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N° folios: 13

%] Resumen.

O Certificado de deposito de material bioldgico si
fuera el caso.

[x] Listado de secuencias de nucleétidos y/o
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

7. O Arte final 12 x 12.
8. [ Anexo formato digital.

&  Traduccion Al Espafiol De Los Anexos
Presentados Junto Con EI Informe Del Examen
Preliminar Internacional.

] Forma PCT/IB/306. Notificacién de la inscripcion de
la supresion de FRIEDRICH-ALEXANDER-
UNIVERSITAT ERLANGEN-NURNBERG como
solicitante y de la anotacién como Unico solicitante a 4-
ANTIBODY AG.

Documentacion Juridica
9. O Poderes, si fuera el caso.

10. [ Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor
al solicitante o a su causante.

11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o numero de registro, si
fuera el caso.

12. [ Copia de Ia licencia o autorizacién de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso. :

13. Reduccion de tasas

Micro, pequefias o medinas empresas

O copia simple de la declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, 0 en su defecto prueba
documental idénea.

3 Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas

[ copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion

Entidades sin animo de lucro

[0 copia de registro vigente en Camara de comercio.

[ Hoja de informacién complementaria.

[ otros, especificar

14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud.

15. O Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. O Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacién.

17. (& Comprobante de pago por 31 reivindicaciones adicionales
a 10, por valor de $930.000.
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MIEMBROS ENLAZADORES PARA CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Campo de la Invencién

Esta invencion se refiere a miembros enlazadores, en especial
moléculas de anticuerpos, que neutralizan los efectos biolégicos del
citomegalovirus humano (hCMV). Los miembros enlazadores son
utiles para el tratamiento y la profilaxis de la infeccién por el
citomegalovirus humano (hCMV).

Antecedentes

El citomegalovirus humano (hCMV) &es un patdégeno
ampliamente distribuido que usualmente establece una persistencia
asintomatica de toda la vida én el 40 al 80 por ciento de la poblacion
humana dépendiendo del origen geografico y socioeconémico. Sin
embargo, en los pacientes inmunocomprometidos, tales como los
receptores de trasplantes y los individuos infectados por VIH, y
también en los recién nacidos, la infeccién por el citomegalovirus
humano (hCMV) es una causa importante de patologia y mortalidad,
y presenta una carga econdmica significativa para los sistemas del
cuidado de la salud.

El citomegalovirus humano (hCMV) es Ila infeccibn mas
significativa que impacta sobre el resultado del trasplante de un
organo sélido (SOT), y del trasplante de células madre
hematopoyéticas (SCT) (Razonable y Paya, 2003). Después del
trasplante, se presenta una infecciéon activa por el citomegalovirus

humano (hCMV) en aproximadamente el 60 al 70 por ciento de los
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pacientes seropositivos para el citomegalovirus humano (hCMV) o de
los pacientes seronegativobs que reciben trasplantes de o6rganos a
partir de un donante seropositivo (Razonable y Paya, ibid). Si no se
toman medidas preventivas, el riesgo de desarrollar la enfermedad
por el citomegalovirus humano (hCMV) es del 20 al 30 por ciento.
Considerando el hecho de que se llevaron a cabo aproximadamente
26,000 SCTs alogénicas en todo el mundo en el 2008

(www.cibmtr.org), el éxito de esta terapia y la reduccién de la

patologia y mortalidad después del trasplante tienen implicaciones
financieras considerables.. las complicaciones relacionadas con el
citomegalovirus humano (hCMV) pueden dar como resultado costos
adicionales de EUR 25,000 a 50,000 por paciente.

En adicién, la infeccidén por el citomegalovirus humano (hCMV)
en los pacientes de trasplante esta asociada con ateroesclerosis
relacionada con el trasplante y pérdida del injerto acelerada
(Streblow y colaboradores, 2007).

Como se menciona anteriormente, el citomegalovirus humano
(hCMV) es relevante como un patdégeno perinatal. Cada afio,
aproximadamente el 1 por ciento de las mujeres susceptibles se
seroconvierten durante el embarazo. Aproximadamente el 40 por
ciento de éstas transmiten el citomegalovirus humano (hCMV) a sus
hijos, d.ando como resultado 40,000 recién nacidos infectados
anualmente en los EUA (Kenneson y Cannon, 2007). Del 10 al 20 por
ciento de los nifios infectados tienen sintomas agudos al nacer. De

éstos, hasta el 20 por ciento mueren, y el resto tipicamente tienen
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complicaciones moderadas a graves, incluyendo condiciones
relacionadas con el sistema nervioso central (CNS), tales como
ceguera, sordera, y retardo mental. Aparte de las consecuencias
devastadoras para los pacientes afectados y para sus familias, los
costos de cuidado de la salud para estos pacientes son
significativos, en particular, si la infecciéon perinatal da como
resultado discapacidades graves y permanentes.

Hasta la fecha, hay cinco agentes antivirales apfobados para
utilizarse en la infeccién por el citomegalovirus humano (hCMV):
Ganciclovir/Valganciclovir, Cidofovir, Foscarnet y Fomivirsen. Todos
los compuestos tienen el inconveniente de presentar efectos
secundarios dependientes de la dosis y el desarrollo de cepas de
virus resistentes (Schreiber y colaboradores, 2009). Ninguno de los
farmacos tiene licencia para utilizarse en nifios o en mujeres
embarazadas. En adicion, se utilizan preparaciones de
inmunoglobulina intravenosas (IVIG), por ejemplo, CytoGam® (CSL
Behring), y Cytotect® (Biotest) para la profilaxis y el tratamiento de
los pacientes en riesgo de adquirir la infeccion por el citomegalovirus
humano (hCMV). Sin embargo, es evidente la incertidumbre acerca
de los beneficios de este tratamiento en la situacién de trasplante
(Sokos y colaboradores, 2002; Raanani y colaboradores, 2009). Se
ha utilizado con éxito la transferencia adoptiva de células-T
citotéxicas especificas del citomegalovirus humano (hCMV) en los
pacientes de SCT hematopoyética (Moss y Rickinson, 2005), pero

este tratamiento es extremadamente costoso, y estara limitado a
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unos cuantos centros de trasplantes que tengan la experiencia
necesaria. Mas aun, este tipo de tratamiento esta restringido a los
receptores de trasplantes que sean seropositivos para el
citomegalovirus humano (hCMV). En contraste, se ha reportado que
el IVIG es efectivo en el tratamiento y la prevencién de la infeccion
por citomegalovirus (CMV) congénita (Nigro y colaboradores, 2005).
Sin embargo, el IVIG para el tratamiento de citomegalovirus humano
(hCMV) se aisla y se purifica a partir de donantes seropositivos para
el citomegalovirus humano (hCMV), los cual da como resultado
titulaciones variables y, por consiguiente, una variacion de lote a lote
para los anticuerpos especificos para el citomegalovirus humano
(hCMV) en estas preparaciones. En adicién, los productos de
farmaco derivados de la sangre humana siempre tienen el riesgo de
la transmisién de los patégenos humanos. Como una consecuencia,
se desea un producto de anticuerpo recombinante, que permita la
neutralizacién eficiente del citomegalovirus humano (hCMV) para la
profilaxis y el tratamiento de las enfermedades causadas por la
infeccion por el citomegalovirus humano (hCMV).

Los objetivos para la terapia con anticuerpos de las infecciones
por el citomegalovirus humano (hCMV) son proteinas expresadas en

la superficie del virién del citomegalovirus humano (hCMV). La

- composiciéon del virién de la envoltura del citomegalovirus humano

(hCMV) es muy compleja y, aunque se han identificado muchas
proteinas estructurales que comprenden la envoltura, todavia no

estan completamente definidas. Durante el desarrollo de los
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anticuerpos para la terapia del citomegalovirus humano (hCMV), se
han identificado determinantes antigénicos en los complejos de
glicoproteina superficiales gp58/116 (gB o gC-1), gp 47-52 (gC-Il; gM
y gN) (Shimamura y colaboradores, 2006), y gp 86 (gH o gC-lll)
(Urban y colaboradores, 1996). La mayoria de los anticuerpos
neutralizantes identificados hasta la fecha se enlazan a la proteina
gB, la cual ha demostrado que contiene la mayoria de los epitopos
neutralizantes (Britt y colaboradores, 1990). El complejo gB se
sintetiza como un precursor de 130 kD, el cual se disocia en dos
moléculas covalentemente enlazadas, denominadas como gp58 vy
gpllé. EI fragmento N-terminal (gpll6) contiene un epitopo
neutralizante lineal, denominado como dominio antigénico-2 (AD-2)
de 20 aminoacidos (aminoacidos 67-86), el cual no requiere del
complemento para tener la actividad biolégica mediada por el
anticuerpo (Meyer y colaboradores, 1990). La fraccién gp58 de ¢gB
lleva el dominio neutralizante AD-1, el cual comprende 74
aminoacidos (aminoacidos 557-630), y mas probablemente
representa un epitopo conformacional (Ohlin y colaboradores, 1993;
Wagner y colaboradores, 1992).

El advenimiento de los anticuerpos monoclonales inicialmente
dio lugar a Ila identificacion de una variedad de anticuerpos
monoclonales de ratén neutralizantes contra el citomegalovirus
humano (hCMV). Sin embargo, los anticuerpos monoclonales de
ratobn son inadecuados para utilizarse en la terapia humana debido a

que estas proteinas son reconocidas por el sistema inmunolégico

)
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humano como extrafias y, en consecuencia, se eliminan después de
un periodo de tiempo muy corto, lo cual da como resultado una
eficacia clinica baja o ninguna eficacia clinica. Se han desarrollado
anticuerpos quiméricos contra las proteinas del citomegalovirus
humano (hCMV), y la Patente Europea Numero EP664834B (Harris y
colaboradores) describe un anticuerpo quimérico dirigido hacia la
glicoproteina de 86 kD del citomegalovirus humano (hCMV)
denominada como gH; sin embargo, estos anticuerpos no han tenido
éxito en los establecimientos clinicos.

Las tecnologias que utilizan heteromielomas para la generacién
de hibridomas se han utilizado para generar una variedad de
anticuerpos monoclonales humanos que reconocen diferentes

glicoproteinas del citomegalovirus humano (hCMV), las cuales se

encuentran ambas en la envoltura viral. La Patente de los Estados.

Unidos de Norteamérica Numero US5,043,281 (Masuho vy
colaboradores) describe un anticuerpo monoclonal humano
neutralizante que reconoce wuna proteina del antigeno de
citomegalovirus (CMV) que tiene un peso molecular de entre 130,000
y 65,000. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Namero
US5,750,106 (Ostberg) describe un anticuerpo monoclonal humano
paré el citomegalovirus, denominado como SDZ MSL 109, el cual
reconoce la glicoproteina gH, asi como una linea celular de
hibridoma para la produccién de este anticuerpo. Uno de los
anticuerpos monoclonales humanos neutralizantes del virus, SDZ

MSL-109, se ha evaluado en los estudios clinicos en Fase l/Il para la
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retinitis inducida por el citomegalovirus humano (hCMV) en los
pacientes inmunocomprometidos, pero debido a la falta de eficacia,
no se continuaron los estudios clinicos (Borucki y cb!aboradores,
2004; Hamilton y colaboradores, 1997; Boeckh y colaboradores,
2001). Una explicacién plausible para el fracaso de estos estudios es
la variabilidad antigénica del citomegalovirus humano (hCMV). EI
citomegalovirus humano (hCMV) es Unico entre los virus de herpes
humano, en que es una variable antigénica, y la mayoria de los
anticuerpos monoclonales humanos, que reaccionan con Ilos
antigenos de envoltura, muestran una capacidad de neutralizacién
especifica de la cepa. Esto es especialmente cierto para los
anticuerpos monoclonales humanos especificos de gH, como el SDZ
MSL-109. Este obstaculo solamente se puede superar mediante el

uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra los epitopos que

se encuentran sobre el citomegalovirus humano (hCMV) que estén

conservados entre los diferentes aislados.

En el pasado, el progreso en el aislamiento de los anticuerpos
monoclonales neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) fue
lento, debido al hecho de que no habia rastreos de anticuerpos de
alta produccién para determinar su capacidad neutralizante
disponibles. En adicién, con frecuencia se ha utilizado el método de
inmortalizacion del virué de Epstein Barr (EBV) para generar células-
B inmortalizadas que produzcan un anticuerpo de interés, durante un
numero de afios. Esta técnica ha tenido éxito para la generaciéon de

células secretoras de anticuerpos a partir de diferentes fuentes de
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células-B humanas, tales como la sangre periférica de sujetos sanos
utilizando la seleccién especifica del antigeno (Casali vy
colaboradores, 1986), los ganglios linfaticos, el bazo, o la sangre
periférica de los pacientes (Yamaguchi y colaboradores, 1987;
Posner y colaboradores, 1991; Raff y colaboradores, 1988;
Steenbakkers y colaboradores 1993 y 1994). Esta técnica se utilizd
para la inmortalizacion de las células mononucleares de sangre
periférica aisladas a partir de donantes de sangre seropositivos para
el citomegalovirus (CMV), y el aislamiento subsiguiente de tres
anticuerpos: ITC52, ITC63b e ITC88 (WO 93/021952 A1). ITC52 e
ITC63b son reactivos con el epitopo conformacional AD-1 del
citomegalovirus (CMV), que consiste en la secuencia de aminoacidos
557-630 de gp58 de CMV, y el ITC88 es reactivo contra AD-2, el cual
comprende la secuencia de aminoacidos 67-86 (AD-2) de gp116 de
CMYV (Publicacion Internacional Nimero WO 93/021952 A1).

Se han publicado mejoras sobre el método de transformacién
de EBV por Lanzavecchia (Publicacion Internacional Numero WO

04/076677 A2), y Funaro y colaboradores (Publicacién Internacional

Numero WO 07/068758 A1), y estos métodos se han utilizado para la

generacion de anticuerpos para el citomegalovirus humano (hCMV).
La Publicacién Internacional Numero WO 08/084410 A2
(Lanzavecchia y Macagno) describe anticuerpos producidos a partir
de las lineas celulares de EBV 1F11, 2F4, 5A2 y 9A11 que
neutralizan la infeccién por el citomegalovirus humano (hCMV) de las

células endoteliales, las células epiteliales, las células retinales y las
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celulas dendriticas, y se dirigen hacia un epitopo conformacional
formado por gpUL130 y gpUL131A. Sin embargo, los anticuerpos a
partir de estas lineas de EBV no tienen ninguna capacidad
neutralizante del citomegalovirus humano (hCMV) detectable, si se
utilizan fibroblastos cbmb las células objetivo para la infeccién. La
Publicacion Internacional Numero WO 08/084410 A2 también
menciona las lineas de EBV 10C6, 5F1, 6B4 y 7H3, que producen
anticderpos que neutralizan la infeccion por el citomegalovirus
humano (hCMV) de los fibroblastos y de las células endoteliales en
concentraciones inhibidoras medias-maximas (ICsp) en el intervalo de
entre 0.3 y 2.0 microgramos/mililitro. Se describe que los anticuerpos
producidos a partir de estas lineas de EBV se enlazan a un epitopo
funcional de gB. Sin embargo, aunque se han deducido las
secuencias de cadena pesada y ligera de los anticuerpos a partir de
algunas de las lineas celulares de EBV mencionadas anteriormente,
estos datos no se han confirmado para los anticuerpos
recombinantemente expresados y purificados codificados para las
secuencias publicadas. Una solicitud de patente mas reciente de
Lanzavecchia y Macagno (Publicacién Internacional Numero WO
10/007463 A1) describe el anticuerpo 6G4, el cual se enlaza a un
epitopo determinado por una combinacién de las proteinas UL128,
UL130 y UL131A, y el cual neutraliza la infeccion por el
citomegalovirus humano (hCMV) de las células endoteliales, retinales
y dendriticas. Adicionalmente, la Publicaciéon Internacional Numero

WO 10/007533 A1 (Lanzavecchia y Macagno) describe anticuerpos
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neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) que se enlazan a
un epitopo en la proteina UL128 de hCMV, un epitopo formado por
las proteinas gH, gL, UL128 y UL130, un epitopo formado por las
proteinas UL128, UL130 y UL131A, o un epitopo formado por las
proteinas UL130 y UL131A.

La Publicacién Internacional Numero WO 08/071806 A1
(Funaro y colaboradores) describe el anticuerpo 26A1, el cual se
enlaza a, y neutraliza, el citomegalovirué humano (hCMV), pero no
muestra un enlace significativo a cualquiera de los antigenos gB o
gH cuando se prueba mediante un ELISA. Se reporta que una
concentracion inhibidora media-maxima (ICsy) del anticuerpo 26A1
esta en el intervalo de 1 microgramo/mililitro tanto para los
fibroblastos primarios como para las células endoteliales, y por
consiguiente, en un intervalo que ha sido alcanzado por los

anticuerpos descritos en la técnica anterior. Una solicitud de patente

adicional por Funaro y colaboradores, describe el anticuerpo 1F7, el

cual reconoce gH (Publicacién Internacional Numero WO 09/003975
A1). De una manera similar al anticuerpo 26A1, como se describe en
la Publicacion Internacional Niumero WO 08/071806 A1, se reporta
que la c'oncentracién inhibidora media-maxima (ICs,) del anticuerpo
1F7 esta en el intervalo de 1 microgramo/mililitro tanto para los
fibroblastos primarios como para las células endoteliales, y por
consiguiente, en un intervalo que ha sido alcanzado por los
anticuerpos descritos en la técnica anterior. Todavia otra solicitud de

patente por Funaro y colaboradores (Publicacién Internacional

|b
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Numero WO 09/024445 A1) describe los anticuerpos 8C10, 37B7,
8A11 y 10B7, los cuales reconocen ya sea el dominio AD-2 de gB
(clones 8C10, 8A11, 10B7), o bien una proteina no relacionada con
gB o gH (clon 37B7). Como en las solicitudes de patente de Funaro y
colaboradores (Publicaciones Internacionales Numeros WO 08/
071806 A1 y WO 09/003975 A1), los anticuerpos descritos en la
Publicaciéon Internacional Numero WO 09/024445 A1 también exhiben
una concentracion inhibidora media-maxima (ICs) en el intervalo de
1 microgramo/mililitro tanto para los fibroblastos primarios como para
las células endoteliales (10B7, 8A11, 37B7) o mas alta, a
aproximadamente 10 microgramos/mililitro (8C10), y por
consiguiente, en el intervalo de los anticuerpos neutralizantes del
citomegalovirus humano (hCMV) anteriormente publicados.

Las solicitudes de patente recientes adicionales describen
anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) con
caracteristicas similares. Por ejemplo, la Publicaciéon Internacional
Numero WO 09/114560 A2 (Olsen) describe los clones de
anticuerpos 2F10, 2M16, 2N9, 3C21, 3G7, 4P12, 5P9, 9C16, los
cuales se enlazan todos al epitopo AD-2 de gB, y exhiben una
concentracién inhibidora media-maxima (ICs0) de la infecciéon por el
citomegalovirus humano (hCMV) de los fibroblastos, en el intervalo
de 1 microgramo/mililitro. La Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero US20090004198 (Nakajima y colaboradores)
da a conocer un anticuerpo de alta afinidad para el dominio AD-1 de

gB, con una afinidad de enlace aparente en pM, y una actividad
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neutralizante del citomegalovirus humano (hCMV) del 80 por ciento
en los fibroblastos, si se utiliza en concentraciones de 1 microgramo/
mililitro y mas altas (10 microgramos/mililitro y 100 microgramos/
mililitro). Dos solicitudes recientes, las Publicaciones Internacionales
Nimeros WO 10/114105 A1 y WO 10/114106 A1, ambas de Evec
Inc., describen anticuerpos que se enlazan al AD-2 y un epitopo
discontinuo en AD-1, respectivamente.

Como se da a conocer en la presente invenciéon, hemos
desarrollado anticuerpos humanos neutralizantes del citomegalovirus
humano (hCMV), que se enlazan con una alta afinidad a la proteina
gB del citomegalovirus humano (hCMV). En adicién, estos
anticuerpos exhiben una alta potencia similar (ICsos por debajo de
0.5 microgramos/mililitro) en la neutralizaciéon del citomegalovirus
humano (hCMV), utilizando una amplia gama de tipos de células
susceptibles al citomegalovirus humano (hCMV) (fibroblastos, células
endoteliales, epiteliales y dendriticas), y una alta potencia, no
solamente sobre la cepa de laboratorio AD-169, sino que también
sobre todos los aislados clinicos probados hasta ahora. En adicion,
los anticuerpos que se dan a conocer en la presente, reconocen y
definen un novedoso epitopo neutralizante de la proteina gB que no
se ha descrito anteriormente. Debido a su alta afinidad y potencia, y
a sus novedosas caracteristicas de enlace de epitopo determinadas
mediante los estudios funcionales, como se describen en la presente,
los miembros enlazadores de la invencién son en particular

adecuados para utilizarse en el tratamiento terapéutico, la profilaxis
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y/o el diagnoéstico de las infecciones por el citomegalovirus humano
(hCMV) en los pacientes humanos. Los miembros enlazadores son
utiles para el tratamiento de diversos trastornos asociados con la
infeccion por citomegalovirus (CMV), como se describe con detalle

en cualquier otra parte de la presente.

Breve Descripciéon de la Invencién

En la presente se describen varios anticuerpos humanos
neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) y especificos de
gB altamente potentes, los cuales también reconocen un epitopo
neutralizante del citomegalovirus humano (hCMV) completamente
nuevo y, por consiguiente, actian mediante un principio terapéutico
diferente en comparaciéon con todos los demas anticuerpos
especificos para el citomegalovirus humano (hCMV) conocidos. Su
descubrimiento y caracterizacion funcional se da a conocer
adicionalmente mas adelante. Como se describe con mayor detalle
en los Ejemplos, se han identificado 50 anticuerpos neutralizantes
del citomegalovirus humano (hCMV) completamente humanos. Se
han aislado a partir de sangre periférica humana transformada con
células-B derivadas de EBV, derivadas a partir de donantes
infectados por el citomegalovirus humano (hCMV). Las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de los anticuerpos
1 a 50 son como se detallan en las Tablas 19 y 20. Las
combinaciones de dominio V4 y dominio V_ para un panel de

anticuerpos 1 a 46 son como se detallan en la Tabla 7. Todas las
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secuencias referidas en las Tablas 7 y 19 también se muestran en el
listado de secuencias adjunto que forma parte de la presente
divulgacién.

