello de la oficina de CASTRES
Certificado
5. en TOLOUSE 6.  eh14 de noviembre de 2005
7. por el Procurador general para la Corte dé apelaciones
8.  No.7842

9. Sello

|66



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

i e

1-162444- -0
Fecha: 2011-11-25 17.06:51  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios; 166

s

SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE UTILIDAD |:| Art 33 Decision 486/00

HRNEN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion dei soficitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de fas tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa - D ., Incompleta D

PATENTE DE@VENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

IZ/ Copia de la solicitud en espafiol, tal como Vfue prasentada inicialmente {capitulo descriptivo,

Dibujos de ser estos pertinentes
@/Comprobante d!eggye’lé/s tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Indicacion que se solicita una PCT

reivindicatorio, resumen)

Incompleta I___]

Completa ~

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)

L
[]

[]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presehta la solicitud

Representacion grafica y fotogréfica del Disefio industrial 0 muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa r_—] Incomplata |___|

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Lo

Indicacidén gque se solicita un esquema de trazado
Datos deidentificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PI02-F08 (2009-11-18)