Como se describe con mayor detalle mas adelante, se ha
demostrado que los miembros enlazadores de acuerdo con la
invencién neutralizan la infeccion por el citomegalovirus humano
(hCMV) de las células objetivo en concentraciones terapéuticamente
relevantes, es decir, con ICso, por debajo de 1 microgramo/mililitro.
Los miembros enlazadores mas activos neutralizan el
citomegélovirus humano (hCMV) incluso en ICsos por debajo de 0.5
microgramos/mililitro. También se ha observado una capacidad
neutralizante con diferentes aislados clinicos (por ejemplo, Towne y
Altu; Tabla 16), que representan diferentes genotipos de gB. Los
miembros enlazadores de la invencién pueden neutralizar una o mas
actividades del citomegalovirus humano (hCMV). Por ejemplo, la
actividad biolégica inhibida puede ser la prevencién de la infeccién
de los fibroblastos, las células endoteliales, las células epiteliales,
las células retinales y/o las células dendriticas. La prevencién de la
infeccion de los fibroblastos se ha demostrado en un ensayo de
neutralizacion in vitro que utiliza una cepa recombinante del
citomegalovirus humano (hCMV), AD169, que expresa la luciferasa
del gen reportero. Después de la infeccion con esta cepa de
citomegalovirus humano (hCMV) genéticamente modificada, las
celulas objetivo llegan a ser positivas para la expresion de la enzima

luciferasa, la cual se puede detectar mediante una conversion del
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sustrato apropiada en un luminédmetro convencional. Se demostré
que los miembros enlazadores descritos en esta invencién
neutralizan la infeccién de la cepa AD169 del citomegalovirus
humano (hCMV) cuando se incuba primero con la cepa del virus
recombinante positiva para luciferasa, y luego se siembra sobre
monocapas de fibroblastos primarios de prepucio humano (HFFs). En
seguida de una incubacién adicional, se detecté la luminiscencia
utitizando un luminémetro y las unidades de luz relativas (RLU)
detectadas. Entonces se calcul6 el porcentaje de neutralizacion, en
donde la titulacion neutralizante se indica como la concentracion del
miembro enlazador (microgramos/mililitro) que da una reduccién del
50 por ciento o del 100 por ciento de la infeccién por el
citomegalovirus humano (hCMV) de las células objetivo. Los
miembros enlazadores pueden dar una reduccién del 50 por ciento
de la infeccion por el citomegalovirus humano (hCMV) en
concentraciones de 0.1 a 5.0 microgramos/mililitro, de preferencia de
0.1 a 2.0 microgramos/mililitro, mas preferiblemente de 0.3 a 1.3
microgramos/mililitro, o mas preferiblemente de 0.1 a 0.6
microgramos/mililitro. Se ha demostrado que los miembros
enlazadores dan como resultado una reducciéon del 50 por ciento dé
la infeccion por el citomegalovirus humano (hCMV) en
concentraciones terapéuticamente relevantes de 0.1, 0.5, 1.0, 1.1,
1.2, 1.3, 1.5 6 2.0 microgramos/mililitro.

Otros métodos que se pueden utilizar para determinar la

neutralizacion de la infectividad del citomegalovirus humano (hCMV)

2\
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incluyen ELISA, FACS, Western blot, inmunoprecipitaciéon, e
inspeccidn visual basada en la formacién y el recuento de placas.

Se demostré que los miembros enlazadores descritos en la
presente neutralizan el citomegalovirus humano (hCMV) no
solamente en los fibroblastos, sino que, con una eficacia similar,
también en las células endoteliales, epiteliales y dendriticas (como
se muestra en un ensayo que utiliza fibroblastos primarios de
prepucio, Ejemplo 4, y en un ensayo que utiliza células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC), células epiteliales de pigmento
retinal ARPE-19 humanas, y células dendriticas primarias, como se
muestra en el Ejemplo 7).

La invencién da a conocer miembros enlazadores de alta
afinidad para el citomegalovirus humano (hCMV) y especificos para
la proteina gB de hCMV. Los miembros enlazadores de la invencién
se pueden enlazar a la proteina gB de hCMV con una Ky de no mas
de 50nM, por ejemplo, de no mas de 25nM, 15nM, 10nM, 5nM, 3nM,
1.5nM, 1nM, 0.5nM, 0.1nM, 75pM 6 57pM. De preferencia, el
miembro enlazador tiene una Kp de 1nM o menos, de preferencia de
menos de 0.5nM, de preferencia de menos de 0.1nM, y de una
manera muy preferible de menos de 75pM. La Kp se puede
determinar mediante resonancia de plasmén superficial, por ejemplo,
Biacore®. Las mediciones de afinidad Biacore® se describen en la
presente en el Ejemplo 5.

Como se describe en cualquier otra parte de la presente, la

resonancia de plasmén superficial involucra pasar un analito en fase
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de fluido sobre un ligando unido a un soporte sélido, y determinar los
indices de asociacion (k,), y los indices de disociacion (kq) entre el
analito y el ligando. La resonancia de plasmon superficial, por
ejemplo, se puede llevar a cabo pasando un miembro enlazador en
fase de fluido sobre la proteina gB unida a un soporte. Los datos de
la resonancia de plasmén superficial se pueden ajustar a un modelo
de datos de analito monovalente. La afinidad se puede expresar
como la constante de disociacién, Kp, la cual se calcula a partir de la
proporcién de las constantes de indice de disociacién y de
asociacién kg/k,, como se determinan mediante la resonancia de
plasmén superficial, utilizando un modelo de datos de analito
monovalente.

Se muestra que los miembros enlazadores descritos en la
presente se enlazan a una regién especifica de la proteina gB de
hCMV. Los epitopos conocidos de la proteina gB de hCMV estan
dentro del dominio antigénico 1 (AD-1; entre los aminoacidos 552-
635) y/o dentro del dominio antigénico 2 (AD-2; entre los
aminoacidos 67-86) de la cepa AD169 de gB, SEQ ID No: 239. En la
presente invencién describimos miembros enlazadores que se
enlazan a dos nuevos dominios antigénicos la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV), dominio antigénico 4 (AD-4; una
region discontinua entre los aminoacidos 121-132 y 344-438 de la
cepa AD169 de gB; SEQ ID No: 239), y dominio antigénico 5 (AD-5;
entre los aminoacidos 133 a 343 de la cepa AD169 de gB; SEQ ID

No: 239). En los experimentos iniciales, se investigd la capacidad de

12
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seis de los miembros enlazadores descritos en la presente, los
anticuerpos monoclonales recombinantes Ab-04, Ab-11, Ab-14, Ab-
19, Ab-28 y Ab-42, para enlazarse a regiones espeéificas de la
proteina gB de hCMV. En particular, primero se investigé la
especificidad de enlace de epitopo de estos seis miembros
enlazadores en un ensayo de competicibn Biacore® con una
seleccidon de anticuerpos anti-hCMV conocidos en la materia, que se
enlazan ya sea con el epitopo AD-1 o bien con el epitopo AD-2 de la
proteina gB. Debido a que los miembros enlazadores de la presente
invencion se enlazaron especificamente a la proteina gB con una alta
afinidad, pero no pudieron competir por el enlace de gB con los
anticuerpos especificos de AD-1 y AD-2, queddé claro que los
miembros enlazadores de la presente invencidn reconocen un
novedoso epitopo neutralizante de la proteina gB. Se obtuvo un
apoyo adicional para este hallazgo mediante la expresion de una
version truncada de la proteina gB, la cual comprende los residuos
de- aminoacidos 100 a 447 (gB cepa AD169; SEQ ID No: 239), la
cual, después de su expresion en células COS, fue reconocida por
los miembros enlazadores de la invencién.

En seguida de la generacién de un modelo molecular de gB del
citomegalovirus humano (hCMV) (cepa AD169; SEQ ID No: 239), se

identificaron los dominios de proteina expuestos superficialmente, y

se predijo una secuencia de aminoacidos discontinua entre los

residuos de aminoacidos 121-132 y 344-438 como un probable

epitopo, al cual se podrian enlazar los miembros enlazadores de la

W
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invencion. Cuando se expresé este epitopo predicho como los
aminoacidos 116 a 132 y 344 a 440 (gB cepa AD169; SEQ ID No:
239), los cuales se acoplaron mediante un enlazador de aminoacidos
sintético, se encontr6 que esta proteina recombinante era
especificamente reconocida por los miembros enlazadores Ab-11,
Ab-14 o Ab-28 de Ila invencion. Este nuevo epitopo se ha
denominado como AD-4. Por consiguiente, los miembros enlazadores
de la invencidon no se enlazan a la region AD-1 de la proteina gB de
hCMV. También, los miembros enlazadores de la invencién no se
enlazan a la regiéon AD-2 de la proteina gB de hCMV. En contraste,
los miembros enlazédores Ab-01 a Ab-46 de la invencion se enlazan
a un nuevo epitopo conformacional denominado como AD-4 (también
denominado como el Dominio Il (Dom Il)), entre los residuos de
aminoacidos 100 a 447, y de preferencia entre los residuos de
aminoacidos 121 a 438. Mas preferiblemente, los miembros
enlazadores de la invencién se enlazan a los estiramientos de
aminoacidos discontinuos 116-132 y 344-440 de la cepa AD169 de
gB (SEQ ID No: 239), y de una manera muy preferible, a los
estiramientos 121-132 y 344-438 de la cepa AD169 de gB (SEQ ID
No: 239). En este aspecto, se tiene que entender, de acuerdo con la
invencién, que el epitopo discontinuo generado por los estiramientos
de aminoacidos 121-132 y 344-438 de la cepa AD169 de gB (SEQ ID

No: 239) constituye el mismo epitopo que el epitopo discontinuo

" generado por los estiramientos de aminoacidos 116-132 y 344-440

de la cepa AD169 de gB (SEQ ID No: 239).
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Debido a que los Anticuerpos Ab-01 a Ab-46 tienen todos
regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
estructuralmente relacionadas (en particular HCDR3 de una longitud
idéntica y una secuencia relacionada), y a que se derivan a partir de
un solo donante, estas moléculas de anticuerpos son mas
probablemente mutantes somaticos de un élon reactivo con gB
original y, por consiguiente, se espera que se enlacen al mismo
epitopo o a un epitopo muy similar traslapado sobre la proteina gB
de hCMV. De conformidad con lo anterior, también se espera que los
resultados de caracterizacién del epitopo obtenidos con los
anticuerpos recombinantes  Ab-11, Ab-14 o Ab-28 sean
representativos para todos los anticuerpos Ab-01 a Ab-46 que se dan
a conocer en la presente. La presente invencién, por consiguiente,
se refiere a un miembro enlazador, de preferencia a un anticuerpo,
que se enlaza a un epitopo conformacional de la proteina gB
reconocido por los anticuerpos Ab-11, Ab-14 o Ab-28, y también a un
miembro enlazador que compite con cualquiera de los anticuerpos
Ab-11, Ab-14 o Ab-28 para enlazarse a un epitopo conformacional de
la proteina gB reconocido por estos anticuerpos.

Por consiguiente, en una primera modalidad, un miembro
enlazador de la invenciéon se puede enlazar a la proteina gB de
hCMV en una regién que comprende los aminoacidos 116 a 132 o los
aminoacidos 121 a 132, como se predice a partir del} modelo

estructural (Ejemplo 9). Un miembro enlazador de la invencién
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también se puede enlazar a la proteina gB de hCMV en una regiéon
que comprende los aminoacidos 344 a 440 o los aminoacidos 344 a
438, como se predice a partir del modelo estructural (Ejemplo 9).
Opcionalmente, un miembro enlazador se puede enlazar a los
residuos de flanqueo o a los residuos estructuralmente vecinos en la
secuencia de aminoacidos de gB de hCMV, en adicién a enlazarse a
los aminoacidos 116 a 132 y/o a los aminoacidos 344 a 440. De
acuerdo con la convencién, la numeracién de residuos corresponde a
la cepa AD169 de gB del ‘hCMV (SEQ ID No: 239).

En los experimentos adici'onales, también se investigdé Ia
capacidad de cuatro de los miembros enlazadores descritos en la
presente, los anticuerpos monoclonales recombinantes Ab-47, Ab-48,
Ab-49, Ab-50, para enlazarse a regiones especificas de la proteina
gB de hCMV. En particular, primero se investigo la especificidad de
enlace de epitopo de estos cuatro miembros enlazadores en un
ensayo de competicion ELISA (Ejemplo 8.3), y luego utilizando un
ELISA de captura (Ejemplo 10.2). Queddé claro que estos cuatro
miembros enlazadores reconocen un epitopo neutralizante de la
proteina gB novedoso adicional. |

En seguida de la generaciéon de un modelo molecular de gB del
citomegalovirus humano (hCMV) (cepa AD169; SEQ ID No: 239), se
identificaron los dominios de proteina expuestos superficialmente, y
se predijo una secuencia de aminoacidos entre los residuos de
aminoacidos 133 y 343 como un probable epitopo, al cual se podrian

enlazar los miembros enlazadores de la invencién. Este epitopo

e
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predicho se subdividi6 y se expres6 como dos subdominios:
Subdominio 1 (aminoacidos 133-144 y 251-343), y Subdominio 2
(aminoacidos 140 a 255) (gB cepa AD169; SEQ ID No: 239). Cuando
se probaron en un ELISA de captura, el Subdominio 1 fue reconocido
por los miembros enlazadores Ab-47, Ab-49 o Ab-50 de la invencién.
La regién de aminoacidos 134 a 344 del nuevo epitopo (gB cepa
AD169; SEQ ID No: 239) se ha denominado como AD-5. Por
consiguiente, los miembros enlazadores Ab-47, Ab-48, Ab-49 o Ab-50
de la invencién no se enlazan a la regién AD-1 de la proteina gB de
hCMV. También, los miembros enlazadores de la invencién no se
enlazan a la region AD-2 de la proteina gB de hCMV. En contraste,
los miembros enlazadores Ab-47 a Ab-50 de la invenciéon se enlazan
a un nuevo epitopo conformacional denominado como AD-5 (también
denominado como Dominio | (Dom 1)), entre los residuos de
aminoacidos 133 a 343 de la cepa AD169 de gB (SEQ ID No: 239).

La presente invencién, por consiguiente, se refiere a un
miembro enlazador, de preferencia a un anticuerpo, que se enlaza a
un epitopo de la proteina gB reconocido por los anticuerpos Ab-47,
Ab-48, Ab-49 o Ab-50, y también a un miembro enlazador que
compite con cualquiera de estos cuatro anticuerpos para enlazarse a
un epitopo conformacional de la proteina gB reconocido por estos
anticuerpos.

Por consiguiente, en una segunda modalidad, un miembro
enlazador de la invencion se puede enlazar a la proteina gB de

hCMV en una regién que comprende los aminoacidos 133 a 343,
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como se predice a partir del modelo estructural (Ejemplo 9).
Opcionalmente, un miembro enlazador se puede enlazar a los
residuos de flanqueo o a los residuos estructuraimente vecinos en la
secuencia de aminoacidos de gB de hCMV, en adicion a enlazarse a
los aminoacidos 133 a 343. De acuerdo con la convencién, la
numeracion de residuos corresponde a la cepa AD169 de gB del
hCMV (SEQ ID No: 239).

Un miembro enlazador de la invencién puede comprender una
molécula de anticuerpo, por ejemplo, una molécula de anticuerpo con
una secuencia de aminoacidos completamente humana. El miembro
enlazador normaimente comprende un dominio de anticuerpo Vy y/o
V.. Los dominios V4 y V. de los miembros enlazadores también se
dan a conocer como parte de la invencion. Cada uno de los dominios
Vi y VL comprende regiones determinantes de complementariedad
(CDRs), y regiones de estructura (FRs). Un dominio de anticuerpo Vy
comprende tres regiones HCDR, designadas como HCDR1, HCDR2, y
HCDR3. Un dominio de anticuerpo V_ comprende tres regiones
LCDR, designadas como LCDR1, LCDR2, y LCDR3. Una estructura
de dominio Vy o Vi comprende cuatro regiones de estructura, FWR1,
FWR2, FWR3 y FWR4, intercaladas con las regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) en la siguiente estructura: FWR1 -
CDR1 - FWR2 - CDR2 - FWR3 - CDR3 - FWR4.

Los ejemplos de los dominios de anticuerpos Vy y V. y de las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de acuerdo

con la presente invencién son como se enlistan en el listado de
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secuencias adjunto, el cual forma parte de la presente divulgacién.
Otras regiones determinantes de complementariedad (CDRs) se dan
a conocer mas adelante y en la Tabla 19. Todas las secuencias Vy y
V., las secuencias CDR, los conjuntos de CDRs, y los conjuntos de
HCDRs, y los conjuntos de LCDRs, que se dan a conocer en la
presente, representan aspectos y modalidades de la invencién. Como
se describe en la presente, un ‘conjunto de regiones determinantes
de complementariedad (CDRs)’ comprende las CDR1, CDR2 y CDR3.
Por consiguiente, un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de cadena pesada se refiere a HCDR1,
HCDR2 y HCDR3, y un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de cadena ligera se refiere una LCDR1,
LCDR2 y LCDR3. A menos que se informe de otra manera, un
‘conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)’
incluye HCDRs y LCDRs.

Tipicamente, los miembros enlazadores de la invenciéon son
anticuerpos monoclonales.

Un miembro enlazador de la invenciéon puede comprender un
sitio de enlace de antigeno dentro de una molécula no de anticuerpo,
normalmente proporcionado por una o mas regiones determinantes
de complementariedad (CDRs), por ejemplo, un conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) en un andamiaje de
proteina que no es de anticuerpo, como se discute adicionalmente
mas adelante.

Los miembros enlazadores Ab-01 a Ab-46, de acuerdo con la

10
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invencién, se aislaron inicialmente a partir de un donante infectado
por el citomegalovirus humano l(hCMV), y se aislaron a partir de las
lineas de células-B inmortalizadas por EBV, referidas como SM1,
SM3, SM4, SM5, SM6, SM7, SM9, SM10 6 SM11. A partir de estas
nueve lineas celulares, se pudieron identificar 37 secuencias de
codificaciéon V4 diferentes y 62 secuencias de codificacién V_
diferentes de los anticuerpos humanos (Tabla 6). La combinacién. de
todas las secuencias de codificacién Vy y V| identificadas a partir de
cada linea celular como cadenas de IgH e IgL, se pueden generar
teéricamente 295 anticuerpos diferentes. De éstos, se han
identificado 46 anticuerpos recombinantes diferentes, los cuales
fueron neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) en un
ensayo de rastreo biolégico de primera linea utilizando la expresion
de luciferasa, la cepa de laboratorio del citomegalovirus humano
(hCMV) AD-169, vy los fibroblastos primarios de prepucio humano. Se
encontré que seis de estos anticuerpos recombinantes neutralizan el
citomegalovirus humano (hCMV) con una alta potencia (ICsos por
debajo de 1 microgramo/mililitro), y se enlazan a la proteina gB con
una alta afinidad de Kp de 15nM o menos (Tablas 13 y 15 mas
adelante).

La estructuras y localizaciones de los dominios variables del
miembro enlazador se pueden determinar haciendo referencia a
Kabat y colaboradores (1991), y a las actualizaciones del mismo. En
la presente se describe un panel de miembros enlazadores, cada uno

de los cuales comprende el conjunto de regiones determinantes de
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complementariedad (CDRs), como se especifican en las Tablas 19 y
20, en donde la HCDRH1 tiene los residuos de Kabat 31-35; la HCDR2
tiene los residuos de Kabat 50-65; la HCDR3 tiene los residuos de
Kabat 95-102. La LCDR1 tiene los residuos de Kabat 24-34; la
LCDR2 tiene los residuos de Kabat 50-56, y la LCDR3 tiene los
residuos de Kabat 89-97. La numeracién de Kabat se determiné

utilizando el sitio web: http://www.bioinf.org.uk/ abs/abnum/

Un miembro enlazador de una primera modalidad de Ia
invenciéon puede comprender una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) como se describen en la presente, por
ejemplo, una CDR3, y opcionalmente también una CDR1 y CDR2
para formar un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs). La region determinante de
complementariedad (CDR) o el conjunto de regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) puede ser una region determinante de
complementariedad (CDR) o un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) de cualquiera de los anticuerpos Ab-
01 a Ab-46, o puede ser una variante de las mismas como se
describe en la presente.

Un miembro enlazador puede comprender un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L de
cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-46 con una o0 mas
mutaciones de aminoacidos dentro del conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L dadas a

conocer. Las mutaciones de aminoacidos son sustituciones,

-
@?/
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supresiones o inserciones de un aminoacido. Con base en los
Ejemplos proporcionados y en las secuencias dadas a conocer,
puede haber, por ejemplo, hasta 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,
13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 6 1 mutaciones, por ejemplo,
sustituciones, dentro del conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) H y/o L. Adicionalmente, puede haber
hasta 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 6 1 mutaciones en HCDR3, y/o puede
haber hasta 6, 5, 4, 3, 2 6 1 mutaciones en HCDR2, y/o puede haber
hasta 3, 2 6 1 mutaciones en HCDR1, y/o puede haber hasta 6, 5, 4,
3, 2 6 1 mutaciones en LCDR3, y/o puede haber 1 mutacion en
LCDR2 y/o LCRD1. La mutacién puede ser una sustitucién, o las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L
opcionalmente pueden contener una insercion o supresion de un
aminoacido comparandose con las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) H y/o L dadas a conocer.

Las sustituciones, inserciones o supresiones se pueden hacer
en cualquier punto de las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), por ejemplo, en HCDR1, Ilas
sustituciones pueden ser de cualquiera de los residuos de Kabat 31 a
35, por ejemplo, cualquiera de los residuos de Kabat 31, 32, 34 y/o
35, en HCDRZ2, las sustituciones pueden ser de cualquiera de los
residuos de Kabat 50 a 65, por ejemplo, cualquiera de los residuos
de Kabat 50, 53, 54, 58, 60, y/o 64, y en HCDR3, las sustituciones
pueden ser de cualquiera de los residuos de Kabat 99 a 102, por

ejemplo, cualquiera de los residuos de Kabat 99 a 100C, 100E, 100F

1)
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y/o 100K a 102. Por ejemplo, en LCDR1, una sustitucién puede ser
de cualquiera de los residuos de Kabat 24 a 34, por ejemplo, los
residuos de Kabat 26 6 27, en LCDR2 las sustituciones pueden ser
de cualquiera de los residuos de Kabat 50 a 56, por ejemplo, el
residuo de Kabat 56, y en LCDRS3, las sustituciones pueden ser de
cualquiera de los residuos de Kabat 89 a 97, por ejemplo, cualquiera
de los residuos de Kabat 89, y puede haber una insercién en la
posicién 95B. Se pueden encontrar los detalles de las mutaciones de
aminoacidos especificas comparandose con la secuencia del
anticuerpo Ab-28 en las Tablas 20a y 20b para las HCDRs y LCDRs,
respectivamente, por ejemplo, las sustituciones o inserciones de
aminoacidos.

Por ejemplo, la presente invenciéon proporciona un mierﬁbro
enlazador aislado para el citomegalovirus humano (hCMV), el cual
comprende un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDRS3, en donde el conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) tiene 22 o menos alteraciones de
aminoacidos a partir de un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) en donde:

HCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 3;

HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 4;

HCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 5;

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 93;

LCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 94; y

34
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LCDRS3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 95
Por ejempio, un miembro enlazador o dominio Vy de acuerdo
con la invencion puede comprender la HCDR1 del anticuerpo Ab-28
con una o mas de las siguientes mutaciones:
5 El residuo de Kabat Asp 31 reemplazado por Gly;
El residuo de Kabat His 32 reemplazado por Phe o Tyr;
El residuo de Kabat Met 34 reemplazado por lie o Leu; y
El residuo de kabat Val 35 reemplazado por Asn.
Un miembro enlazador o dominio V4 de acuerdo con la
10 invencion puede comprender la HCDR2 del anticuerpo Ab-28 con una
0 mas de las siguientes mutaciones:
El residuo de Kabat Trp 50 reemplazado por Ser o Cys;
El residuo de Kabat GIn 53 reemplazado por Asn o His;
El residuo de Kabat Ser 54 reemplazado por Thr;
15 El residuo de Kabat Gly 58 reemplazado por Lys, Asn o His;
El residuo de Kabat Gly 60 reemplazado por Ala; y
El residuo de Kabat GIn 64 reemplazado por Arg.
Un miembro enlazador o dominio Vy de acuerdo con la
invencién puede comprender la HCDR3 del anticuerpo Ab-28 con una
20 0 mas de las siguientes mutaciones:
El residuo de Kabat Thr 99 reemplazado por Ala;
El residuo de Kabat Val 100 reemplazado por Met;
El residuo de Kabat Ser 100A reemplazado por Thr;
El residuo de Kabat Asn 100B reemplazado por Thr;

25 El residuo de Kabat Ser 100C reemplazado por Phe;
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El residuo de Kabat Leu 100E reemplazado por Met o Ala;

El residuo de Kabat Ser 100F reemplazado por Gly;

El residuo de Kabat His 100K reemplazado por Tyr;

El residuo de Kabat Asn 100L reemplazado por Ser o Asp;

El residuo de Kabat Arg 100M reemplazado por Val o lie;

El residuo de Kabat Leu 100N reemplazado por Met;

El residuo de Kabat Asp 101 reemplazado por Gly; y

El residuo de Kabat Ala 102 reemplazado por Val o lle.

Un miembro enlazador o dominio V. de acuerdo con la
invencién puede comprender la LCDR1 del anticuerpo Ab-28, en
donde el residuo de Kabat Ser 26 es reemplazado por Asn, o el
residuo de Kabat Ser 27 es reemplazado por Arg.

Un miembro enlazador o dominio V, de acuerdo con la
invencién puede comprender la LC‘DR2 del anticuerpo Ab-28, en
donde el residuo de Kabat Ser 56 es reemplazado por Pro.

Un miembro enlazador o dominio V. de acuerdo con la
invencién puede comprender la LCDR3 del anticuerpo Ab-28 con una
0 mas de las siguientes mutaciones:

El residuo de Kabat Gly 89 reemplazado por Ala;

El residuo de Kabat Pro 91 reemplazado por Trp;

El residuo de Kabat Arg 93 reemplazado por Ser;

El residuo de Kabat Ser 94 reemplazado por Asp;

El residuo de Kabat Ser 95a reemplazado por Gly o Ala;

Ala insertado al residuo de Kabat 95b;
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El residuo de Kabat Val 96 reemplazado por Tyr; y
El residuo de Kabat lle 97 reemplazado por Val.

Por consiguiente, un miembro enlazador de la invencién puede

comprender una LCDR3 en donde el residuo de Kabat 95b es Ala, o _

en donde el residuo de Kabat 95b esta ausente.

La invencidon proporciona miembros enlazadores, los cuales
comprenden una HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 de cualquiera de los
anticuerpos Ab-01 a Ab-46, y/o una LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3 de
cualquiera de los anticuerpos 1 a 46, por ejemplio, un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de cualquiera
de los anticuerpos Ab-01 a Ab-46 mostrados en la Tabla 19 6 20.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 8; HCDR2 es
la SEQ ID No: 9; HCDR3 es la SEQ ID No: 10; LCDR1 es la SEQ ID
No: 98; LCDR2 es la SEQ ID No: 99; y LCDR3 es la SEQ ID No: 100,
que representan las regiones determinantes de complementariedad
(CDRs) del anticuerpo Ab-02.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 13; HCDR2 es

la SEQ ID No: 14; HCDR3 es la SEQ ID No: 15; LCDR1 es la SEQ ID

2
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No: 103; LCDR2 es la SEQ ID No: 104; y LCDR3 es la SEQ ID No:
105, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-04.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invenciéon puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRH1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 18; HCDR2 es
la SEQ ID No: 19; HCDR3 es la SEQ ID No: 20; LCDR1 es la SEQ ID
No: 108; LCDR2 es la SEQ ID No: 109; y LCDR3 es la SEQ ID No:
110, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-11.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 23; HCDR2 es
la SEQ ID No: 24; HCDR3 es la SEQ ID No: 25; LCDR1 es la SEQ ID
No: 113; LCDR2 es la SEQ ID No: 114; y LCDR3 es la SEQ ID No:
115, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-14.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 3; HCDR2 es
la SEQ ID No: 4; HCDR3 es la SEQ ID No: 5; LCDR1 es la SEQ ID

No: 93; LCDR2 es la SEQ ID No: 94; y LCDR3 es la SEQ ID No: 95,
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que representan las regiones determinantes de complementariedad
(CDRs) del anticuerpo Ab-28.

Por ejemplo, un miembro eniazador de la invencién puede
comprender un  conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDRS3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 28; HCDR2 es
la SEQ ID No: 29; HCDR3 es la SEQ ID No: 30; LCDR1 es la SEQ ID
No: 108; LCDR2 es la SEQ ID No: 109; y LCDR3 es la SEQ ID No:
110, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-42.

El miembro enlazador puede comprender un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de V4 de uno
de estos anticuerpos. Opcionaimente también puede comprender un
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
de V. de uno de estos anticuerpos, y las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de V, pueden ser a partir del mismo o de
un anticuerpo diferente de aquél de las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de V.

La invencién también proporciona un dominio Vu, el cual
comprende un conjunto de HCDRs de cualquiera de los anticuerpos
Ab-01 a Ab-46, y/o un dominio V|, el cual comprende un conjunto de
LCDRs de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-46.

Tipicamente, un dominio Vy se empareja con un dominio Vi
para proporcionar un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo,

aunque, como se discute adicionalmente mas adelante, se puede
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utilizar un dominio V4 o V_ solo para enlazarse al antigeno. El
dominio Vy del anticuerpo Ab-28 se puede emparejar con el dominio
V. del anticuerpo Ab-28, de tal manera que se forma un sitio de
enlace de antigeno del anticuerpo, el cual comprende ambos
dominios Vy y V_ del anticuerpo Ab-28. Se proporcionan modalidades
analogas para los otros dominios Vy y V. que se dan a conocer en la
presente. En otras modalidades, el Vy del anticuerpo Ab-28 se
empareja con un dominio V. diferente del V_ del anticuerpo. La
promiscuidad de cadenas ligeras esta bien establecida en este
campo (Kang y colaboradores, 1991). Nuevamente, la invencion
proporciona modalidades analogas para los otros dominios Vy y V,
que se dan a conocer en la presente.

Por consiguiente, una cadena de IgH que contenga Vy de
cualquiera de los anticuerpos 1 a 46 se puede emparejar con la
cadena de IgL que contenga V_ de cualquiera de los anticuerpos Ab-
01 a Ab-46 para generar un miembro enlazador especifico de gB.

Un miembro enlazador puede comprender una molécula de
anticuerpo que tenga una o0 mas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), por ejemplo, un conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs), dentro de una
estructura de anticuerpo. Las regiones de estructura pueden ser de
las secuencias del segmento genético de la linea germinal humana.
Las secuencias del segmento genético de la linea germinal humana
son conocidas por los expertos en este campo, y se pueden accesar,

por ejemplo, a partir de la compilacién de VBase o de la base de
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datos en linea IMGT (http://imgt.cines.fr).

Un miembro enlazador de la invencion puede ser una molécula
de anticuerpo humano aislada que tenga un dominio Vy, el cual
comprenda un conjunto de HCDRs en una estructura de la linea
germinal humana, por ejemplo, IGHV1-2. Por consiguiente, las
regiones de estructura FWR1, FWR2 y/o FWR3 del dominio Vy
pueden comprender regiones de estructura del segmento genético de
la linea germinal humana IGHV1-2. FWR4 puede comprender una
regién de estructura de los segmentos J de la linea germinal humana
seleccionados a partir de, por ejemplo, las SEQ ID NOs: 188 a 191.
La secuencia de aminoacidos de V4 FWR1 puede ser la SEQ ID No:
181. La secuencia de aminoacidos de Vy FWR2 puede ser la SEQ ID
No: 182. La secuencia dé aminoacidos de Vy FWR3 puede ser la
SEQ ID No: 183 6 184.

Una molécula de anticuerpo o un dominio Vy de la invencién
puede comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena pesada:

FWR1 SEQ ID No: 181; FWR2 SEQ ID No: 182; FWR3 SEQ ID
No: 183 6 184; o puede comprender el conjunto mencionado de
regiones de estructura de cadena pesada con 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 alteraciones de
aminoacidos, tales como una sustitucion, una insercién, o una
supresion.

Adicionalmente, un anticuerpo de la invencion puede incluir un

dominio V4 que sea codificado por una secuencia de acido nucleico
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que sea cuando menos el 80 por ciento homdéloga a la secuencia
genética de la linea germinal IGHV1-2, de preferencia, la secuencia
de acido nucleico es cuando menos el 90 por ciento, el 95 por ciento,
el 96 por ciento, el 97 por ciento homodloga a la secuencia genética
de la linea germinal IGHV1-2, y de una manera muy preferible, es
cuando menos el 98 por ciento o el 99 por ciento homéloga a la
secuencia genética de la linea germinal IGHV1-2. El dominio V4 de
un anticuerpo de la invencién puede ser cuando menos el 80 por
ciento homélogo a la secuencia de aminoacidos del dominio Vy
codificada por la secuencia genética de la linea germinal IGHV1-2.
De preferencia, la secuencia de aminoacidos del dominio V4 es
cuando menos el 90 por ciento, e‘I 95 por ciento, el 96 por ciento, el
97 por ciento homdlogo a la secuencia de aminoacidos codificada por
la secuencia genética de la linea germinal IGHV1-2, y de una manera
muy preferible, es cuando menos el 98 por ciento o el 99 por ciento
homodlogo a la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
genética de la linea germinal IGHV1-2.

Normalmente el miembro enlazador también tiene un dominio
V., el cual comprende un conjunto de LCDRs, por ejemplo, en una
estructura de la linea germinal humana, por ejemplo, IGLV1-51. Por
consiguiente, las regiones de estructura del dominio V_ pueden
comprender las regiones de estructura FWR1, FWR2 y/o FWR3 del
segmento genético de la linea germinal humana IGLV1-51. FWR4
puede comprender una region de estructura del segmento J de la

linea germinal humana IGLJ2 (SEQ ID No: 193). La secuencia de
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aminoacidos de V| FWR1 puede ser la SEQ ID No: 185. La secuencia
de aminoacidos de V| FWR2 puede ser la SEQ ID No: 186. La
secuencia de aminoacidos de Vi, FWR3 puede ser la SEQ ID No: 187.

Una molécula de anticuerpo o un dominio V_ de la invencién
puede comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena ligera:

FWR1 SEQ ID No: 185; FWR2 SEQ ID No: 186; FWR3 SEQ ID
No: 187; o puede comprender el conjunto mencionado de regiones de
estructura de cadena ligeracon 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13
6 14 alteraciones de aminoacidos, tales como una sustitucién, una
insercién, o una supresion.

Adicionalmente, un anticuerpo de la invencién puede incluir un
dominio V. que sea codificado por una secuencia de acido nucleico
due sea cuando menos el 80 por ciento homoéloga a la secuencia
genética de la linea germinal IGLV1-51. De preferencia, la secuencia
de acido nucleico es cuando menos el 90 por ciento, el 95 por ciento,
el 96 por ciento, el 97 por ciento homéloga a la secuencia genética
de la linea germinal IGLV1-51, y de una manera mUy preferible, es
cuando menos el 98 por ciento o el 99 por ciento homdéloga a la
secuencia genética de la linea germinal IGLV1-51. El dominio V_ de
un anticuerpo de la invencién puede ser cuando menos el 80 por
ciento homdlogo é la secuencia de aminoacidos del dominio V_
codificado por la secuencia genética de la linea germinal IGLV1-51.
De preferencia, la secuencia de aminoacidos del dominio V_ es

cuando menos el 90 por ciento, el 95 por ciento, el 96 por ciento, el
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97 por ciento homdloga a la secuencia de aminoacidos codificada por
la secuencia geneética de la linea germinal IGLV1-51, y de una
manera muy preferible, es cuando menos el 98 por ciento o el 99 por
ciento homdloga a la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia genética de la linea germinal IGLV1-51.

Por ejemplo, una molécula de anticuerpo de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones de estructura de cadena pesada
y ligera, en donde la FWR1 de cadena pesada es la SEQ ID No: 181;
la FWR2 de cadena pesada es la SEQ ID No: 182; la FWR3 de
cadena pesada es la SEQ ID No: 183; la FWR1 de cadena ligera es
la SEQ ID No: 185; la FWR2 de cadena ligera es la SEQ ID No: 186;
la FWR3 de cadena ligera es la SEQ ID No: 187; o puede
comprender el conjunto mencionado de regiones de estructura de
cadena pesada y ligera con 10 o menos, por ejemplo, cinco o menos,
alteraciones de aminoacidos, por ejemplo, sustituciones.

Los miembros enlazadores Ab-47 a Ab-50, de acuerdo con la
invenciéon, se aislaron inicialmente a partir de tres donantes
infectados por el citomegalovirus humano (hCMV) y se aislaron a
partir de lineas de células-B inmortalizadas con EBV, referidas como
SM10, SM12, 2C2 o 1G2. A partir de estas cuatro lineas celulares,
se pudieron identificar cuatro secuencias de codificacion Vy
diferentes y cinco secuencias de codificaciéon V|  diferentes de los
anticuerpos humanos (Tabla 12). La combinacién de todas las
secuencias de codificacion Vy y V| a partir de cada linea celular

como cadenas de IgH e IgL puede generar tedéricamente 20
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anticuerpos diferentes. De éstos, se han identificado cuatro
anticuerpos recombinantes diferentes, los cuales fueron
neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) en un ensayo de
rastreo bioldégico de primera linea utilizando expresién de luciferasa,
la cepa de laboratorio AD-169 del citomegalovirus humano (hCMV), y
fibroblastos primarios de prepucio humano. Se encontré que todos
estos anticuerpos recombinantes neutralizan el citomegalovirus
humano (hCMV) con una alta potencia (ICses por debajo de 0.6
microgramos/mililitro; Tabla 14 mas adelante).

Las estructuras y localizaciones de los dominios variables del
miembro enlazador se pueden determinar haciendo referencia a
Kabat y colaboradores (1991), y a las actualizaciones del mismo. En
la presente se describen los miembros enlazadores Ab-46, Ab-47,
Ab-48 y Ab-50, cada uno de los cuales comprende el conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) como se
especifican en la Tabla 19, en donde las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) se identificaron by el sistema de
numeracién de Kabat (Kabat y Wu, 1991), y se determinaron

utilizando el sitio web: http://www.bioinf.org.uk/abs/abnum/ .

Un miembro enlazador de una segunda modalidad de la
invencion puede comprender una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) como se describen en la presente, por
ejemplo, una CDR3, y opcionalmente también una CDR1 y CDR2
para formar un conjunto de regiones determinantes de

complementariedad (CDRs). La region determinante de
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complementariedad (CDR) o el conjunto de regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) puede ser una region determinante de
complementariedad (CDR) o un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) de cualquiera de los anticuerpos Ab-
47 a Ab-50, o puede ser una variante de las mismas, como se
describe en la presente.

Un miembro enlazador puede comprender un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L de
cualquiera de los anticuerpos Ab-47 a Ab-50 con una o mas
mutaciones de aminoacidos dentro del conjunto que se da a conocer
de regiones determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L.
Las mutaciones de aminoacidos son sustituciones, supresiones o
inserciones de un aminoacido. Basandose en los Ejemplos
proporcionados y las secuencias que se dan a conocer, puede haber,
por ejemplo, hasta 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 6 1 mutaciones dentro del
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs) H
y/o L. La mutacion puede ser una sustitucién, o las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L pueden
contener opcionalmente una insercién o supresién de un aminoacido,
comparandose con el conjunto que se da a conocer de las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) H y/o L. Se pueden
hacer sustituciones, inserciones o supresiones en cualquier punto en
las regiones determinantes de complementariedad (CDRs).

La invenciéon proporciona miembros enlazadores que

comprenden una HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 de cualquiera de los
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anticuerpos Ab-47 a Ab-50, y/o una LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3 de
cualquiera de los anticuerpos Ab-47 a Ab-50, por ejemplo, un
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
de cualquiera de los anticuerpos Ab-47 a Ab-50 mostrados en la
Tabla 19.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invenciéon puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 243; HCDR2
es la SEQ ID No: 244; HCDR3 es la SEQ ID No: 245; LCDR1 es la
SEQ ID No: 263; LCDR2 es la SEQ ID No: 264; y LCDR3 es la SEQ
ID No: 265, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-47.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDRS3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 248; HCDR2
es la SEQ ID No: 249; HCDR3 es la SEQ ID No: 250; LCDR1 es la
SEQ ID No: 268; LCDR2 es la SEQ ID No: 269; y LCDR3 es la SEQ
ID No: 270, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-48.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,

LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 253; HCDR2

(,{9{
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es la SEQ ID No: 254; HCDR3 es la SEQ ID No: 255; LCDR1 es la
SEQ ID No: 273; LCDR2 es la SEQ ID No: 274; y LCDR3 es la SEQ
ID No: 275, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-49.

Por ejemplo, un miembro enlazador de la invencién puede
comprender un conjunto  de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDRH,
LCDR2 y LCDR3, en donde: HCDR1 es la SEQ ID No: 258; HCDR2
es la SEQ ID No: 259; HCDR3 es la SEQ ID No: 260; LCDR1 es la
SEQ ID No: 278; LCDR2 es la SEQ ID No: 279; y LCDR3 es la SEQ
ID No: 280, que representan las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo Ab-50.

Un miembro enlazador de la invencién puede ser una molécula
de anticuerpo humano aislada que tiene un dominio Vy, el cual
comprende un conjunto de HCDRs en una estructura de la linea
germinal humana, por ejemplo, IGHV4-39 o IGHV4-59. Por
consiguiente, las regiones de estructura FWR1, FWR2 y/o FWR3 del
dominio Vy pueden comprender las regiones de estructura del
segmento genético de la linea germinal humana IGHV4-39 o IGHV4-
59. FWR4 puede comprender una region de estructura de los
segmentos J de la linea germinal humana seleccionados a partir de
cualquiera de los seis segmentos J de cadena pésada (véase
Ravetch y colaboradores, 1981).

La secuencia de aminoacidos del dominio Vy de Ab-47 o Ab-50

puede comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
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cadena pesada de IGHV4-39: FWR1 SEQ ID No: 281, FWR2 SEQ ID
No: 282; FWR3 SEQ ID No: 283; o puede comprender el conjunto
mencionado de regiones de estructura de cadena pesada con 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10 6 11 alteraciones de aminoacidos, tales como una
sustitucidn, una insercion, o una supresion. |
La secuencia de aminoacidos del dominio V4 de Ab-48 o Ab-48
puede comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena pesada de IGHV4-59: FWR1 SEQ ID No: 284, FWR2 SEQ ID
No: 285; FWR3 SEQ ID No: 286; o puede comprender el conjunto
mencionado de regiones de estructura de cadena pesada con 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 6 13 alteraciones de aminoéacidos, tales
como una sustitucion, una insercién, o una supresion.
Adicionalmente, un anticuerpo de la invencién puede incluir un
dominio Vy que sea codificado por una secuencia de acido nucleico
que sea cuando menos el 75 por ciento homéloga a la secuencia
genetica de la linea germinal IGHV4-39 o IGHV4-59, de preferencia,
la secuencia de acido nucleico es cuando menos el 80 por ciento, el
85 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por ciento, el 96 por ciento, el
97 por ciento homéloga a la secuencia genética de la linea germinal
IGHV4-39 o IGHV4-59, y de una manera muy preferible, es cuando
menos el 98 por ciento o el 99 por ciento homéloga a la secuencia
genética de la linea germinal IGHV4-39 o IGHV4-59. El dominio Vy
de un anticuerpo de la invencién puede ser cuando menos el 75 por
ciento homdlogo a la secuencia de aminoacidos del dominio Vy

codificado por la secuencia genética de la linea germinal IGHV4-39 o

Ty
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IGHV4-59. De preferencia, la secuencia de aminoacidos del dominio
Vy es cuando menos el 80 por ciento, el 85 por ciento, el 90 por
ciento, el 95 por ciento, el 96 por ciento, el 97 por ciento homoéloga a
la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia genética de
la linea germinal IGHV4-39 o IGHV4-59, y de una manera muy
preferible, es cuando menos el 98 por ciento o el 99 por ciento
homdéloga a la seculencia de aminoacidos codificada por la secuencia
genética de la linea germinal IGHV1-2.

Un miembro enlazador de la invencién también puede
comprender un dominio V., el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de cadena
ligera kappa en una estructura de la linea germinal humana, por
ejemplo, IGKV2D-28 o IGKV1D-33. Por consiguiente, las regiones de
estructura del dominio V., FWR1, FWR2 y/o FWR3 pueden
comprender las regiones de estructura del segmento genético de la
linea germinal humana IGKV2D-28 o IGKV1D-33. FWR4 puede
comprender una region de estructura de los segmentos J de la linea
germinal humana seleccionados a partir de cualquiera de los cinco
segmentos J kappa (véase Hieter y colaboradores, 1982).

La secuencia de aminoacidos del dominio V. de Ab-47 o Ab-48
puede comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena ligera kappa de IGKV2D-28: FWR1 SEQ ID No: 287, FWR2
SEQ ID No: 288; FWR3 SEQ ID No: 289; o puede comprender el
conjunto mencionado de regiones de estructura de cadena ligera con

1 6 2 alteraciones de aminoacidos, tales como una sustituciéon, una
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insercién, o una supresion.

La secuencia de aminoacidos del dominio V| de Ab-49 puede
comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena ligera de IGKV1D-33: FWR1 SEQ ID No: 290, FWR2 SEQ ID
No: 291; FWR3 SEQ ID No: 292; o puede comprender el conjunto
mencionado de regiones de estructura de cadena ligera con 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, u 8 alteraciones de aminoacidos, tales como una
sustitucién, una inserciéon, o una supresién.

Un miembro enlazador de la invencién también puede
comprender un dominio V_, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de cadena
ligera lambda en una estructura de la linea germinal humana, por
ejemplo, IGLV1-47. Por consiguiente, las regiones de estructura del
dominio V., FWR1, FWR2 y/o FWR3 pueden comprender las regiones
de estructura del segmento genético de la linea germinal humana
IGLV1-47. FWR4 puede comprender una regioén de estructura de los
segmentos J de la linea germinal humana seleccionados a partir de
cualquiera de los cuatro segmentos J lambda (véase Udey vy
Blomberg 1987; Vasicek y Leder, 1990).

La secuencia de aminoacidos del dominio V. de Ab-50 puede
comprender el siguiente conjunto de regiones de estructura de
cadena ligera lambda de IGLV1-47: FWR1 SEQ ID No: 293, FWR2
SEQ ID No: 294; FWR3 SEQ ID No: 295; o puede comprender el
conjunto mencionado de regiones de estructura de cadena ligera con

1 6 2 alteraciones de aminoacidos, tales como una sustitucion, una
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insercién, o una supresion.

Adicionalmente, un anticuerpo de la invencién puede incluir un
dominio V_ que sea codificado por una secuencia de acido nucleico
que sea cuando menos el 90 por ciento homdloga a la secuencia
genética de la linea germinal IGKV2D-28, IGKV1D-33 6 IGLV1-47. De
preferencia, la secuencia de acido nucleico es cuando menos el 95
por ciento, el 96 por ciento, el 97 por ciento homéloga a la secuencia
genética de la linea germinal IGKV2D-28, IGKV1D-33 6 IGLV1-47, y
de una manera muy preferible, es cuando menos' el 98 por ciento o el
99 por ciento homoéloga a la secuencia genética de la linea germinal
IGKV2D-28, IGKV1D-33 6 IGLV1-47. El dominio V_ dé un anticuerpo
de la invencion puede ser cuando menos el 90 por ciento homdlogo a
la secuencia de aminoacidos del dominio V_ codificado por la
secuencia genética de la linea germinal IGKV2D-28, IGKV1D-33 6
IGLV1-47. De preferencia, la secuencia de aminoacidos del dominio
V. es cuando menos el 95 por ciento, el 96 por ciento, el 97 por
ciento homéloga a la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia genética de la linea germinal IGKV2D-28, IGKV1D-33 6
IGLV1-47, y de una manera muy preferible, es cuando menos el 98
por ciento o el 99 por ciento homédloga a la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia genética de la linea
germinal IGKV2D-28, IGKV1D-33 6 IGLV1-47.

Un miembro enlazador de la invencion puede ser uno que
compita para enlazarse al citomegalovirus humano (hCMV) con

cualquier miembro enlazador que (i) se enlace al citomegalovirus

g
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humano (hCMV), y (ii) comprenda un miembro enlazador, dominio V4
y/o Vi, CDR, por ejemplo, HCDR3, y/o conjunto de CDRs que se dan
a conocer en la presente..

La competicién entre los miembros enlazadores se puede
ensayar in vitro, por ejemplo, utilizando ensayos de enlace, como
ELISA, resonancia de plasmén superficial, y/o marcando una
molécula reportera especifica para un miembro enlazador, la cual se
pueda detectar en la presencia de uno o mas miembros enlazadores
no marcados diferentes, para hacer posible la identificacion de los
miembros enlazadores que se enlacen con el mismo epitopo o con un
epitopo traslapado. Estos métodos son facilmente conocidos por un
experto ordinario en este campo, y se describen con mayor detalle
en la presente (véanse los Ejemplos). Por consiguiente, un aspecto
adicional de la presente invencién proporciona un miembro enlazador
que comprende un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo que
compite con una molécula de anticuerpo, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo que comprende un dominio V4 y/o V., CDR, por

ejemplo, HCDR3, 6 conjunto de CDRs de cualquiera de los

~anticuerpos Ab-01 a Ab-50, para enlazarse al citomegalovirus

humano (hCMV).

En algunos aspectos adicionales, la invencién proporciona un
acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un
miembro enlazador, el cual comprende un dominio V4 y/o V,. de
acuerdo con la presente invencion, y métodos para la preparacién de

un miembro enlazador, el cual comprende un dominio V4 y/o un
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dominio V_ de la invencién, codificado por el acido nucleico
mencionado bajo condiciones que provoquen la produccion de este
miembro enlazador, el cual comprende el dominio V4 y/o el dominio
V., y recuperarlo.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona acidos
nucleicos aislados que codifican cualquiera de las secuencias Vy
CDR o V. CDR que se dan a conocer en la presente.

Un aspecto adicional proporciona una célula huésped que
contiene o que esta transfectada con el acido nucleico de la
invencién.

Otros aspectos de la presente invencién describen
composiciones que contienen los miembros enlazadores de la
invencidén, y su uso en los métodos para enlazar, inhibir y/o
neutralizar la infeccién por el citomegalovirus humano (hCMV),
incluyendo los métodos para el tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante terapia.

Los miembros enlazadores de acuerdo con {a invencion se
pueden utilizar en un método de tratamiento o de diagndstico, tal
como un metodo para el tratamiento (el cual puede incluir el
tratamiento profilactico) de una enfermedad o trastorno en el cuerpo
humano o animal (por ejemplo, en un paciente humano), el cual
comprende administrar a dicho cuerpo humano o animal, una
cantidad efectiva de un miembro enlazador de la invencién, o una
combinacién de varios miembros enlazadores de la invenciéon. Las

condiciones que se pueden tratar de acuerdo con la presente
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invencion incluyen cualquiera en donde fenga una funcién el
citomegalovirus humano (hCMV), como se discute con detalle en
cualquier otra parte de la presente.

Estos y otros aspectos de la invencion se describen con mayor
detalle mas adelante.
Terminologia

Es conveniente sefialar aqui que ‘y/o’ cuando se utiliza en la
presente, debe tomarse como la divulgaciéon especifica de cada una
de las dos caracteristicas o componentes especificados, con o sin el
otro. Por ejemplo, ‘A y/o B’ se debe tomar como la divulgacidn
especifica de cada uno de (i) A, (ii) B, y (iii) Ay B, justamente como
si se estipulara cada conjunto individualmente en la presente.
hCMV

La secuencia de aminoacidos de longitud completa del
citomegalovirus "humano (hCMV) tiene el Numero de Acceso de
GenBank X17403 (genoma completo de la cepa AD169 del
citomegalovirus humano), y comprende una secuencia de 229,354
pares de | bases (Chee vy colaboradores, 1990; Bankier vy
colaboradores, 1991)..
gB

El complejo gB es un complejo de glicoproteina superficial de
la envoltura del virion del citomegalovirus (CMV). Hay un niumero de
cepas diferentes de la proteina gB:

gB cepa AD169 —~ SwissProt Acc. No. P06473 (SEQ ID No: 239)

gB cepa Towne - SwissProt Acc. No. P13201 (SEQ ID No: 240)

P
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Los dominios neutralizantes de gB conocidos incluyen el
dominio antigénico-1 (AD-1; aminoacidos 552-635 de la SEQ ID NO:
239 [AD169]), y el dominio antigénico-2 (AD-2; aminoacidos 67-86 de
la SEQ ID NO: 239 [AD169]). También existe un dominio antigénico
adicional, AD-3 (aminoacidos 783-906 de la SEQ ID NO: 239
[AD169]). Este dominio se localiza intraviralmente y no es el objetivo
de los anticuerpos neutralizantes.

Miembro enlazador

Esto describe un miembro de un par de moléculas que se
enlazan una con la otra. Los miembros de un par de enlace se
pueden derivar naturalmente, o se pueden producir de una manera
sintética total o parcialmente. Un miembro de un par de enlace puede
ser un polipéptido, acido nucleico, carbohidrato, lipido, compuesto de
bajo peso molecular, un oligonucleétido, un oligopéptido,
interferencia de ARN (ARNi; véase Milhavet y colaboradores, 2003),
anti-sentido (véase Opalinska y Gewirtz, 2003), una proteina
recombinante, un anticuerpo, o fragmentos de los mismos, o
conjugados o proteinas de fusidon de los mismos.

Los inhibidores anti-sentido o de ARNi para utilizarse en la
presente invencién pueden comprender moléculas de 4acidos
nucleicos capaces de modular la expresion genética, por ejemplo,
capaces de sub-regular la expresion de una secuencia que codifique
una proteina gB de hCMV. Estas moléculas de acidos nucleicos
pueden incluir, pero no se limitan a, moléculas anti-sentido, acido

nucleico de interferencia corto (siNA), ARN de doble cadena
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(dsARN), micro-ARN, ARN de horquilla corto (shARN), moléculas
sensoras de 4acido nucleico, alozimas, moléculas enzimaticas de
acidos nucleicos, y oligonucleétidos triplex, y cualquier otra molécula
de acido nucleico que se pueda utilizar para mediar la interferencia
del ARN ‘ARNi’ o el silenciamiento genético de una manera
especifica de la secuencia.

Un miembro del par de moléculas puede tener un area sobre su
superficie, o una cavidad, la cual se enlaza a, y por consiguiente es
complementaria para, una organizacion espacial y polar particular
del otro miembro del par de moléculas. Los ejemplos de los tipos de
pares de enlace son antigeno-anticuerpo, receptor-ligando, y enzima-
sustrato.

Un miembro enlazador normalmente comprende una molécula
que tiene un sitio de enlace. Por ejemplo, un miembr6 enlazador
puede ser una molécula de anticuerpo o una proteina que no sea
anticuerpo, que comprende un sitio de eniace. Se puede
proporcionar un sitio de enlace por medio de la configuraciéon de las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) sobre las
regiones de estructura del anticuerpo y/o sobre los andamiajes de
proteina que no son anticuerpos, tales como fibronectina o citocromo
B, etc. (Haan y Maggos 2004; Koide y colaboradores, 1998; Nygren y
colaboradores, 1997), o mediante la seleccién aleatoria o |la
mutacion de los residuos de aminoacidos de un ciclo dentro de un
andamiaje de proteina para conferir especificidad de enlace para un

objetivo deseado. Los andamiajes para disedar los sitios de enlace
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novedosos en las proteinas, han sido revisados con detalle por
Nygren y colaboradores, ibid. Los andamiajes de proteinas para los
miméticos de anticuerpos se dan a conocer en la Publicaciéon
Internacional Numero WO 00/034784 A1 (Lipovsek), en donde se
describen proteinas (miméticos de anticuerpos) que incluyen un
dominio de fibronectina tipo Il que tiene cuando menos un ciclo de
seleccion aleatoria. Un andamiaje adecuado para injertar una o mas
regiones determinantes de complementariedad (CDRs), por ejemplo,
un conjunto de HCDRs, puede ser proporcionado por cualquier
miembro de dominio de Ila suUper-familia de genes de
inmunoglobulina. El andamiaje puede ser una proteina humana o no
humana. Una ventaja de un andamiaje de una proteina que no sea
anticuerpo es que puede proporcionar un sitio de enlace de antigeno
en una molécula de andamiaje que es mas pequefia y/o mas facil de
elaborar que cuando menos algunas moléculas de anticuerpos. El
tamafio pequefio de un miembro enlazador puede conferir
propiedades fisiologicas utiles, tales como una capacidad para entrar
en las células, para penetrar profundamente en los tejidos, o
alcanzar los objetivos dentro de otras estructuras, o para enlazarse
dentro de las cavidades de proteina del antigeno objetivo. El uso de
sitios de enlace de antigeno en los andamiajes de proteina que no es
anticuerpo, se revisa en Wess, 2004. Son tipicas las proteinas que
tienen una estructura base estable y uno o mas ciclos variables, en
donde las secuencias de aminoacidos del ciclo o de los cicios se

mutan especificamente o de una manera aleatoria, para crear un sitio
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de enlace de antigeno que se enlaza al objetivo. Estas proteinas
incluyen los dominios de enlace de IgG de la proteina A a partir de
S. aureus, transferrina, tetranectina, fibronectina, lipocalinas, asi
como gamma-cristalina y otros andamiajes Affilin¥® (Scil Proteins).

Los ejemplos de otros planteamientos incluyen ‘Microcuerpos’
sintéticos basados en cicloétidos - pequefias proteinas que tienen
enlaces de disulfuro intra-moleculares, Microproteins
(Versabodies™®, Amunix), y proteinas de repeticion de anquirina
(DARPins, Molecular Partners).

En adicién a las secuencias de anticuerpos y/o a un sitio de
enlace de antigeno, un miembro enlazador de acuerdo con la
presente invencion puede comprender otros aminodacidos, por
ejemplo, que formen un péptido o polipéptido, tal como un dominio
plegado, o para impartir a la molécula otra caracteristica funcional
en adicién a la capacidad para enlazarse al antigeno. Los miembros
enlazadores de la invencidon pueden llevar una marca detectable, o
se pueden conjugar con una toxina o con una fraccién o enzima de
direccién (por ejemplo, por medio de un enlace o un enlazador de
peptidilo). Por ejemplo, un miembro enlazador puede comprender un
sitio catalitico (por ejemplo, en un dominio de enzima), asi como.un
sitio de enlace de antigeno, en donde el sitio de enlace de antigeno
se enlaza al antigeno y, por consiguiente, dirige el sitio catalitico
hacia el antigeno. El sitio catalitico puede inhibir la funcién biolégica
del antigeno, por ejemplo, mediante disociacién.

Aunque, como se observd, las regiones determinantes de
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complementariedad (CDRs) pueden ser llevadas por andamiajes que
no sean anticuerpos, la estructura para Illevar una region
determinante de complementariedad (CDR) o wun conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de |la
invencion sera en términos generales una secuencia de cadena
pesada o ligera de anticuerpo o una porcién sustancial de la misma,
en donde la region determinante de complementariedad (CDR) o el
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
se localiza en wuna ubicacién correspondiente a la regidn
determinante de complementariedad (CDR) o al conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) de los dominios
variables de anticuerpos V4 y V. que se presentan naturalmente
codificados por los genes de inmunoglobulina reconfigurados. Las
estructuras vy localizaciones de los dominios variables de
inmunoglobulina se pueden determinar haciendo referencia a Kabat y
Wu, (1991), y a las actualizaciones del mismo. Hay un numero de
recursos academicos y comerciales en linea para pedir esta base de
datos. Por ejemplo, véase Martin, 1996 y el recurso en linea
asociado, actualmente en la direccion web de
http://www.bioinf.org.uk/abs/simkab.html.

Regién CDR o CDR, pretende indicar las regiones
hipervariables de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina,
como son definidas por Kabat y colaboradores, ibid. Un anticuerpo
tipicamente contiene 3 regiones determinantes de

complementariedad (CDRs) de cadena pesada, denominadas como

L0
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HCDR1, HCDR2, y HCDR3, y 3 regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de cadena ligera, denominadas como
LCDR1, LCDR2 y LCDR3. EIl término CDR o CDRs se utiliza en la
presente con el objeto de indicar una de estas regiones o varias, o
inclusive todas estas regiones que contienen la mayoria de los
residuos de aminoacidos responsables del enlace por afinidad del
anticuerpo para el antigeno o el epitopo que reconoce.

Entre las seis secuencias CDR, la tercera CDR de la cadena
pesada (HCDR3) tiene la mayor variabilidad de tamafio, es decir, la
mayor diversidad, esencialmente debido al mecanismo conocido en
la materia como reconfiguracién V(D)J de los segmentos genéticos
V, Dy J del locus genético de cadena pesada de inmunoglobulina de
la linea germinal. La HCDR3 puede ser tan corta como de dos
aminoacidos, o tan larga como de 26 aminoacidos, o puede tener
cualquier longitud entre estos dos extremos. La longitud de la CDR

también puede variar de acuerdo con la longitud que pueda ser

acomodada por la estructura subyacente particular. Funcionalmente, -

la HCDR3 puede tener una funcién importante en la determinacién de
la especificidad del anticuerpo (Segal y colaboradores, 1974; Amit y
colaboradores, 1986; Chotia y colaboradores, 1987, 1989; Caton y
colaboradores, 1990; Sharon 1990a, Sharon 1990b, Kabat vy
colaboradores, 1991).

En los miembros enlazadores Ab-01 a Ab-46 de la presente
invencién, como se indica en las Tablas 20a y b, la HCDR1 puede

ser de 5 aminoacidos de largo, consistentes en los residuos de Kabat
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31-35. La HCDR2 puede ser de 17 aminoacidos de largo,
consistentes en los residuos de Kabat 50-65. La HCDR3 puede ser
de 22 aminoacidos de largo, consistentes en los residuos de Kabat
95-102. La LCDR1 puede ser de 13 aminoacidos de largo,
consistentes en los residuos de Kabat 24-34. La LCDR2 puede ser de
7 aminoacidos de largo, consistentes en los residuos de Kabat 50-56.
La LCDR3 puede ser de 10 aminoacidos de largo, consistentes en los
residuos de Kabat 89-97.

En los miembros enlazadores Ab-47 a Ab-50 de la presente
invenciéon, la HCDR1 puede ser de 7 o 5 aminoacidos de largo,
consistentes en los residuos de Kabat 31-37 o 31-35,
respectivamente. La HCDR2 puede ser de 16 aminoacidos de largo, y
la HCDR3 puede ser de 10, 15, 17 o 22 aminoacidos de largo. La
LCDR1 puede ser de 11 aminoacidos de largo, consistentes en los
residuos de Kabat 24-34; o de 13 aminoacidos de largo, consistentes
en los residuos de Kabat 23-35; o de 16 aminoacidos de largo,
consistentes en los residuos de Kabat 24-39. La LCDR2 puede ser de
7 aminoacidos de largo, y la LCDR3 puede ser de 9 aminoacidos de
largo.

Molécula de anticuerpo

Esto describe wuna inmunoglobulina producida ya sea
naturalmente, o parcial o totalmente de una manera sintética. El
término también cubre cualquier polipéptido o proteina que
comprenda un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo. Se debe

entender en la presente que la invencién no se relaciona con los
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anticuerpos en su forma natural, es decir, no estan en su medio
ambiente natural, pero que han sido capaces de aislarse o de
obtenerse mediante purificacion a partir de fuentes naturales, o de
otra manera se han obtenido mediante recombinacién genética, o
mediante sintesis quimica, y que entonces pueden contener
aminoacidos no naturales. Los fragmentos de anticuerpos que
comprenden un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo incluyen,
pero no se limitan a, moléculas tales como Fab, Fab’, F(ab’),, Fab’
—SH, scFv, Fv, dAb y Fd. Se han disefado otras diferentes moléculas
de anticuerpos que incluyen uno o mas sitios de enlace de antigeno
del anticuerpo, incluyendo, por ejemplo, Fab2, Fab3, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos y minicuerpos, y también anticuerpos
biespecificos y triespecificos. Las moléculas de anticuerpos y los
métodos para su construcciéon y uso se describen en Hollinger y
Hudson (2005).

Es posible tomar los anticuerpos monoclonales y otros
anticuerpos, y emplear las técnicas 'de la tecnologia de ADN
recombinante para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas
que se enlacen al antigeno objetivo. Estas técnicas pueden
involucrar la introduccién de ADN que codifique la regidén variable de
inmunoglobulina, o] las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), de un anticuerpo para las regiones
constantes, o las regiones constantes mas las regiones de
estructura, de una inmunoglobulina diferente. Véanse, por ejemplo,

las Patentes Europeas Nimeros EP0184187A (Kudo y colaboradores)

s
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o EP0239400A (Winter). Un hibridoma u otra célula que produzca un
anticuerpo se puede someter a mutacioén genética o a otros cambios,
lo cual puede o no alterar la especificidad de enlace de los
anticuerpos producidos.

Debido a que los anticuerpos se pueden modificar en un
numero de formas, el término ‘moiécula de anticuerpo’ se debe
interpretar para cubrir cualquier miembro enlazador o sustancia que
tenga un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo con la
especificidad requerida y/o que se enlace al antigeno. Por
consiguiente, este término cubre los anticuerpos biespecificos o
triespecificos, asi como los fragmentos de anticuerpos y sus
derivados, incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un sitio
de enlace de antigeno del anticuerpo, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por consiguiente, se incluyen las moléculas
quiméricas que comprenden un sitio de enlace de antigeno del
anticuerpo, o su equivalente, fusionado con otro polipéptido (por
ejemplo, derivado a partir de otra especie o perteneciente a otra
clase o subclase de anticuerpo). La clonacion y expresiéon de los
anticuerpos quiméricos se describen, por ejemplo, en la Patentes
Europeas Numeros EP0120694A (Boss y colaboradores) vy
EP0125023A (Cabilly y colaboradores).

Otras técnicas disponibles en la técnica del diseiio de
anticuerpos han hecho posible aislar los anticuerpos humanos y
humanizados. Por ejemplo, se pueden hacer hibridomas humanos,

como es descrito por Kontermann y Dubel (2001). La exhibicién de
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fagos, otra técnica establecida para la generacion de miembros
enlazadores se ha descrito con detalle en muchas publicaciones,
tales como Kontermann y Dubel, ibid y en 1ia Publicaciéon
Internacional Numero WO 92/01047 A1 (McCafferty y colaboradores).

Se pueden utilizar ratones transgénicos en donde se inactiven
los genes de anticuerpos de ratén, y sean funcionalmente
reemplazados con genes de anticuerpos humanos, mientras que se
dejen intactos otros componentes del sistema inmunolégico del
ratén, para aislar los anticuerpos humanos (Mendez y colaboradores,
1997). De una manera alternativa, se puede emplear el método
descrito por Grawbajo y Melchers (Publicacion Internacional Nimero
WO 03/068819 A1), para generar linfocitos precursores de
vertebrados genéticamente modificados para la produccion de
anticuerpos heterdlogos o de proteinas de enlace. Se pueden
producir anticuerpos humanizados empleando las técnicas conocidas

en la materia, tales como aquéllas que ‘se dan a conocer, por

ejemplo, en la Publicacion Internacional Ndmero WO 91/09967 A1

(Adair y colaboradores). Ademas, la Publicacién Internacional
Numero WO 04/006955 A1 (Foote) describe métodos para humanizar
anticuerpos, basandose en la seleccién de las secuencias de
estructura de regidén variable a partir de genes de anticuerpos
humanos, mediante la comparacion de los tipos de estructura de
CDR canénica para las secuencias de CDR de la regién variable de
un anticuerpo no humano para los tipos de estructura de CDR

canénica para las CDRs correspondientes a partir de una biblioteca
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de secuencias de anticuerpos humanos, por ejemplo, ios segmentos
genéticos de anticuerpos de la linea germinal. Las regiones variables
de anticuerpos humanos que tienen tipos de estructura de CDR
candbnica similares a las CDRs no humanas, forman un subconjunto
de secuencias de anticuerpos humanos miembros a partir de las
cuales se seleccionan las secuencias de estructura humanas. Los
miembros del subconjunto se pueden clasificar adicionalmente por
similitudes de aminoacidos entre las secuencias de CDR humanas y
no humanas. En el método de la Publicacién Internacional Numero
WO 04/006955 A1 jbid, las secuencias humanas de clasificacién
superior se seleccionan para proporcionar las secuencias de
estructura para construir un anticuerpo quimérico que reemplace
funcionalmente a las secuencias de CDR humanas con las
contrapartes de CDR no humanas, utilizando las estructuras
humanas miembros del subconjunto seleccionadas, proporcionando
de esta manera un anticuerpo humanizado de una alta afinidad y una
baja inmunogenicidad, sin la necesidad de comparar las secuencias
de estructura entre los anticuerpos no humanos y humanos. También
se dan a conocer anticuerpos quiméricos hechos de acuerdo con el
método.

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo entero
pueden llevar a cabo la funcién de los antigenos de enlace. Los
ejemplos de los fragmentos de enlace son: (i) el fragmento Fab que
consiste en los dominios V|, V4, C_L y CH1; (ii) el fragmento Fd que

consiste en los dominios Vy y CH1,; (iii) el fragmento Fv que consiste
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en los dominios V_y Vy de un solo anticuerpo; (iv) el fragmento dAb
(Ward y colaboradores, 1989; McCafferty y colaboradores, 1990; Holt
y colaboradores, 2003), el cual consiste en un dominio V4 0 un
dominio V.; (v) las regiones CDR aisladas; (vi) los fragmentos
F(ab"),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
enlazados; (vii) las moléculas Fv de una sola cadena (scFv), en
donde un dominio Vg y un dominio V_ se enlazan mediante un
enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien
para formar un sitio de enlace de antigeno (E;‘ird y colaboradores,
1998; Huston y colaboradores 1988); (viii) los dimeros Fv de una
sola cadena biespecificos (Publicacién Internacional Numero WO
93/011161 A1 (Whitlow y colaboradores)), y (ix) los ‘diacuerpos’, que
son fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos
mediante fusion genética (Holliger y colaboradores, 1993, vy
Publicacién Internacional Numero WO 94/13804 A1). Fv, scFv o las
moléculas de diacuerpo, se pueden estabilizar mediante Ia
incorporacién de puentes de disulfuro que enlacen a los dominios Vy
y V. (Reiter y colaboradores, 1996). También se pueden hacer
minicuerpos, los cuales comprenden un scFv unido a un dominio Cn3
(Hu y colaboradores; 1996). Otros ejemplos de los fragmentos de
enlace son Fab', el cual difiere de los fragmentos Fab por la adicién
de unos cuantos residuos en el término carboxilo del dominio CH1 de
la cadena pesada, incluyendo una o mas cisteinas a partir de la
regiéon de articulacion del anticuerpo, y Fab' -SH, el cual es un

fragmento Fab' en donde los residuos de cisteina de los dominios

Al
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constantes llevan un grupb tiol libre. También se han descrito
moléculas de anticuerpos que contienen solamente dos CDRs
enlazadas por una regién de estructura (Qui y colaboradores, 2007).
La CDR3 a partir del dominio V4 o V_ se enlazé al ciclo de CDR1 o
CDR2 del otro dominio con el enlace a través del término C de la
CDR1 o CDR2 seleccionada, con el término N de la CDR3, por medio
de una regién de estructura.

Un anticuerpo de dominio (dAb) es un pequefio fragmento de
enlace de antigeno monomeérico de un anticuerpo, es decir, la regioén
variable de una cadena pesada o ligera de anticuerpo (Holt y
colaboradores, 2003). Los dAbs V4, se presentan naturalmente en los
camélidos (por ejemplo, camello, llama), y se pueden producir
mediante la inmunizacién de un camélido con un antigeno objetivo, el
aislamiento de las células-B especificas del antigeno, y la clonacién
directa de los genes del dAb a partir de las células-B individuales;
sin embargo, los dAbs también se pueden producir en un cultivo
celular. Un miembro enlazador de la presente invencién puede ser un
dAb que comprende un dominio V4 o V| sustancialmente como se
estipula en la presente, o un dominio V4 o V. que comprende un
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRSs)
sustancialmente como se estipulan en la presente.

Los fragmentos de anticuerpos de la invencién se pueden
obtener empezando a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a
Ab-50, mediante métodos tales como digestién mediante enzimas,

por ejemplo, pepsina o papaina y/o mediante la disociacion de los
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puentes de disulfuro mediante reducciéon quimica. De otra manera,
los fragmentos de anticuerpos comprendidos en la presente
invencién se pueden obtener mediante las técnicas de recombinacién
genética bien conocidas por la persona experta en la materia, o de
otra manera mediante sintesis de péptidos, o mediante sintesis y
expresion de acidos nucleicos.

Los fragmentos funcionales de anticuerpos de acuerdo con la
presente invencion incluyen cualquier fragmento funcional cuya vida
media sea aumentada mediante una modificacién quimica, en
especial mediante PEGilacién, o mediante su incorporacién en un
liposoma, por ejemplo.

Los anticuerpos biespecificos o bifuncionales forman una
segunda generacién de anticuerpos monoclonales, en donde se
combinan dos regiones variables diferentes en la misma molécula
(Holliger y Bohlen, 1999). Por consiguiente, un anticuerpo
biespecifico puede tener dos especificidades de enlace diferentes
codificadas por las regiones variables y, por consiguiente, se
enlazan a dos epitopos diferentes sobre los antigenos objetivo
individuales o miltiples. Su uso se ha demostrado tanto en el campo
del diagnéstico como en el campo de la terapia, a partir de su
capacidad para reclutar nuevas funciones efectoras o para dirigirse a
varias moléculas sobre la superficie de las células tumorales. Por
ejemplo, los anticuerpos se pueden armar con mecanismos
citotéxicos adicionales, tales como radioisétopos, toxinas

bacterianas, citoquinas inflamatorias, productos quimioterapéuticos,

A
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o pro-farmacos. Cuando se van a utilizar anticuerpos biespecificos,
éstos pueden ser los anticuerpos biespecificos convencionales, los
cuales se pueden elaborar en una variedad de formas (Holliger y
Winter, 1993). Los ejemplos de Ilos anticuerpos biespecificos
incluyen aquéllos de la tecnologia BiTE® (Micromet, Inc.), en donde
se pueden utilizar los dominios de enlace de dos anticuerpos con
diferente especificidad, y se pueden enlazar directamente por medio
de péptidos flexibles cortos. Esta combina dos anticuerpos sobre una
sola cadena de polipéptido corta. Los diacuerpos y scFv se pueden
construir sin una regién Fc, utilizando solamente dominios variables,
que reducen potencialmente los efectos de la reaccién anti‘-idiotipica.

Los anticuerpos biespecificos se pueden construir como fa IgG
entera, como cuadroma (fragmento de enlace de antigeno de
especificidad doble (Fab) mas Fcy), como F(ab’), biespecifico, como
Fab’PEG, como Fab heterodimérico, como diacuerpos, o como scFv
biespecifico o heterodimérico (revisado en Kufer y colaboradores,
2004). Ademas, dos anticuerpos biespecificos se pueden enlazar
empleando los métodos de rutina conocidos en la técnica para formar
anticuerpos tetravalentes. Los diacuerpos biespecificos,
opuestamente a los anticuerpos enteros biespecificos, también
pueden ser particularmente Gtiles debido a que se pueden construir y
expresar facilmente en E.coli.

El trabajo reciente sobre los anticuerpos multi-especificos ha
conducido al desarrollo de mezclas de anticuerpos, en donde se

producen de tres a cinco anticuerpos recombinantes monoclonales

:}O



10

15

20

25

65

humanos mediante una sola célu'la clonal. Los anticuerpos
componentes comparten la misma region variable de cadena ligera
de inmunoglobulina para asegurar que todos los sitios de enlace
asociados con las especies de anticuerpos en la mezcla sean
funcionales., (OligoclonicsM®; Merus Biopharmaceuticals BV;
Publicacion Internacional Numero WO 04/106375 A1). Los
anticuerpos componentes pueden comprender diferentes formatos,
tales como IgG entera o fragmentos Fab, o mezclas de tanto la
inmunoglobulina de longitud completa como los fragmentos de los
anticuerpos. Los anticuerpos componentes se seleccionan por tener
actividades biolégicas superiores, tales como una mayor potencia en
la neutralizacién del virus, una mejor neutralizacién y remocidén de
citoquinas y quimiocinas, una mejor aniquilacién y prevencién de
escape de las células tumorales, y una mayor amplitud de la
proteccion viral.

Hay diferentes métodos disponibles en este campo para
obtener anticuerpos contra el citomegalovirus humano (hCMV). Los
anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, en especial de
origen humano, los cuales se pueden obtener de acuerdo con los
métodos convencionales bien conocidos por la persona experta en la
materia. En general, para la preparacién de los anticuerpos
monoclonales o de sus fragmentos funcionales, en especial de origen
de murino, es posible referirse a las técnicas que se describen en
particular en el manual ‘Antibodies’ (Harlow y Lane, 1988), o a la

técnica de preparacién a partir de hibridomas, como es descrito por

pl
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Kohler y Milstein, 1975.

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener, por ejemplo,
a partir de las células-B de un animal o humano inmunizado contra el
citomegalovirus humano (hCMV), o uno de sus fragmentos, por
ejemplo, gB, que contenga el epitopo reconocido por estos
anticuerpos monoclonales. Los fragmentos y péptidos o polipéptidos
adecuados que los comprenden se describen en la presente, y se
pueden utilizar para inmunizar a los animales para generar
anticuerpos contra el citomegalovirus humano (hCMV). EI
citomegalovirus humano (hCMV), o uno de sus fragmentos, se puede
producir de acuerdo con los métodos de procesamiento usuales,
mediante recombinacién genética, empezando con una secuencia de
acido nucleico contenida en la secuencia de ADNc que codifique
para el citomegalovirus humano (hCMV) o el fragmento del mismo,
y/o mediante sintesis de péptidos, empezando a partir de una
secuencia de aminoacidos comprendida en la secuencia peptidica del
citomegalovirus humano (hCMV) y/o el fragmento del mismo.

Los anticuerpos monoclonales, por ejemplo, se pueden
purificar en una columna de afinidad sobre la cual se haya
inmovilizado previamente la proteina del citomegalovirus humano
(hCMV) o una de sus proteinas componentes que contenga el
epitopo reconocido por estos anticuerpos monoclonales. De una
manera mas particular, los anticuerpos monoclonales se pueden
purificar mediante cromatografia sobre proteina A y/o G, seguida o

no seguida por cromatografia de intercambio de iones con el objetivo
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de eliminar los contaminantes de proteina residuales, asi como el
ADN y el LPS, por si mismos, seguida o no seguida por
cromatografia de exclusién sobre gel Sepharose, con el objeto de
eliminar los aglomerados potenciales debidos a la presencia de
dimeros o de otros multimeros. Se puede e'mplear cualquiera de
estas técnicas de una manera simultanea o sucesivamente.

Sitio de enlace de antigeno

Esto describe la parte de una molécula que se enlaza a, y es
complementaria para, todo o parte del antigeno objetivo. En una
molécula de anticuerpo, ésta es referida como el sitio de enlace de
antigeno del anticuerpo, y comprende la parte del anticuerpo que se
enlaza a, y es complementaria para, todo o parte del antigeno
objetivo. Cuando un antigeno es grande, un anticuerpo solamente se
puede enlazar a una parte particular del antigeno, cuya parte se
denomina como u-n epitopo. Un sitio de enlace de antigeno del
anticuerpo puede ser proporcionado por uno o m.és dominios
variables de anticuerpo. Un sitio de enlace de antigeno del
anticuerpo puede comprender una region variable de cadena ligera
del anticuerpo (V.), y una region variable de cadena pesada del
anticuerpo (Vy).

Un sitio de enlace de antigeno se puede disefiar en una region
de una molécula de anticuerpo separada de la localizacién natural de
las regiones determinantes de complementariedad, por ejemplo, en
una regién de estructura de un dominio V4 o V., 0 en un dominio

constante de anticuerpo, por ejemplo, pero no limitandose a, CH1 y/o

p3;
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Ch3. Un sitio de enlace de antigeno disefiado en una region
estructural puede ser adicional a, o en lugar de, un sitio de enlace de
antigeno formado por los conjuntos de las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de un dominio Vy y V.. Cuando estan
presentes multiples sitios de enlace de antigeno en una molécula de
anticuerpo, se pueden enlazar al mismo dominio antigénico sobre el
citomegalovirus humano (hCMV), por ejemplo, aumentando de esta
manera la valencia del miembro enlazador, e incrementando por lo
mismo su avidez. De una manera alternativa, se pueden enlazar
multiples sitios de enlace de antigeno a diferentes antigenos sobre el
citomegalovirus humano (hCMV) y/o uno o mas antigenos diferentes,
y esto se puede utilizar para agregar funciones efectoras, prolongar
la vida media, o mejorar el suministro in vivo de la molécula de
anticuerpo.
Aislados

Esto se refiere al estado en donde los miembros enlazadores
de la invencion, o el acido nucleico que codifica tales miembros
enlazadores, estaran generalmente de acuerdo con la presente
invencion. Por consiguiente, los miembros enlazadores, los dominios
Vu y/o Vi, y las moléculas de acidos nucleicos codificantes y los
vectores de acuerdo con la presente invencién, se pueden
proporcionar aislados y/o purificados, por ejemplo, a partir de su
medio ambiente natural, en una forma sustancialmente pura u
homogénea, o, en el caso del acido nucleico, libre o sustancialmente

libre del acido nucleico o de los genes de origen diferente de la

U
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secuencia que codifique un polipéptido con la funcién requerida. Los
miembros aislados y el acido nucleico aislado estaran libres o
sustancialmente libres del material con el que estén asociados
naturalmente, tales como ;)tros polipéptidos o acidos nucleicos con
los que se encuentren en su medio ambiente natural, o en el medio
ambiente en donde se preparen (por ejemplo, cultivo celular), cuando
esta preparacion sea mediante la tecnologia de ADN recombinante
practicada in vitro o in vivo. Los miembros y el acido nucleico se
pueden formular con diluyentes o adyuvantes, y todavia, para
propésitos practicos, se pueden aislar -, por ejemplo, los miembros
normaimente se mezclaran con gelatina o con otros vehiculos si se
utilizan para recubrir las placas de microtitulacion para utilizarse en
los inmunoensayos, o se mezclaran con vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables cuando se utilicen en diagndstico o
terapia. Los miembros enlazadores se pueden glicosilar, ya sea
naturalmente o bien mediante los sistemas de células eucariéticas
heterélogas (por ejempl'o, células CHO o NSO0), o pueden no ser
glicosilados, si, por ejemplo, son producidos mediante la expresion
en una célula procariética.

Las preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas de
anticuerpos anti-hCMV también forman parte de la invencién. Por
ejemplo, estas preparaciones pueden ser las mezclas de anticuerpos
con cadenas pesadas de longitud completa y cadenas pesadas que
carezcan de la lisina C-terminal, con diferentes grados de

glicosilacién y/o con aminoacidos derivados, tal como la ciclacién de
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un acido glutdamico N-terminal para formar un residuo de acido
piroglutamico.

Como se utiliza en la presente, la frase ‘sustancialmente como
se estipula’ se refiere a que las caracteristicas de las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) relevantes del dominio
Vy o V. de los miembros enlazadores descritos en la presente, seran
ya sea idénticas o bien altamente similares a las regiones
especificadas de las que se estipula la secuencia en la presente.
Como se describe en la presente, la frase ‘altamente similar’ con
respecto a las regiones especificadas de uno o mas dominios
variables, se contempla que se pueden hacer de 1 a
aproximadamente 5, por ejemplo, de 1 a 4, incluyendo de 1 a 3, o 1,
2, 3 6 4, sustituciones de aminoacidos en la regién determinante de
complementariedad (CDR) y/o en el dominio V4 o V,.

Breve Descripcién de las Figuras

Figura 1. Esta Figura muestra un panorama esquematico de
la proteina gB (cepa AD169; SEQ iID No: 239), que indica la
localizacién de los dominios antigénicos conocidos AD-1, AD-2 y AD-
3 (Ohlin y colaboradores, 1993; Wagner y colaboradores, 1992). Hay
un sitio de disociacién en el aminoacido 460 y un enlace de disulfuro
que enlaza las dos fracciones entre si, como se indica mediante los
paréntesis. Sefial: secuencia de sefial (aminoacidos 1-22), TM:
dominio transmembrana (aminoacidos 751-771).

Figura 2. Esta Figura muestra el enriquecimiento de células-B

de memoria especificas de gB mediante seleccion de células
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activada por fluorescencia de preparacién (FACS). Con el objeto de
aislar las células-B de memoria positivas para IgG especificas de gB,
las células-B enriquecidas en MACS anti-CD20 (MACS = seleccioén
de celulas activada magnéticamente) se tifieron con los siguientes
anticuerpos: a. CD19 anti-humano (marcador de células-B); b. CD27
anti-humano (marcador de células-B de memoria); c. I1gG anti-
humano. Adicionalmente, las células-B se incubaron con wuna
glicoproteina B recombinante marcada con un tinte fluorescente. Las
células-B reactivas con CD19+/CD27+/IgG+/gB+ se seleccionaron
sobre células alimentadoras irradiadas, y se establecieron las lineas
celulares productoras de anticuerpos, como se describe en el
Ejemplo 1.

Figura 3. Arquitectura del dominio de gB del citomegalovirus
humano (hCMV). Las regiones que representan los dominios
individuales se exhiben en diferentes sombras, y se dan los nimeros
de los residuos de partida. Los paréntesis indican los enlaces de
disulfuro. Sefal: secuencia de sefial, TM: dominio transmembrana.

Figuras 4a y 4b. ELISA de competicién entre los anticuerpos
anti-hCMV y el Ab-50. La Figura 4a muestra el Ab-50 en Ia
competicion con los anticuerpos Ab-47, Ab-48, Ab-49 y C23
(anticuerpo de control especifico de gB). Se observa la competicion
para enlazarse a la proteina gB para Ab-50 contra Ab-47 y Ab-49,
pero no para Ab-48 (o el anticuerpo de control C23). La Figura 4b
muestra Ab-50 en la competicién con los anticuerpos ITC52, ITC88,

89-104 y 89-109. No se observa competicion por el enlace entre Ab-

7
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50 y cualquiera de estos anticuerpos probados. La linea de rayas a
través de la parte superior de las graficas 4a y 4b indica el Ab-50 en
una concentraciéon de 0.5 nanogramos/pozo.

Figura 5. Titulaciones de anticuerpos en sueros humanos
contra gB y fragmentos de gB. Se analizaron ochenta sueros
aleatoriamente seleccionados a partir de los individuos seropositivos
para el citomegalovirus humano (hCMV) en un ELISA para
determinar la reactividad contra la gB recombinante y los dominios
antigénicos 1 (AD-1), 2 (AD-2), 4 (AD-4/Dom Il), y 5 (AD-5/Dom |). La
linea horizontal representa el corte para los antigenos individuales.

Figura 6. Esta Figura muestra la correlacién entre |Ia
titulacion de anticuerpos contra las diferentes regiones antigénicas
(como se mide mediante ELISA), y la titulacion de neutralizacién del.
r: coeficiente de correlaciéon de rangos de Spearman.

Figuras 7a y 7b. Especificidad y capacidad de neutralizacién
de los anticuerpos policlonales anti-AD-4 de afinidad purificada.

Figura 7a) Las placas ELISA se recubrieron con gB, AD-1, AD-
2 y AD-4, respectivamente, y se probaron con diferentes anticuerpos.
E3: fraccién de IgG de afinidad purificada; Pre: reserva de suero
antes de la purificacion de afinidad; Post: reserva de suero después
de la purificacion de afinidad; C23: anticuerpo monoclonal especifico
de AD-2 humano; 89-104: anticuerpo monoclonal especifico anti-AD-
1, anti-GST: anticuerpo monoclonal de murino especifico para GST.

Figura 7b) Ensayo de neutralizaciéon utilizando la reserva de

suero, el anticuerpo monoclonal humano C23, y la fracciéon de IgG

W
24
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especifica de AD-4 de afinidad purificada (E3).

Figura 8. Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos
de AD-4 y proteinas mutantes. La secuencia de aminoacidos de AD-
4, como se utiliza para la expresién en células de mamifero, se
muestra en la pista superior. Los residuos que se intercambiaron a
alanina se indican en las pistas A-Q. Las lineas de rayas indican la
identidad con la secuencia de tipo silvestre.

Figuras 9a y 9b. Reconocimiento de AD-4 y las proteinas
mutantes de AD-4 mediante los anticuerpos monoclonales humanos
(Ab-28, Ab-11, Ab-14), y la IgG de a.finidad purificada a partir de los
donantes seropositivos para el citomegalovirus humano (hCMV).

Las placas ELISA se recubrieron con las proteinas de fusiéon
AD-4 indicadas, y se utilizaron para analizar el enlace de los
anticuerpos monoclonales humanos (Ab-28, Ab-11, Ab-14; Figura 9a)
o la fracciéon de IgG de afinidad purificada (E3; Figura 9b). Se utilizé
un anticuerpo anti-GST para controlar la eficiencia del recubrimiento
de los antigenos.

Figura 10. Reconocimiento de los mutantes de AD-4 por parte
de los sueros humanos. El panel de sueros (80 muestras) se probé
en un ELISA contra las proteinas de fusién de GST que contenian
AD-4 o los péptidos mutantes AD-4G = (K378K379), AD-4H
(Q380E381), AD-4E (E359D362), AD-41 (N383S385), y AD-4L
(N405T406), respectivamente. Para cada suero, se calculd una
proporcién entre el valor OD mas alto y mas bajo, y se graficé como

las veces de diferencia. La linea punteada representa la diferencia
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promedio de todas las muestras de suero.

Figura 11. Esta Figura muestra los resultados de un ELISA de
captura que determina el reconocimiento por el anticuerpo de los
dominios y subdominios antigénicos de la proteina gB. Las células
293T se transfectaron con Control (pcUL132SigHA), AD-4 + AD-5,
Subdominio 1 de AD-5

(AD-5-S1) o Subdominio 2 de AD-5 (AD-5-52). Se utilizaron los
anticuerpos Ab-47 a Ab-50 para la detecciéon. Los resultados se
detectaron mediante inmunofiuorescencia indirecta.

Figura 12. Ensayo de neutralizacion competitivo con el
anticuerpo neutralizante Ab-28 y diferentes sueros humanos.

Los datos del lado izquierdo de la grafica representan
triplicados de diferentes sueros positivos para el citomegalovirus
humano (hCMV) y sueros negativos para el citomegalovirus humano
(hCMV) (sobre el eje-x) aplicados en una concentracién constante
alrededor de su actividad neutralizante del 50 por ciento. Las curvas
sobre el lado derecho de la grafica representan una combinacién del
Ab-28 titulado con los sueros positivos para hCMV o los sueros
negativos para hCMV agregados en una concentracién constante
idéntica a la concentraciéon representada por los datos del lado
izquierdo del diagrama. Todas las curvas reflejan la concentracién de
IgG del Ab-28 solo sin agregar la concentracion de IgG constante de
los sLleros. Todas las muestras se analizaron por triplicado. Leyenda:
® concentracion constante de suero negativo para hCMV;

A concentracion constante de suero positivo para hCMV;
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B concentracion constante de Intratec®; O Ab-28 titulado con una
concentracion constante de suero negativo para hCMV; VvV Ab-28
titulado con una concentracién constante de suero positivo para
hCMV; O Ab-28 titulado con una concentracién constante de Intratec;
<& Ab-28 titulado solo.

Figura 13. Ensayo posterior a la adsorcién con Ab-02, Ab-04 y
Ab-28.

El virus de citomegalovirus humano (hCMV) se dejé adsorber
pero no penetrar en los fibroblastos de prepucio humano durante 1
hora a 4°C, y entonces se agregaron los anticuerpos Ab-02, Ab-04 o
Ab-28, y se dejaron incubar durante un periodo de cualquiera de 30,
80 6 120 minutos a 4°C. Se llevaron a cabo diluciones en serie a 1:2

a partir de 150 a 5 microgramos/mililitro para cada anticuerpo por

triplicado. Se utilizé C23 (anticuerpo especifico de AD-2) como un:

anticuerpo de control para la inhibiciéon de la penetracién del virus en
las células. El eje-x muestra la concentracién de 1gG (microgramos/
mililitro), y el eje-y muestra el porcentaje de neutralizacién. Leyenda:
® periodo de incubacién de 30 minutos; M periodo de incubacién de
80 minutos; A periodo de incubacion de 120 minutos.

Figura 14. Ensayo de neutralizacion competitivo representativo
entre los anticuerpos especificos de AD-1y AD-2 y Ab-28.

Como se muestra en las Figuras 12a y 12b, ITC52 (un
anticuerpo especifico de AD-1) o ITC88 (un anticuerpo especifico de
AD-2) se titularon en ausencia (®) o en la presencia (H) de Ab-28,

respectivamente. El Ab-28 se agregd al anticuerpo titulado en una
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concentracion constante de 0.5 microgramos/mililitro (A). La Figura
12c muestra el ITC52 titulado en ausencia (®) o en la presencia ()
del ITC88, el cual se agregdé al anticuerpo titulado en una
concentracién constante de 3 microgramos/mililitro (4A). Todos los
resultados representan el analisis por triplicado.

Figura 15. Ensayo de neutralizacién competitivo entre los
anticuerpos especificos para AD-4 y AD-5.

Para este ensayo, se utilizaron un anticuerpo especifico de AD-
4 (Dom I|l) representativo (Ab-28), y dos anticuerpos especificos de
AD-5 (Dom |) representativos (Ab-49 y Ab-50). El eje-x muestra la
concentraciéon de 1gG (microgramos/mililitro), y el eje-y muestra el
porcentaje de neutralizacién. Leyenda: ® anticuerpo AD-5 (Ab-49 o
Ab-50) solo; A anticuerpo AD-4 solo; W anticuerpos AD-5 y AD-4
mezclados. La concentraciéon inicial de la mezcla fue de 3
microgramos/mililitro, debido a que se aplicaron 1.5 microgramos/
mililitro de cada anticuerpo en el primer pozo.

Descripcién Detallada de la Invencién

Como se observa anteriormente, un miembro enlazador de
acuerdo con la presente invencion modula y puede neutralizar una
actividad biolégica del citomegalovirus humano (hCMV). A una alta
potencia, el miembro enlazador se puede obtener directamente a
partir de un rastreo inicial, por ejemplo, un ensayo bioldgico de
neutralizacién del citomegalovirus humano (hCMV). Los ensayos vy
las potencias se describen con mayor detalle en cualquier otra parte

de la presente.
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La transformacién del Virus de Epstein-Barr (EBV) es un
método confiable para inmortalizar las células de mamifero, y se han
desarrollado numerosos protocolos de transformacién de EBV (Rosen
y célaboradores, 1977; Steinitz y colaboradores, 1977; Steinitz y
colaboradores, 1980; Kozbor y Roder, 1981; Lundgren vy
colaboradores, 1983; Rosen y colaboradores, 1983; Steinitz vy
colaboradores, 1984; Lanzavecchia, 1985; Bernasconi y
colaboradores, 2002; Jung y colaboradores, 2002; Traggiai y
colaboradores, 2004). La técnica se utiliza con mayor frecuencia
para obtener lineas celulares a partir de linfocitos humanos que
sirven como una fuente permanente para el aislamiento del ADN y de
la proteina, y han encontrado un uso ampliamente extendido en los
estudios clinicos como el método principal para generar una fuente
permanente de ADN del paciente para la genotipificacion. EBV es un
virus de Herpes, y su genoma consiste en un ADN lineal de doble
cadena de 172 kb, el cual se ha secuenciado completamente. La
biologia molecular y la patogénesis del EBV se estudian
extensamente, y se conocen las funciones de muchos genes de
células huésped y EBV cruciales en la patogénesis. EBV infecta
solamente a ciertas células epiteliales de mamifero y a los linfocitos-
B. /n vitro, EBV inmortaliza las células-B mediante la activacion de
un numero de genes reguladores del ciclo celular, asi como de los
genes especificos de células-B, incluyendo 'los genes de
inmunoglobulina. Entonces se pueden seleccionar los clones en

crecimiento que secreten los anticuerpos especificos para el analisis.

X5
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Entonces se pueden clonar los anticuerpos de interés, y se puede
determinar su secuencia mediante los métodos convencionales.

Un dominio variable de anticuerpo Vy con la secuencia de
aminoacidos del miembro enlazador seleccionado mencionado, se
puede proporcionar en una forma aislada, asi como un miembro
enlazador que comprenda ese dominio V.

La capacidad para enlazarse al citomegalovirus humano
(hCMV) se puede probar adicionalmente, y también la capacidad
para competir con, por ejemplo, cualquier molécula de anticuerpo de
Ab-01 a Ab-50 de la presente invencion (por ejemplo, en el formato
scFv y/o en el formato 1gG, por ejemplo, 1gG,), para enlazarse al
citomegalovirus humano (hCMV). La capacidad para neutralizar el
citomegalovirus humano (hCMV) se puede probar como se discute
adicionalmente en cualquier otra parte de la presente.

La afinidad de enlace y la potencia de neutralizacién de
diferentes miembros enlazadores se puede comparar bajo las
condiciones apropiadas.

Las variantes de los dominios V4 y V. y las CDRs de la
presente invencién, incluyendo aquéllas para las cuales se estipulan
las secuencias de aminoacidos en la presente, y las cuales se
pueden emplear en los miembros enlazadores de la invencién, se
pueden obtener por medio de los métodos de alteracién o mutacién
de secuencias y rastreo de los miembros enlazadores de antigeno
con las caracteristicas deseadas. Los ejemplos de las caracteristicas

deseadas incluyen, pero no se limitan a:
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. Aumento de la afinidad de enlace por el antigeno en
relacién con los anticuerpos conocidos que son especificos para el
antigeno.

. Aumento en la neutralizacién de la actividad de un
antigeno en relacion con los anticuerpos conocidos que son
especificos para el antigeno, si se conoce la actividad.

. Capacidad competitiva especificada con un anticuerpo o
ligando conocido para el antigeno en una proporcién molar
especifica.

. Capacidad para inmunoprecipitar el complejo.

. Capacidad para enlazarse a un epitopo especificado, tal
como un epitopo lineal, por ejemplo, utilizando péptidos rastreados
en la conformacién lineal y/o limitada, o el epitopo conformacional
formado por residuos no continuos.

. Capacidad para modular una nueva actividad bioldgica
del citomegalovirus humano (hCMV), o una molécula corriente abajo.
Estos métodos también se proporcionan en la presente.

Un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo compuesto de un
dominio Vy y un dominio V_ tipicamente esta formado por seis ciclos
de polipeptido: tres a partir del dominio variable de cadena ligera
(VL), y tres a partir del dominio variable de cadena pesada (Vy). El
analisis de los anticuerpos de estructura atdémica conocida ha
elucidado las relaciones entre la secuencia y la estructura
tridimensional de los sitios de combinacién del anticuerpo. Estas

relaciones implican que, excepto por la tercera regién (ciclo en los
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dominios Vy, los ciclos del sitio de enlace tienen una de un pequefo
nl]n\nero de conformaciones de la cadena principal o estructuras
canédénicas. Se ha demostrado que la estructura canénica formada en
un ciclo particular es determinada por su tamafio y por la presencia
de ciertos residuos en los sitios clave, tanto en el ciclo como en las
regiones de estructura (Chotia y colaboradores, 1992; Al-Lazikani y
colaboradores, 1997).

Este estudio de relacién de secuencia-estructura se puede
utilizar para la prediccién de los residuos en un anticuerpo de una
secuencia conocida, pero de una estructura tridimensional
desconocida, que son importantes en el mantenimiento de la
estructura tridimensional de sus ciclos de CDR y, por consiguiente,
para mantener la especificidad de enlace. En un planteamiento
estructural, se puede crear un modelo de la molécula de anticuerpo
(Chotia y colaboradores, 1986) utilizando cualquier paquete
libremente disponible o comercial, tal como WAM (Whitelegg y Rees,
2000). Entonces se puede utilizar un paquete de software de
visualizacidon y analisis de proteinas, tal como Insight Il (Accelrys,
Inc.) o Deep View (Guex y Peitsch, 1997) para evaluar las posibles
sustituciones en cada posicion de la CDR. Esta informacién se puede
utilizar entonces para hacer sustituciones que tengan la probabilidad
de tener un efecto minimo o benéfico sobre la actividad.

Las técnicas requeridas para hacer sustituciones dentro de las
secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de

complementariedad (CDRs), los dominios de anticuerpo Vy o V., y

kb
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los miembros enlazadores, estan disponibles en términos generales
en este campo. Las secuencias variantes se pueden hacer con
sustituciones que pueden o no ser predichas para tener un efecto
minimo o benéfico sobre la actividad, y se pueden probar para
determinar su capacidad para enlazarse y/o para neutralizar el
citomegalovirus humano (hCMV) y/o para determinar cualquier otra
propiedad deseada.

Las variantes de secuencia de aminoacidos de dominio variable
de cualquiera de los dominios Vy y V. cuyas secuencias se dan a
conocer especificamente en la presente, se pueden emplear de
acuerdo con la presente invencion, como se discute.

Un aspecto adicional de la invenciéon es una molécula de
anticvuerpo que comprende un dominio Vy que tiene cuando menos el
60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 6 99 por ciento de identidad de secuencia
de aminoacidos con un dominio Vy de cualquiera de los anticuerpos
Ab-01 a Ab-50 mostrados en el listado de secuencias adjunto, y/o
que comprende un dominio V. que tiene cuando menos el 60, 70, 80,
85, 90, 95, 98 &6 99 por ciento de identidad de secuencia de
aminoacidos con un dominio V_ de cualquiera de los anticuerpos Ab-
01 a Ab-50 mostrados en el listado de secuencias adjunto. Los
algoritmos que se pueden utilizar para calcular el porcentaje de
identidad de dos secuencias de aminoacidos incluyen, por ejemplo,
BLAST (Altschul y colaboradores, 1990), FASTA (Pearson y Lipman,
1988), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman, 1981),

por ejemplo, empleando los parametros por omisiéon. Las variantes

17
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particulares pueden incluir una o mas alteraciones de las secuencias
de aminoacidos (adicién, supresion, sustitucién y/o insercién de un
residuo de aminoacido).

Se pueden hacer alteraciones en una o mas regiones de
estructura y/o en wuna o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs). Las alteraciones nofmalmente no dan
como resultado una pérdida de funcién, de modo que un miembro
enlazador que comprenda una secuencia de aminoacidos alterada de
esta manera, puede conservar la capacidad para enlazarse a, y/o
para neutralizar, el | citomegalovirus humano (hCMV). Puede
conservar la misma capacidad de enlace cuantitativo y/o
neutralizante que un miembro enlazador en el que no se haga la
alteracion, por ejemplo, como se mide en un ensayo descrito en la
presente. EI miembro enlazador que comprende una secuencia de
aminoacidos alterada de esta manera, puede tener una mayor
capacidad para enlazarse a, y/o para neutralizar, la infectividad del
citomegalovirus humano (hCMV).

La alteracién' puede comprender el reemplazo de uno o mas
residuos de aminoacidos con un aminoacido que no se presente
naturalmente o no estandar, la modificacién de uno o mas residuos
de aminoacidos en una forma que no se presente naturalmente o no
estandar, o la insercién de uno o mas aminoacidos que no se
presenten naturalmente o no estandares en la secuencia. Los
ejemplos de los numeros y localizaciones de las alteraciones en las

secuencias de la invencién se describen en cualquier otra parte de la
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presente. Los aminoacidos qué se presentan naturalmente incluyen
los 20 L-aminoacidos ‘estandares’ identificados como G, A, V, L, I,
M, P, F, W, §, T, N, Q, Y, C, K, R, H,L D, E por sus coédigos
convencionales de una sola letra. Los aminoacidos no estandares
incluyen cualquier otro residuo que se pueda incorporar en una
estructura base de polipéptido, o que pueda resultar a partir de Ia
modificacion de un residuo de aminoacido existente. Los
aminoacidos no estandares se pueden presentar naturalmente o
pueden no presentarse naturalmente. En la materia se conocen
varios aminoacidos no estandares que se presentan naturalmente,
tales como 4-hidroxi-prolina, 5-hidroxi-lisina, 3-metil-histidina, N-
acetil-serina (Voet y Voet, 2004). Estos residuos de aminoacidos que
se derivan en su posicion N-alfa solamente se localizaran en el
término N de una secuencia de aminoacidos. Normalmente en la
presente invenciéon, un aminoacido es un L-aminoacido, pero puede
ser un D-aminoacido. La alteracién, por consiguiente, puede
comprender la modificacion de un L-aminoacido en, o su reemplazo
con, un D-aminoacido. También se conocen las formas de
aminoacidos metiladas, acetiladas y/o fosforiladas, y los aminoécidos
de la presente invencion se pueden someter a esa modificacién.

Las secuencias de aminoacidos en los dominios de anticuerpos
y los miembros enlazadores de la invencién, pueden comprender los
aminoacidos no naturales o no estandares descritos anteriormente.
Los aminoacidos no estandares (por ejemplo, los D-aminoacidos) se

pueden incorporar en una secuencia de aminoacidos durante la
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sintesis, o mediante l|la modificacion o el reemplazo de los
aminoacidos estandares ‘originales’ después de la sintesis de la
secuencia de aminoacidos.

El uso de aminoacidos no estandares y/o que no se presentan
naturalmente aumenta la diversidad estructural y funcional y, por
consiguiente, puede incrementar el potencial para lograr Ilas
propiedades deseadas de enlace y neutralizantes del citomegalovirus
humano (hCMV) en un miembro enlazador de la invencién.
Adicionalmente, se ha demostrado que los D-aminoacidos y sus
analogos tienen diferentes perfiles farmacocinéticos, comparandose
con los L-aminoacidos estandares, debido a la degradacién de los
polipéptidos in vivo que tienen los L-aminoacidos después dé su
administraciéon a un animal, por ejemplo, a un ser humano,
significando que los D-aminoacidos son convenientes para algunas
aplicaciones in vivo.

Las regiones V4 o V| novedosas, portadoras de las secuencias
derivadas de CDR de la invenciéon, se pueden generar utilizando
mutagénesis aleatoria de uno o méas genes Vy y/o V_ seleccionados
para generar mutaciones dentro del dominio variable entero. Esta
técnica es descrita por Gram y colaboradores (1992), quienes
utilizaron la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) susceptible
a error. En algunas modalidades, se hacen una o dos sustituciones
de aminoacidos dentro de un dominio variable entero o en el
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs).

Otro método que se puede utilizar es dirigir la mutagénesis hacia las
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regiones CDR de los genes Vy o V. (Barbas y colaboradores, 1994;
Schier y colaboradores, 1996).

Todas las técnicas anteriormente descritas son conocidas como
tales en este campo, y la persona experta podra utilizar estas
técnicas para proporcionar los miembros enlazadores de la invencién
utilizando la metodologia de rutina en la materia.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método
para obtener un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo para el
citomegalovirus humano (hCMV), comprendiendo el método
proporcionar, por medio de la adicion, supresion, sustitucion o
insercion de uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
de un dominio Vy estipulado en la presente, un dominio V4 que sea
una variante de la secuencia de aminoacidos del dominio Vj,
opcionalmente combinar el dominio Vy proporcionado de esta
manera, con uno o mas dominios V, y probar el dominio V4 o la
combinacién o combinaciones de Vy/V(, para identificar un miembro
enlazador o un sitio de enlace de antigeno del anticuerpo para el
citomegalovirus humano (hCMV), vy opdionalmente con una o mas
propiedades deseadas, por ejerﬁplo, la capacidad para neutralizar la
actividad del citomegalovirus humano (hCMV). ElI dominio V_
mencionado puede tener una secuencia de aminoacidos que sea
sustancialmente como se estipula en la presente. Se puede emplear
un método analogo, en donde se combinan una o mas variantes de
secuencia de un dominio V_ que se da a conocer en la presente, con

uno o mas dominios V4. Como se observa anteriormente, una
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secuencia de aminoacidos de la regién deter;ninante de
complementariedad (CDR) sustancialmente como se estipula en la
presente, puede ser llevada como una regidon determinante de
complementariedad (CDR) en un dominio variable de anticuerpo
humano o en una porciéon sustancial del mismo. Las secuencias de
HCDR3 sustancialmente como se estipulan en la presente,
representan modalidades de la presente invencioén, y cada una de las
mismas puede ser llevada como una HCDR3 en un dominio variable
de cadena pesada humano, o en uné porcién sustancial del mismo.
Los dominios variables empleados en la invencién se pueden
obtener o derivar a partir de cualquier dominio variable humano de la
linea germinal o reconfigurado, o pueden ser un dominio variable
sintético basado en las secuencias en consenso o reales de los
dominios variables humanos conocidos. Un dominio variable se
puede derivar a partir de un anticuerpo no humano. Una secuencia
de una regiéon determinante de complementariedad (CDR) de la
invenciéon (por ejemplo, CDR3) se puede introducir en un repertorio
de dominios variables que carezcan de una regidén determinante de
complementariedad (CDR) (por ejemplb, CDR3), utilizando la
tecnologia de ADN recombinante. Por ejemplo, Marks vy
colaboradores (1992) describen Jlos métodos para producir
repertorios de dominios variables de anticuerpos, en donde se
utilizan cebadores en consenso dirigidos hacia, o adyacentes a, el
extremo §' del area del dominio variable, en conjunto con cebadores

en consenso para la tercera region de estructura de los genes Vy
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humanos, con el fin de proporcionar un repertorio de dominios
variables V4 que carezcan de una CDR3. Marks y colaboradores,
describen ademas la manera en que se puede combinar este
repertorio con una CDR3 de un anticuerpo particular. Utilizando
técnicas analogas, las secuencias derivadas de CDR3 de la presente
invenciéon se pueden mezclar con los repertorios de los dominios Vy
o V. que carezcan de una CDR3, y los dominios V4 0 V. mezclados
completos se pueden combinar con un dominio V. o V4 cognado,
para proporcionar los miembros enlazadores de la invencion. El
repertorio se puede exhibir entonces en un sistema huésped
adecuqdo, tal como en un sistema de exhibiciéon de fago, exhibicion
en levadura, exhibicién bacteriana, exhibicién en T7, exhibicién viral,
exhibicion celular, exhibicién en ribosoma, o exhibicién covalente.

De una manera similar, una o mas, o las tres regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) se pueden injertar en
un repertorio de dominios Vy o V., los cuales entonces se rastrean
para determinar un miembro enlazador o miembros enlazadores para
el citomegalovirus humano (hCMV).

Por ejemplo, se pueden emplear una o mas de las HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 6 conjunto de HCDRs de los anticuerpos Ab-01 a
Ab-50, y/o se pueden emplear una o mas de las LCDR1, LCDR2 y
LCDR3 6 conjunto de LCDRs de los anticuerpos Ab-01 a Ab-50. De
una manera similar, se pueden emplear otros dominios Vy y V.,
conjuntos de regiones determinantes de complementariedad (CDRSs),

y conjuntos de HCDRs y/o conjuntos de LCDRs que se dan a conocer
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en la presente.

Una porciéon sustancial de un dominio variable de
inmunoglobulina puede comprender cuando menos las tres regiones
CDR, junto con sus regiones de estructura interventoras. La porcion
también puede incluir cuando menos aproximadamente el 50 por
ciento de cualquiera de, o de tant‘o la primera como la cuarta,
regiones de estructura, en donde el 50 por ciento es el 50 por ciento
C-terminal de la primera region de estructura, y el 50 por ciento N-
terminal de la cuarta region de estructura. Los residuos adicionales
en el extremo N-terminal o C-terminal de la parte sustancial del
dominio variable pueden ser aquéllos que normalmente no estan
asociados con las regiones de dominio variable que se presentan
naturalmente. Por ejemplo, la construccién de los miembros
enlazadores de la presente invencién hecha mediante técnicas de
ADN recombinante, puede dar como resultado la introduccidén de los
residuos N- o C-terminales codificados por los enlazadores
introducidos con el objeto de facilitar la clonacién u otros pasos de
manipulacién.

Otros pasos de manipulacion incluyen la introduccion de
enlazadores para unir los dominios variables de la invenciéon con
otras secuencias de proteinas, incluyendo las regiones constantes de
anticuerpos, otros dominios variables o marcas detectables/
funcionales, como se discute con mayor detalle en cualquier otra
parte de la presente.

Aunque en algunos aspectos de la invencién, los miembros
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enlazadores comprenden un par de dominios Vy y V, los dominios
de enlace individuales basados en cualquiera de las secuencias del
dominio Vy o V|, forman otros aspectos de la invencién. Se sabe que
los dominios de inmunoglobulina individuales, en especial los
dominios Vy, son capaces de enlazarse a los antigenos objetivo de
una manera especifica. En el caso de cualquiera de los dominios de
enlace individuales, estos dominios se pueden utilizar para rastrear
los dominios complementarios capaces de formar un miembro
enlazador de dos dominios capaz de enlazarse al citomegalovirus
humano (hCMV). Esto se puede lograr mediante los métodos de
rastreo de exhibicién de fagos, utilizando el denominado como
planteamiento de combinacion doble jerarquica, como se da a
conocer en la Publicacion Internacional Numero W092/01047
(McCafferty y colaboradores), y en Marks y colaboradores, ibid.

Los miembros enlazadores de la presente invenciéon pueden
comprender ademas regiones constantes de anticuerpos o partes de
las mismas, por ejemplo, las regiones constantes de anticuerpos
humanos o partes de las mismas. Por ejemplo, un dominio V 'se
puede unir en su extremo C-terminal a los dominios constantes de
cadena ligera del anticuerpo, incluyendo las cadenas Ck o CA
humanas. De una manera similar, un miembro enlazador basado en
un dominio V4 se puede unir en su extremo C-terminal con toda o
con una parte (por ejemplo, un dominio CH1) de una cadena pesada
de inmunoglobulina derivada a partir de cualquier isotipo de

anticuerpo, por ejemplo, 1gG, IgA, IgE e IgM, de cualquiera de las
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subclases de isotipos, en particular IgG, e 1gG,4. 1gG, es conveniente
debido a su funcién efectora y a su facilidad de elaboracién.
Cualquier variante sintética u otra variante de regién constante que
tenga estas propiedades y que estabilice las regiones variables,
también puede ser util en la presente invencion.

Los miembros enlazadores de la invencién también pueden
comprender mas de un par de dominios Vy y V., tal como un
anticuerpo biespecifico o multiespecifico, el cual forma un aspecto
adicional de la invencién. En el caso de un anticuerpo biespecifico,
el cual tiene dos pares de dominios V4 ¥y V., uno de los pares de
dominios V4 y V. puede ser a partir de cualquiera de los anticuerpos
Ab-01 a Ab-50, como se describe en la presente invencién. El
segundo par de dominios Vy y V| puede ser igual que el primer par, o
puede ser diferente. Por ejemplo, el par de dominios Vy y V,_ se
puede seleccionar a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a
Ab-50, 6 a partir de un anticuerpo diferente. En una modalidad
preferida, un primer par de dominios Vy y V. se selecciona a partir
de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-50, y el segundo par de
dominios Vy y V. también se selecciona a partir de los anticuerpos
Ab-01 a Ab-50, pero es diferente del primer par de dominios, de tal
manera que el anticuerpo biespecifico se enlaza al citomegalovirus
humano (hCMV). Adicionalmente, un primer par de dominios Vg y V_
se selecciona a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-
50, y el segundo par de dominios Vy y V| se selecciona a partir de un

anticuerpo diferente. Por consiguiente, el anticuerpo biespecifico se
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puede enlazar al citomegalovirus humano (hCMV) y a un antigeno
diferente o a un epitopo diferente sobre el citomegalovirus humano
(hCMV). De preferencia, el anticuerpo biespecifico comprende un
primer par de dominios V4 y V. que se enlaza a AD-4 o AD-5 del
citomegavlovirus humano (hCMV) (es decir, un primer par de dominios
Vu y V. a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-50), y
un segundo par de dominios Vy y V_ seleccionado a partir de los
anticuerpos de enlace del citomegalovirus humano (hCMV) descritos
en los siguientes documentos de patente: US5,043,281 (Mashuho y
colaboradores), US5,750,106 (Ostberg), W093/021952 A1
(Borrebaeck y colaboradores), WO08/084410 A2, WO10/007463 A1y
WO10/007533 A2 (Lanzavecchia y Macagno), WOO08/071806 A1,
WO009/003975 A1 y WO09/024445 A1 (Funaro y colaboradores),
WO009/114560 A2 (Olsen), WO10/114105 A1 y WO10/114106 A1
(Takada y colaboradores).

Se pueden generar mezclas de anticuerpos, tales como las
mezclas de los anticuerpos recombinantes monoclonales humanos
conocidos en la materia como  Oligoclonics™®  (Merus
Biopharmaceutical BV; Publicacion Internacional Numero WO
04/106375) para utilizarse en la neutralizacion del citomegalovirus
humano (hCMV). Estas mezclas pueden comprender miembros
enlazadores derivados a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-
01 a Ab-50. La mezcla de anticuerpos también puede comprender
miembros enlazadores a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-

01 a Ab-50 en combinaciéon con un miembro enlazador para el
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citomegalovirus humano (hCMV) que reconozca un dominio
antigénico diferente sobre la proteina gB, tal como AD-1 o AD-2, o
gue reconozca gH, o que reconozca las proteinas gpUL130,
gpUL131A, gp128 etc. del citomegalovirus humano (hCMV). Por
ejemplo, la mezcla de anticuerpos puede comprender un dominio V_
a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a Ab-50, y un dominio
Vy seleccionado a partir de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a
Ab-50 y/o un dominio V4 seleccionado a partir de cualquiera de los
anticuerpos de enlace del citomegalovirus humano (hCMV) descritos
en los siguientes documentos de patente: US5,043,281 (Mashuho y
colaboradores), US5,750,106 (Ostberg), WQ093/021952 A1
(Borrebaeck y colaboradores), WO08/084410 A2, WO10/007463 A1y
WO10/007533 A2 (Lanzavecchia y Macagno), WOQO08/071806 A1,
WOO09/003975 A1 y WO009/024445 A1 (Funaro y colaboradores),
WO009/114560 A2 (Olsen), WO10/114105 A1 y WO10/114106 A1
(Takada y colaboradores). En la alternativa, la mezcla de anticuerpos
puede comprender un dominio V| seleccionado a partir de cualquiera
de los anticuerpos de enlace del citomegalovirus humano (hCMV)
descritos en los siguientes documentos de patente: US5,043,281
(Mashuho y colaboradores), US5,750,106 (Ostberg), W093/021952
A1 (Borrebaeck y colaboradores), WO08/084410 A2, WO10/007463
A1y WO10/007533 A2 (Lanzavecchia y Macagno), WO08/071806 A1,
WO009/003975 A1 y WOO09/024445 A1 (Funaro y colaboradores),
WO009/114560 A2 (Olsen), WO10/114105 A1 y WO10/114106 A1

(Takada y colaboradores), junto con un dominio V4 seleccionado a
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partir de cualquiera de los anticuerpos de enlace del citomegalovirus
humano (hCMV) descritos en la lista anteriormente mencionada, y/o
un dominio Vy seleccionado a partir de cualquiera de los anticuerpos
Ab-01 a Ab-50.

Los miembros enlazadores de la presente invencion también

puede incluir anticuerpos o fragmentos que comprendan una region

Fc modificada, en donde la regién Fc modificada comprenda cuando
menos una modificacién de aminoacido en relacién con una regién Fc
de tipo silvestre. La regiéon Fc variante se puede disefar, en relacion
con una molecula comparable que comprenda la regién Fc de tipo
silvestre, para enlazarse a los receptores de Fc con una mayor o
menor éfinidad. La region Fc se refiere a los polipéptidos que se
presentan naturalmente o sintéticos homoélogos al dominio C-terminal
de 1gG que se produce después de la digestion de la IgG con
papaina. La Fc de IgG tiene un peso molecular de aproximadamente
50 kD. Para los anticuerpos y/o fragmentos de la presente invencién,
se puede utilizar una regiéon Fc entera, o solamente una porcién que
mejore la vida media.

La regiéon Fc se puede mutar, si se desea, para inhibir su
capacidad para fijar el complemento, y se puede enlazar al receptor
de Fc con una alta afinidad. En la presente invencion, los
anticuerpos o fragmentos pueden ser provistos con una regién Fc
modificada, en donde se modifica una region Fc que se presente
naturalmente para aumentar la vida media del anticuerpo o

fragmento en un medio ambiente bioldgico, por ejemplo, la vida
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media en suero, o una vida media medida mediante un ensayo in
vitro. Los métodos para alterar ia forma original de una regién Fc de
una IgG también se describen en la Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero US6,998,253 (Presta y Snedecor). Las
funciones efectoras que se pueden alterar (por ejemplo, mejorar)
haciendo modificaciones a la regién Fc, ya sea mediante Ia
modificacion de los patrones de glicosilacion, o bien mediante la
modificacion de la secuencia de aminoacidos de la region Fc,
incluyen, pero no se limitan a: un aumento de la citotoxicidad celular
mediada por Fc, incluyendo un aumento de la citotoxicidad celular
dependiente de los anticuerpos, y un aumento de la lisis mediada por
el complemento (por ejemplo, de las células infectadas por el
citomegalovirus humano (hCMV)), un aumento del eniace del
anticuerpo a los receptores de Fc, células aniquiladoras naturales
(NK), macréfagos, monocitos, y/o células polimorfonucleares; un
aumento de la maduracién de las células dendriticas, y un aumento
en el cebado de las células-T. Las modificaciones potenciales
incluyen insercion, supresion o sustitucion de uno o mas residuos de
aminoacidos, incluyendo sustitucién con alanina, una sustitucién
conservadora, una sustitucién no conservadora, o el reemplazo con
un residuo de aminoacido correspondiente en la misma posicién a
partir de una subclase de IgG diferente (por ejemplo, reemplazando
un residuo de IgG, con un residuo de IgG, correspondiente en esa
posicion).

En otras modalidades, una variante de polipéptido Fc de la
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presente invencién puede comprender una o mas glicoformas
disefiadas, es decir, una composicion de carbohidrato que se une
covalentemente a una molécula que comprende una regién Fc. La
region Fc de los anticuerpos de tipo IgG contiene un sitio de
glicosilacién N-enlazado conservado en el residuo Asn297 del
dominio CH2. Se ha demostrado que la modificacion del patron de
glicosilacién de los oligosacaridos enlazados a este residuo puede
aumentar las funciones efectoras mediadas por la regién Fc en las
interacciones con los receptores de Fc. Las glicoformas disefiadas
pueden ser utiles para una variedad de propédsitos, incluyendo, pero
no limitandose a, mejorar o reducir la funcién efectora. Las
glicoformas disefiadas se pueden generar mediante cualquier método
conocido por un experto en este campo, por ejemplo, utilizando
cepas de expresion disefiadas o variantes, mediante su co-expresion
con una o mas enzimas, por ejemplo, B(1,4)-N-acetil-glucosaminil-
transferasa Ill, mediante la expresion de una molécula que
comprenda una regién Fc en diferentes organismos o lineas
celulares a partir de diferentes organismos, o mediante la
modificacion de los carbohidratos después de que se haya expresado
la molécula que comprenda la regién Fc.

Los métodos para generar las glicoformas disefiadas son
conocidos en la materia, e incluyen, pero no se limitan a, aquéllos
descritos en los documentos US6,602,684 (Umafa y colaboradores);
US20030157108 (Presta y colaboradores); Umafa y colaboradores

(1999); Davies y colaboradores (2001); Shields y colaboradores
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(2002); Shinkawa y colaboradores (2003); y en las patentes vy
solicitudes en relacién con la tecnologia Potelligent™® (Biowa, Inc.
Princeton, NJ, EUA), y con Ia tecnologia de ingenieria de
glicosilacién GlycoMAbMR (GLYCART Biotechnology AG, Schlieren,
CH).

Por consiguiente, en wun aspecto adicional, la presente
invenciéon abarca un miembro enlazador del citomegalovirus humano
(hCMV), como se describe en cualquier otra parte de la presente, en
donde este miembro enlazador comprende una regién Fc o una
region equivalente que comprende cuando menos una regién CH2 de
lgG, que se ha modificado para aumentar una o mas funciones
efectoras. En una modalidad, el miembro enlazador se modifica para
alterar el patron de glicosilacion de los oligosacaridos N-enlazados
en Asn 297, de tal manera que se incrementa la actividad de una o
mas funciones efectoras. En otra modalidad, el miembro enlazador
se modifica para alterar la secuencia de aminoacidos de la regién Fc,
de tal manera que se incrementa la actividad de una o mas funciones
efectoras. Los métodos para medir la actividad de la funcion efectora
y determinar si se incrementa o no, son bien conocidos en la
materia.

Los miembros enlazadores de la invenciéon se pueden marcar
con una marca detectable o funcional. Por consiguiente, un miembro
enlazador o una molécula de anticuerpo puede estar presente en la
forma de un inmunoconjugado, como para obtener una sedal

detectable y/o cuantificable. Un inmunoconjugado puede comprender

ol

[



10

15

20

25

97

una molécula de anticuerpo de la invencion, por ejemplo, cualquiera
de los anticuerpos Ab-01 a Ab-50, conjugado con una marca
detectable o funcional. Una marca puede ser cualquier molécula que
produzca, o que pueda ser inducida para producir, una sefal,
incluyendo, pero no Ilimitdndose a, fluorocromos, radiomarcas,
enzimas, quimiluminiscedores o fotosensibilizadores. Por
consiguiente, el enlace se puede detectar y/o medir mediante la
deteccion de la fluorescencia o de la Iluminiscencia, de Ia
radioactividad, de la actividad enzimatica, o de la absorbencia de
luz.

Las marcas adecuadas incluyen, a manera de ilustracién y no
de limitacion, enzimas, tales como fosfatasa alcalina,
deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato (‘G6PDH’), alfa-D-
galactosidasa, oxidasa de glucosa, glucosa-amilasa, anhidrasa
carbénica, acetil-colinesterasa, lisozima, deshidrogenasa de malato,
y peroxidasas, por ejemplo, peroxidasa de radicula roja; tintes;
marcas fluorescentes o fluorocromos, tales como fluoresceina y sus
derivados, compuestos de rodamina y sus derivados, proteina
fluorescente verde/amarilla (G/YFP), proteina fluorescente roja
(RFP), proteina fluorescente azul (BFP), dansilo, umbeliferona,
ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, y fluorescamina;
fluoréforos, tales como criptatos y quelatos de lantanidos, por
ejemplo, Europio, etc. (Perkin Elmer and Cis Biointernational),
marcas quimiluminiscentes o quimiluminiscedores, tales como

isoluminol, luminol, y los dioxetanos; marcas bio-luminiscentes, tales
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como luciferasa y luciferina; sensibilizantes; coenzimas; sustratos de
enzimas; radiomarcas, incluyendo, pero no limitandose a, bromo77,
carbono14, cobalto57, fluor8, galio67, galio68, hidrégeno3 (tritio),
indio111, indio113m, yodo123m, yodo125, vyodo126, yodo131,
yodo133, mercurio107, mercurio203, fésforo32, renio99m, renio101,
renio105, rutenio95, rutenio97, ruteniol03, ruteniol05, escandio47,
selenio75, azufre35, tecnecio99, tecnecio99m, telurio121m,
telurio122m, telurio125m, tulio165, tulio167, tulio168, itrio199, vy
otras radiomarcas mencionadas en la presente; particulas, tales
como particulas de latex o de carbono; solucion de metal; cristalita;
liposomas; células, etc., los cuales se pueden marcar adicionalmente
con un tinte, un catalizador, u otro grupo detectable; moléculas, tales
como biotina, digoxigenina o 5-bromo-desoxiuridina; fracciones de
toxina, tales como, por ejemplo, una fraccién de toxina seleccionada
a partir de un grupo de exotoxina de Pseudomonas (PE o un
fragmento o mutante citotéxico de la misma), toxina de Difteria o un
fragmento o mutante citotéxico de la misma, una toxina de botulinio
A, B, C, D, EoF, ricina o un fragmento citotéxico de la misma, por
ejemplo, ricina A, abrina o un fragmento citotéoxico de la misma,
saporina o un fragmento citotéxico de la misma, toxina antiviral de
grana o un fragmento citotéxico de la misma, y briodina 1 o un
fragmento citotéxico de la misma.

Las enzimas y coenzimas adecuadas se dan a conocer en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica NUGmeros

US4,275,149 (Litman y colaboradores), y US4,318,980 (Boguslaski y
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colaboradores), y los fluorescedores y quimiluminiscedores
adecuados se dan a conocer en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero US4,275,149, las cuales se incorporan a la
presente como referencia en su totalidad. Las marcas incluyen
ademas las fracciones quimicas, tales como biotina, que se puede
detectar por medio del enlace con una fraccién detectable cognada
especifica, por ejemplo, avidina o estreptavidina marcada, o
estreptavidina genéticamente disefiada, como estreptactina (IBA
GmbH, Géttingen, DE). Las marcas detectables se pueden unir a los
anticuerpos de la invencién utilizando la quimica convencional
conocida en la materia.

Los inmunoconjugados o sus fragmentos funcionales se pueden
preparar mediante los métodos conocidos por la persona experta en
este campo. Se pueden acoplar a las enzimas o a las marcas
fluorescentes directamente o por medio del intermediario de un grupo
espaciador o de un grupo de enlace, tal como un poli-aldehido, como
glutaraldehido, 4acido etilen-diamina-tetra-acético (EDTA), acido
dietilen-triamina-penta-acético (DPTA), o en la presencia de agentes
de acoplamiento, tales como aquéllos mencionados anteriormente
para los conjugados terapéutico. Los conjugados que contienen
marcas de tipo de fluoresceina, se pueden preparar mediante la
reacciéon con un isotiocianato.

Los métodos conocidos por la persona experta en la materia
que existen para el acoplamiento de los radioisétopos terapéuticos a

los anticuerpos, ya sea directamente o por medio de un agente
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quelante, tal como EDTA, DTPA, mencionados anteriormente, se
pueden utilizar para los radio-elementos, los cuales se pueden
utilizar en el diagnéstico. De la misma manera, es posible llevar a
cabo el marcado con sodio125 mediante el método de cloramina T
(Hunter y Greenwood, 1962), o de otra manera con tecnecio-99m
(Tc-99m) mediante la técnica descrita en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Niumero US4,424,200 (Crockford y Rhodes),
o se pueden unir por medio de DTPA, como se describe en la
Patente de Ilos Estados Unidos de Norteamérica Numero
US4,479,930 (Hnatowich), ambas de las cuaies se incorporan a la
presente como referencia en su totalidad.

Existen numerosos métodos mediante los cuales la marca
puede producir una sefial detectable por medios externos, por
ejemplo, mediante examinacién visual, radiacién electromagnética,
calor, y reactivos quimicos. La marca también se puede enlazar a
otro miembro enlazador que se enlace al miembro enlazador de la
invencidén, 0 a un soporte.

La marca puede producir directamente una sefal, y por
consiguiente, no se requieren componentes adicionales para producir
una sefial. Numerosas moléculas organicas, por ejemplo,
fluorescedores, son capaces de absorber la luz ultravioleta y visible,
en donde la absorcidon de luz transfiere energia a estas moléculas, y
las eleva hasta un estado de energia excitada. Esta energia
absorbida se disipa entonces mediante la emisién de luz a una

segunda longitud de onda. Esta emisién a la segunda longitud de
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onda también puede transferir energia a una molécula aceptora
marcada, y la energia resultante se disipa desde la molécula
aceptora mediante la emisidon dé luz, por ejemplo, mediante
transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET). Otras
marcas que producen directamente una sefal incluyen los isétopos
radioactivos y los tintes.

Alternativamente, la marca puede necesitar otros componentes
para producir una sefal, y la sefial en el sistema de produccién
entonces incluiria todos los componentes requeridos para producir
una sefal medible, la cual puede incluir sustratos, enzimas
adicionales, coenzimas, potenciadores y sustancias que reaccionen
con productos enzimaticos, catalizadores, activadores, cofactores,
inhibidores, eliminadores, iones metalicos, y una sustancia de enlace
especifica necesaria para el enlace de las sustancias que generan
sefiales. Una discusion detallada de los sistemas productores de
sefiales adecuados se puede encontrar en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero US5,185,243 (Ullman vy
colaboradores). La presente invencién proporciona un método que
comprende causar o permitir el enlace de un miembro enlazador de
acuerdo con lo dispuesto en el presente documento, especifico para
el citomegalovirus humano (hCMV). Como se observa, este enlace
puede tomar lugar in vivo, por ejemplo, después de la administracion
de un miembro enlazador, o de un acido nucleico que codifique un
miembro enlazador, o puede tomar lugar in vitro, por ejemplo, en

ELISA, Western blot, cromatografia de afinidad, inmunocitoquimica,
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inmunoprecipitaciéon, neutralizacién y ensayos bioquimicos o basados
en células.

La presente invencion también proporciona métodos para medir
los niveles de antigeno directamente, mediante el empleo de un
miembro enlazador de acuerdo con la invencién, por ejemplo, en un
sistema biosensor. Por ejemplo, la presente invencién comprende un
método de deteccion y/o de medicién del enlace al citomegalovirus
humano (hCMV), el cual comprende: (i) exponer el miembro
enlazador al citomegalovirus humano (hCMV), y (ii) detectar el
enlace de dicho miembro enlazador al citomegalovirus humano
(hCMV), en donde se detecta el enlace utilizando cualquier método o
marca detectable descritos en este documento. Este y cualquier otro
método de deteccion de enlace descrito, puede ser interpretado
directamente por la persona que lleve a cabo el méfodo, por ejemplo,
observando visualmente una marca detectable. Alternativamente,
este método, o cualquier otro método de deteccidn de enlace
descrito, puede producir un reporte en la forma de una auto-
radiografia, una fotografia, una impresién de computadora, un
reporte de la citometria de flujo, un grafico, un diagrama, un tubo de
ensayo, o un recipiente o pozo que contenga el resultado, o
cualquier otra representacién visual o fisica de un resultado del
método.

Se puede determinar la cantidad de enlace de un miembro
enlazador al citomegalovirus humano (hCMV). La cuantificacién se

puede relacionar con la cantidad de antigeno en una muestra de
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prueba, que puede ser de interés en el diagnéstico. La deteccion del
eéwlace del citomegalovirus humano (hCMV), o la cuantificacién del
mismo, puede ser util, por ejemplo, en los pacientes con las
enfermedades o los trastornos mencionados en este documento, o
con cualquier otra enfermedad o trastorno que involucre la expresién
y/o la actividad aberrante del citomegalovirus humano (hCMV).

Un método de diagnoéstico de la invencién puede comprender:
(i) la obtencidén de un tejido o muestra de liquido de un sujeto, (ii)
exponer dicho tejido o la muestra de liquido a uno o mas miembros
enlazadores de la presente invencion; y (iii) la deteccion del
citomegalovirus humano (hCMV) enlazado en comparacién con una
muestra de control, en donde un aumento en la cantidad de enlace
del citomegalovirus humano (hCMV) en comparacién con el control,
puede indicar la expresion y/o actividad del citomegalovirus humano
(hCMV). Las muestras de tejido o liquido que se van a probar
incluyen sangre, suero, saliva, orina, esputo, un material de biopsia
o cualquier tejido que se sospeche que contiene el citomegalovirus
humano (hCMV). Los sujetos que se prueben como positivos para el
citomegalovirus humano (hCMV) también pueden beneficiarse de los
metodos de tratamiento divulgados posteriormente en este
documento. Aquéllos especializados en la técnica son capaces de
elegir un modo adecuado de determinaciéon del enlace de los
miembros enlazadores a un antigeno segln sus preferencias y
conocimientos generales, teniendo en cuenta los métodos que se dan

a conocer en la presente.
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La reactividad de los miembros enlazadores en una muestra
puede determinarse por cualquier medio adecuado. Se puede usar un
ensayo de enlace competitivo con antigeno radiactivo, por ejemplo,
una marca de is6topo, tal como °°Tc, 'C, 3", 2%, 3H, 32p o 355, o
con un antigeno no radiactivo, utilizando el antigeno o un analogo
enlazado a una molécula reportera. La molécula reportera puede ser
un tinte fluorocromo, fésforo o laser con caracteristicas de absorcién
o emisién espectralmente aisladas. Los fluorocromos adecuados
incluyen quelatos con fluoresceina, rodamina, ficoeritrina y Texas
Red, y los lantanidos o criptatos. Los tintes cromogénicos adecuados
incluyen diaminobenzidina.

Otros reporteros incluyen particulas coloidales
macromoleculares o material particulado, tal como gotas de latex
coloreadas, magnéticas o paramagnéticas, y agentes bioldgicamente
0o quimicamente activos que puedan provocar directamente o
indirectamente sefiales detectables para observarse visualmente,
detectadas electronicamente o registradas de otra manera. Estas
moléculas pueden ser enzimas que catalicen las reacciones que se
desarrollen,. 0 que cambien los colores o provoquen cambios en las
propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser molecularmente
excitables, de tal manera que produzcan transiciones electronicas
entre los estados de energia en las emisiones o absorciones
espectrales caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas
utilizadas conjuntamente con biosensores. Pueden emplearse la

avidina/biotina o biotina/estreptavidina y fosfatasa alcalina o
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sistemas de deteccién de peroxidasa de rabano.

Las sefales generadas por los conjugados individuales de
miembro enlazador-reportero, se pueden utilizar para obtener datos
relativos o absolutos cuantificables de los miembros enlazadores
pertinentes que se enlacen en las muestras (normales y de prueba).

También se suministra un kit que comprende: un miembro
enlazador de acuerdo con cualquier aspecto o modalidad de la
presente invencion. En el kit, el miembro enIazadqr puede marcarse
para permitir su reactividad en una muestra que se puede
determinar, por ejemplo, como se describe mas adelante. Ademas,
los miembros enlazadores pueden o no pueden fijarse a un soporte
sélido. Los componentes de un kit son generalmente estériles y
estan en frascos sellados u otros recipientes. Los kits pueden ser
empleados en el analisis de diagnéstico o en otros métodos para los
que sean utiles los miembros enlazadores. Un kit puede contener
instrucciones de uso de los componentes de un método, por ejemplo,
un meétodo de acuerdo con la presente invenciéon. Se pueden incluir
materiales auxiliares para ayudar a, o permitir realizar, tal método,
dentro de un kit de la invencion. Los materiales auxiliares incluyen
un segundo miembro enlazador diferente, que se enlaza al primer
miembro enlazadof, y se conjuga con una marca detectable (por
ejemplo, una marca fluorescente, isétopo radiactivo o enzima). Los
kits basados en anticuerpos también pueden comprender granulos
para conducir la inmunoprecipitacién. Cada componente de los kits

esta generalmente en su propio contenedor. Por consiguiente, estos
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kits incluyen generalmente distintos recipientes adecuados para cada
miembro enlazador. Ademas, los kits podran incluir instrucciones
para realizar el andlisis y los métodos de interpretacion y analisis de
los datos resultantes de la ejecucion del ensayo.

La presente invenciéon también proporciona el uso de un
miembro enlazador como se menciona anteriormente, para medir los
niveles de antigeno en un ensayo de competicion, es decir un
metodo para medir el nivel de antigeno en una muestra mediante el
empleo de un miembro enlazador de acuerdo con lo dispuesto por la
presente invencién, en un ensayo de competicion. Esto puede ser en
donde no se requiera la separacion fisica del antigeno enlazado del
no enlazado. Una posibilidad es el enlace de una molécula reportera
a los miembros enlazadores para que se produzca un cambio fisico u
6ptico sobre el enlace. La molécula reportera puede generar directa
o indirectamente las sefales detectables, que pueden ser
cuantificables. El enlace de las moléculas reporteras puede ser
directa o indirectamente covalente, por ejemplo, a través de un
enlace peptidico, o no covalente. El enlace a través de un enlace
peptidico puede ser el resultado de la expresion recombinante de un
anticuerpo codificante de la fusiéon genética y la molécula reportera.

En diversos aspectos y modalidades, la presente invencion se
extiende a un miembro enlazador que compite por el enlace al
citomegalovirus humano (hCMV) con cualquier miembro enlazador
definido en la presente, por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos

Ab-01 a Ab-50, por ejemplo, en formato de IgG. La competicién entre

1



10

15

20

25

107

los miembros enlazadores se puede ensayar in vitro, por ejemplo,
marcando una molécula reportera especifica para un miembro
enlazador que pueda ser detectado en la presencia de otros
miembros enlazadores no marcados, para permitir la identificaciéon de
los miembros enlazadores que unan el mismo epitopo o un epitopo
superpuesto. La competicion puede determinarse mediante, por
ejemplo, ELISA, o por resonancia de plasmoén superficial, en donde
el citomegalovirus humano (hCMV) es inmovilizado en una fase
sélida, y se agrega un primer miembro enlazador no marcado o no
etiquetado, junto con uno o mas miembros enlazadores no marcados
o0 no etiquetados diferentes que se afiaden a la fase sélida. La
presencia de un miembro enlazador no marcado que compite con el
miembro enlazador marcado se observa por una disminucion en la
sefnal emitida por el miembro enlazador marcado.

Por ejemplo, la presente invencién incluye un método para
identificar un compuesto de enlace del citomegalovirus humano
(hCMV), el cual comprende: (i) inmovilizar la proteina gB a un
soporte, (ii) poner en contacto con dicha gB inmovilizada,
simultaneamente o de manera escalonada, con cuando menos un
miembro enlazador marcado o etiquetado de acuerdo con la
invenciéon, y uno o mas compuestos enlazadores de prueba no
marcados o no etiquetados, y (iii) identificar un nuevo compuesto
enlazador del citomegalovirus humano (hCMV), observando una
disminucién en la cantidad de la marca enlazada a partir del miembro

enlazador marcado. Estos métodos pueden llevarse a cabo de una
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manera de alto rendimiento utilizando un formato de multiples pozos
o de matriz. Estos ensayos también pueden realizarse en solucion.
Véase, por ejemplo, la Patente de Ilos Estados Unidos de
Norteamérica Numero US5,814,468 (Sliman y colaboradores), que se
incorpora a la presente como referencia en su totalidad. Como se
describié anteriormente, la deteccion del enlace puede ser
interpretada directamente por la persona que lleve a cabo el método,
por ejemplo, observando visualmente una marca detectable, o una
disminucién en la presencia de la misma. Alternativamente, los
métodos de enlace de la invenciéon pueden producir un reporte en la
forma de una auto-radiografia, una fotografia, una impresiéon de
computadora, un reporte de la citometria de flujo, o cualquier otra
representacion visual o fisica de un resultado del método.

También se pueden utilizar ensayos de competicién en la
caracterizacién del epitopo. En una instancia, se puede utilizar la
caracterizacién del epitopo para identificar el epitopo enlazado por
un miembro enlazador del citomegalovirus humano (hCMV) que
opcionalmente puede tener caracteristicas de neutralizacion y/o
modulacién optimizadas. Este epitopo puede ser lineal o
conformacional. Un epitopo conformacional puede comprender
cuando menos dos diferentes dominios del citomegalovirus humano
(hCMV), en donde dichos dominios estan colocados en proximidad
uno con el otro, cuando se pliegan las proteinas del citomegalovirus
humano (hCMV) en su estructura terciaria o cuaternaria para formar

un epitopo conformacional que sea reconocido por un inhibidor del
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citomegalovirus humano (hCMV), como un miembro enlazador del
citomegalovirus humano (hCMV), en esta memoria descriptiva. En las
pruebas de competicién se puede emplear un fragmento peptidico del
antigeno, especialmente un péptido que incluya o que se componga
de un epitopo de interés. Puede utilizarse un péptido con Ia
secuencia del epitopo mas uno o mas de los aminoacidos en los
extremos. Los miembros enlazadores de acuerdo con la presente
invencién pueden ser tales que su enlace con el antigeno sea
inhibido por un péptido con, o que se incluya en, la secuencia
indicada.

La presente invencidén proporciona ademas un acido nucleico
aislado que codifica un miembro enlazador de la presente invencion.
El acido nucleico puede incluir ADN o ARN. En uno, la presente
invencién proporciona un acido nucleico que codifica para una regién
determinante de complementariedad (CDR) o un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o el dominio
Vy 0 el dominio V|, o el sitio de enlace de antigeno del anticuerpo, o
la molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o IgG,4, de la invencién,
de acuerdo con lo definido anteriormente.

La presente invencion también proporciona construcciones en
forma de plasmidos, vectores, casetes de transcripcién o Aexpresién
que comprenden cuando menos un polinucledétido como se menciona
anteriormente.

La presente invenciéon también proporciona una célula huésped

recombinante que comprende una o mas construcciones como se
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indican anteriormente. Un acido nucleico que codifica cualquier
region determinante de complementariedad (CDR) o un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDR), o el dominio
Vy o el dominio V|, o el sitio de enlace de antigeno del anticuerpo, o
la molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o IgG,, tal como se
prevén, por si mismos constituyen un aspecto de la presente
invencién, asi como un método de produccién del producto
codificado, cuyo método comprenda la expresion a partir del acido
nucleico codificante. La expresidn convenientemente podra lograrse
mediante el cultivo celular de dicho huésped recombinante que
contenga el acido nucleico, bajo las condiciones adecuadas.
Después de la produccion para la expresion de un miembro
enlazador que comprende el dominio Vy o V. como se da a conocer
en la presente, el miembro enlazador puede ser aislado y purificado
mediante cualquier técnica adecuada conocida en la materia y que
se considere como apropiada.

El acido nucleico de acuerdo con la presente invencion puede
comprender ADN o ARN, y puede ser total o parcialmente sintético.
La referencia a una secuencia de nucledtidos como se estipula en la
presente, abarca wuna molécula de ADN <con Ila secuencia
especificada, y abarca una molécula de ARN con la secuencia
especificada, en donde se sustituye U por T, a menos que el
contexto requiera lo contrario.

Un aspecto todavia adicional proporciona un método de

produccién de un miembro enlazador, el cual comprende el dominio
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variable V4 o V. de la presente invencién, en donde este método
incluye causar la expresién del acido nucleico codificante. Este
método puede comprender el cultivo de las células huésped
recombinantes bajo condiciones para la producciéon del dominio

variable Vy o V| de dicho anticuerpo.

Un método de produccion puede comprender un paso de

aislamiento y purificacion del producto. Un método de produccion
puede comprender la formulacién del producto en una composicion,
incluyendo cuando menos un componente adicional, como un
excipiente farmacéuticamente activo.

Los sistemas para la clonacién y expresién de un polipéptido
en una variedad de ceélulas huésped diferentes son bien conocidos.
Las celulas huésped adecuadas incluyen bacterias, células de
mamiferos, células vegetalés, hongos filamentosos, células de
levadura y de insectos, y plantas y animales transgénicos. La
expresién de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en las células
procariotas esta bien establecida en la materia. Para una revision,
véase, por ejemplo, Pluckthun (1991). Un huésped bacteriano comun
es E. coli.

La expresion en las células eucariotas en el cultivo también
esta disponible para aquellos especializados en la técnica como una
opcion para la produccién de un miembro enlazador (Chadd vy
Chamow, 2001; Yersen y Krummen, 2002; Larrick y Thomas, 2001).
Las lineas celulares de mamifero en la técnica para la expresion de

un polipéptido heterélogo incluyen células de ovario de hamster
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chino (CHO), células Hela, células de riién (BHK) de hamster bebé,
células de melanoma del ratén NSO, células de mieloma de rata
YB2/0, células de riién de embrién humano (HEK), células de la
retina embrionaria humana, y muchas otras.

Los vectores adecuados pueden ser elegidos o construidos
para que contengan las secuencias reguladoras apropiadas,
incluyendo secuencias promotoras, secuencias terminadoras,
secuencias de poliadenilacion, secuencias mejoradoras, genes
marcadores, y otras secuencias seglin corresponda. Pueden ser
vectores, plasmidos, fagémidos o vectores virales, por ejemplo,
vectores retrovirales, como sea apropiado (Sambrook y Russell,
2001). Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacién
de los acidos nucleicos, por ejemplo, en la preparacion de
construcciones de &acidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion,
introduccion de ADN en las células, y expresion genética, asi como
analisis de las proteinas, se describen detalladamente en Ausubel y
colaboradores., (1999).

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una célula
huésped que contiene acido nucleico como se da a conocer en la
presente. Dicha célula huésped puede manteherse in vitro, y se
puede propagar en un cultivo de tejido. Dicha célula huésped puede
también mantenerse in vivo, por ejemplo, con el fin de producir
miembros enlazadores en ascitis. /In vivo, la presencia de la célula
huésped puede permitir la expresién intracelular de los miembros

enlazadores de la presente invencion como 'intracuerpos' o
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anticuerpos intracelulares. Los intracuerpos se pueden utilizar para
la terapia genética.

Un aspecto todavia -adicional proporciona un método que
comprende la introduccién del acido nucleico de la invencién en una
célula huésped. La introducciéon puede emplear cu‘alquier técnica
disponible. Para las células eucariotas, las técnicas adecuadas
pueden incluir la transfeccion de fosfato de calcio, DEAE-dextrano,
electroporacién, transfeccién mediada por liposomas, y transduccién
utilizando retrovirus u otros virus, por ejemplo, vacuna o, para las
células de insectos, baculovirus o cualquier combinacién de los
mismos. La introducciéon de acido nucleico en la célula huésped, en
particular una célula eucariota, puede usar un sistema basado en
virus o en plasmidos. El sistema de plasmido puede mantenerse
episomalmente, o puede ser incorporado en el genoma de la célula
huésped o en un cromosoma artificial. La incorporacion puede ser ya
sea mediante integracién aleatoria o especifica de una o mas copias
en uno o multiples /oci. Para las células bacterianas, las técnicas
adecuadas pueden incluir transformacion con cloruro de calcio,
electroporacién, y transfeccion mediante bacteriéfagos.

La introduccion puede estar seguida por causar o permitir la
expresion a partir de los acidos nucleicos, por ejemplo, mediante el
cultivo de las células huésped bajo condiciones para la expresidén de
los miembros enlazadores. La purificacion del producto expresado
podra lograrse mediante los métodos conocidos para un experto en

la materia.
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El acido nucleico de la invenciéon puede integrarse en el
genoma (por ejemplo, cromosoma) de la célula huésped. La
integracion puede ser promovida mediante la inclusién de secuencias
que promuevan la recombinacién con el genoma, de acuerdo con las
técnicas convencionales.

La presente invencion también proporciona un método que
comprende utilizar una construccion como se indica anteriormente,
en un sistema de expresién, con el objeto de expresar un miembro
enlazador o polipéptido como se menciona anteriormente.

Existe evidencia de participacion de la infeccion por el
citomegalovirus humano (hCMV) en una variedad de trastornos,
como se explica en cualquier otra parte de la presente. Los
miembros enlazadores de la presente invencidn, por consiguiente, se
pueden utilizar en un método de diagndstico o en el tratamiento de
un trastorno asociado con la infeccidén por el citomegalovirus humano
(hCMV). Dicho trastorno puede afectar a los pacientes
inmunodeprimidos, tales como los receptores de aloinjertos y los
individuos infectados por el VIH, y puede incluir, por ejemplo: fiebre,
hepatitis, retinitis, neumonitis, mielosupresiéon, encefalopatia, poli-
radiculopatia, inmunosupresiéon, rechazo/enfermedad del injerto
contra el huésped, o ateroesclerosis. Un miembro enlazador de la
presente invencion también puede utilizarse para tratar la infecciéon
intrauterina en los neonatos. Con frecuencia, los neonatos nacen sin
sighnos o sintomas de los trastornos mencionados anteriormente,

pero sin tratamiento pueden desarrollar sintomas progresivos de
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disfuncién y deterioro del sistema nervioso central (CNS), por
ejemplo, pero no limitdndose a, la pérdida de la audicién, la pérdida
de la visién, o retraso mental.

De conformidad con lo anterior, la invencién proporciona un
método para tratar un frastorno relacionado con la infeccidén por el
citomegalovirus humano (hCMV), el cual comprende administrar a un
paciente que lo necesite, una cantidad efectiva de uno o mas
miembros enlazadores de la presente invencion solos o en un
regimen terapéutico combinado con otro medicamento apropiado
conocido en la materia o descrito en la presente.

La evidencia de participacién de la infeccion por el
citomegalovirus humano (hCMV) en ciertos trastornos se resume en
otras partes de la presente. En adicion, los datos presentados en
este documento indican ademas que los miembros enlazadores de la
invencién se pueden utilizar para tratar dichos trastornos, incluyendo
el tratamiento preventivo y la reduccién de ia gravedad de los
trastornos. De conformidad con lo anterior, la invencidén proporciona
un meétodo para el tratamiento o la reducciéon de la gravedad de
cuando menos uno de los sintomas de los trastornos mencionados en
la presente, el cual comprende administrar a un paciente que lo
necesite, una cantidad efectiva de uno o mas miembros enlazadores
de la presente invencién solos o en un régimen terapéutico
combinado con otro medicamento apropiado conocido en la técnica o
descrito en la presente, de tal manera que se reduce la gravedad de

cuando menos uno de los sintomas de los trastornos anteriores.
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Por consiguiente, los miembros enlazadores de la presente
invenciéon son utiles como agentes terapéuticos en el tratamiento de
las enfermedades o los trastornos relacionados con la infeccién y/o
la actividad del citomegalovirus humano (hCMV), especialmente
resultantes de una alta carga viral en un paciente. Un método de
tratamiento puede comprender administrar una cantidad efectiva de
un miembro enlazador de la invenciéon a un paciente que lo necesite,
en donde se reduce la infeccion y/o actividad aberrante del
citomegalovirus humano (hCMV). Un método de tratamiento puede
comprender: (i) identificar un paciente que demuestre niveles o
actividad de infeccién por el citomegalovirus humano (hCMV), por
ejemplo, empleando los métodos de diagnéstico descritos
anteriormente, y (ii) administrar una cantidad efectiva de un miembro
enlazador de la invenciéon al paciente, en donde se reduce Ila
expresion o la actividad del citomegalovirus humano (hCMV). Una
cantidad efectiva de acuerdo con la invencién es una cantidad que
disminuye la expresiéon o actividad del citomegalovirus humano
(hCMV) con el fin de disminuir o mitigar la gravedad de cuando
menos uno de los sintomas de la infeccién por el citomegalovirus
humano (hCMV) o de la enfermedad o el trastorno particular que se
vaya a tratar, pero no necesariamente cura la enfermedad o el
trastorno.

La invencién también proporciona un método para antagonizar
cuando menos uno de Ilos efectos de la infeccion por el

citomegalovirus humano (hCMV), el cual comprende poner en
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contacto con, o administrar, una cantidad efectiva de uno o mas
miembros enlazadores de la presente invenéién, de tal manera que
se antagonice el cuando menos uno de los efectos de la infeccidn
por el citomegalovirus humano (hCMV). De conformidad con lo
anterior, otros aspectos de la invenciéon proporcionan métodos de
tratamiento que comprenden la administracién de un miembro
enlazador previsto, composiciones farmacéuticas que comprenden
dicho miembro enlazador, y el uso de este miembro enlazador en la
elaboracién de un medicamento para su administracién, por ejemplo,
en un método para la elaboracion de un medicamento o de una
composicion farmacéutica que comprende formular el miembro
enlazador con un excipiente farmacéuticamente activo. Un excipiente
farmacéuticamente activo puede ser un compuesto o una
combinacion de compuestos introducidos en una composicién
farmacéutica, que no provoque reacciones secundarias y que
permita, por ejemplo, Ia_ facilitacion de la administracién de los
compuestos activos, un aumento en su tiempo de vida y/o en su
eficacia en el cuerpo, un aumento de su solubilidad en la solucién, o
bien una mejora en su conservacién. Estos vehiculos
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y seran adaptados
por la persona exberta en la técnica como una funcién de la
naturaleza y el modo de administracién de los compuestos activos
seleccionados.

Los miembros enlazadores de la presente invencién

normalmente seran administrados en la forma de una composicién
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farmacéutica, la cual puede comprender cuando menos un
componente ademas del miembro enlazador. Por consiguiente, las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion,
y para el uso de acuerdo con la presente invencién, pueden
comprender, ademas del ingrediente activo, un excipiente
farmacéuticamente activo, portador, regulador del pH, estabilizador u
otros materiales bien conocidos por aquéllos especializados en la
materia. Dichos materiales deben ser no toxicos y no deben interferir
con la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del
portador o de otro material dependera de la via de administracion, la
cual puede ser oral, inhalada, intra-traqueal, topica, intra-vesicular o
mediante inyeccion, como se explica a continuacién.

Las composiciones farmacéuticas para administracion oral
pueden estar en una forma de tableta, capsula, polvo, liquido o semi-
sélido. Una tableta puede comprender un vehiculo sélido, tal como
gelatina, o un adyuvante. Las composiciones farmacéuticas liquidas
comprenden generalmente un vehiculo liquido, tal como agua,
petréleo, aceites animales o vegetales, aceite mineral, o aceite
sintético. Se pueden incluir soluciéon salina fisiolégica, dextrosa, o
solucion de sacarido o glicoles, tales como etilenglicol, propilenglicol
o polietilenglicol.

Para inyeccidon intravenosa o inyeccion en el sitio de afliccion,
el ingrediente activo estard en la forma de una solucién acuosa
aceptable para uso parenteral que esté libre de pirégenos y que

tenga estabilidad, isotonicidad y pH adecuados. Los expertos en la
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téecnica pertinente seran capaces de preparar soluciones adecuadas,
por ejemplo, utilizando vehiculos isoténicos, tales como inyeccién de
cloruro de sodio, inyeccidén de Ringer, inyeccién de Ringer lactatada.

Se pueden emplear conservadores, estabilizantes, reguladores
del pH, antioxidantes y otros aditivos como séan necesarios,
incluyendo reguladores del pH tales como fosfato, citrato y otros
acidos organicos; antioxidantes tales como acido ascérbico vy
metionina; conservadores (tales como cloruro de octadecil-dimetil-
bencil-amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio;
cloruro de bencetonio; alcohol fenélico, butilico o bencilico; alquil-
parabenos, tales como metil- o propil-parabeno; catecol; resorcinol,
ciclohexanol; 3'-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular; proteinas tales como Ila albumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinil-
pirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina, asparaginas,
histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos, tales como glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes, tales como el EDTA; azucares, tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones formadores de sales, tales
como sodio; complejos de metales (por ejemplo, complejos de Zn-
proteinas); o tensoactivos no iénicos, tales como TWEENMR,
PLURONICS"MR o polietilenglicol (PEG).

Los miembros enlazadores de la presente invencién pueden
formularse en formas sélidas, liquidas o semi-sélidas, dependiendo

de las propiedades fisicoquimicas de la molécula y de la via de
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suministro. Las formulaciones pueden incluir excipientes o
combinaciones de excipientes, por ejemplo: azlcares, aminoacidos,
y agentes tensoactivos. Las formulaciones liquidas pueden incluir un
amplio intervalo de concentraciones de anticuerpo y pH. Las
formulaciones soélidas se pueden producir mediante liofilizacion,
secado por aspersién, o secado mediante la tecnologia de fluidos
supercriticos, por ejemplo. Las formulaciones de los miembros

enlazadores dependeran de la via de suministro pretendida. Un

miembro enlazador puede prepararse con un vehiculo que protegera

al miembro enlazador contra la liberacién rapida, tal como una
formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes, parches
transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Se
pueden utilizar polimeros biocompatibles y biodegradables, tales
como etileno/acetato de vinilo, poli-anhidridos, poli-acido glicélico,
colageno, poli-orto-ésteres y poli-acido lactico. Muchos métodos para
la preparacién de tales formulaciones son conocidos por los expertos
en la materia (Robinson, 1978).

El tratamiento puede darse por via oral o mediante inyeccion
(es decir, por via subcutanea, intra-articular, intravenosa,
intraperitoneal, intra-arterial o intramuscular), mediante inhalacién,
intra-traqueal, por la via intravesicular (instilacion en la vejiga
urinaria), o topica (por ejemplo, intraocular, pentavalente, rectal, en
heridas, sobre la piel). El tratamiento se puede administrar mediante
infusion de impulsos, particularmente con dosis decrecientes del

miembro enlazador. La via de administracion puede determinarse por
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las caracteristicas fisicoquimicas del tratamiento, por
consideraciones especiales para la enfermedad; o por el
requerimiento de obtimizar la eficacia o minimizar los efectos
secundarios. Una via de administracién particular es intravenosa.
Otra via de administracién de las composiciones farmacéuticas de la
presente invencién es por via subcutanea. Se prevé que no el
tratamiento no sera restringido a su uso en la clinica. Por
consiguiente, también es conveniente la inyecciéon subcutanea
utilizando un dispositivo sin aguja.

Una composiciéon se puede administrar sola o en combinacién
con otros tratamientos, ya sea simultdneamente o en secuencia,
dependiendo de la condicidon a tratar.

Un miembro enlazador de la invencién puede utilizarse como
parte de una terapia de combinacién en conjunto con un componente
medicinal adicional. Los tratamientos de combinacién se pueden
utilizar para proporcionar efectos sinérgicos significativos,
particularmente la combinacion de un miembro enlazador de Ila
invencion con uno o mas anticuerpos, tales como los anticuerpos Ab-
01 a Ab-50, como se dan a conocer en la presente, o cualquiera de
los anticuerpos del citomegalovirus humano (hCMV) descritos en las
siguientes publicaciones: US5, 043, 281 (Mashuho y colaboradores),
USS5, 7580, 106 (Ostberg), WO093/021952 A1 (Borrebaeck vy
colaboradores), WOO08/084410 A2WO10/007463 A1 y A2 de

WO10/007533 (Lanzavecchia y Macagno), WOO08/071806 A1,

WQO09/003975 A1 y WOO09/024445 A1 (Funaro y colaboradores),

U
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WO009/114560 A2 (Olsen), WO10/114105 A1 y WO10/114106 A1
(Takada y colaboradores), o cualquier otro farmaco. Un miembro
enlazador de la invencién puede ser administrado simultaneamente o
en secuencia, o como una preparacién combinada con otro agente o
agentes terapéuticos, para el tratamiento de una o mas de las
condiciones enlistadas en la presente.

Un miembro enlazador de la invencién puede utilizarse como
un quimiosensibilizador, mediante el cual se puede aumentar la
eficacia terapéutica de los agentes antivirales y, por lo tanto, se
puede proporcionar para su administracién en combinacién con uno o
mas agentes antivirales, simultaneamente o en secuencia.

Un miembro enlazador de acuerdo con la presente invencion
puede proporcionarse en combinaciéon o en adicién a uno o mas de
los siguientes agentes antivirales, por ejemplo, aciclovir, famciclovir,
valganciclovir, ganciclovir, cidofovir, amantadina, rimantadina,
ribavirina, zanamavir u oseltamauvir.

Se puede utilizar un miembro enlazador de la invencién y uno o
mas de los componentes medicinales adicionales anteriores, en la
elaboraciéon de un medicamento. El medicamento puede ser para su
administracién separada o combinada a un individuo y, de
conformidad con lo anterior, puede comprender al miembro enlazador
y al componente adicional como una preparacién combinada o como
preparaciones separadas. Las preparaciones separadas se pueden
utilizar para facilitar la administraciéon separada y en secuencia o

simultanea, y para permitir la administraciéon de los componentes por



10

15

20

25

123

diferentes vias, por ejemplo, la administraciéon oral y parenteral.

De acuerdo con la presente invencion, la composiciones
proporcionadas pueden administrarse a mamiferos. La administracion
normalmente se hace en una 'cantidad terapéuticamente efectiva',
siendo ésta suficiente para mostrar el beneficio para un paciente.
Estos beneficios pueden ser cuando menos una mejoria de cuando
menos uno de los sintomas. La cantidad real administrada y la tasa y
el curso del tiempo de administracion, dependerad de la naturaleza y
gravedad de lo que se esté tratando, del mamifero particular que
esté siendo tratado, de la condicién clinica de cada paciente, de la
causa del trastorno, del sitio de suministro de la composiciéon, del
tipo de miembro enlazador, del método de administracion, de la
programacion de la administracion, y de otros factores conocidos por
los médicos practicantes. La prescripcion del tratamiento, por
ejemplo, las decisiones sobre dosificacién, etc., es responsabilidad
de los meédicos generales y de otros doctores médicos, y puede
depender de la gravedad de los sintomas o del progreso de una
enfermedad a tratar. Las dosis apropiadas de los anticuerpos son
bien conocidas en la técnica (Ledermann y colaboradores., 1991;
Bagshawe y colaboradores., 1991). Se pueden utilizar las
dosificaciones especificas indicadas en la presente o en Physician's
Desk Reference (2009), como sean adecuadas para el tipo de
medicamento que se esté administrando. Una cantidad
terapéuticamente efectiva o una dosis adecuada de un miembro

enlazador de la invencién se puede determinar comparando su
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actividad in vitro y su actividad in vivo en un modelo animal. Los
métodos para la extrapolacién de las dosificaciones efectivas en
ratones y en otros animales de prueba o en seres humanos son
conocidos. La dosis exacta dependera de varios factores, incluyendo
si el anticuerpo es para diagnéstico, prevenciéon o tratamiento, del
tamafno y ubicacién de la zona a tratar, de la naturaleza precisa del
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo entero o fragmento), y de la
naturaleza de cualquier marca detectable u otra molécula unida al
anticuerpo. Una dosis de anticuerpo tipica estara en el intervalo de
100 microgramos a 1 gramo para aplicaciones sistémicas, y de 1
microgramo a 1 miligramo para aplicaciones tépicas. Se puede
administrar una dosis de carga inicial mas alta, seguida por una o
mas dosis mas bajas. Normalmente, el anticuerpo sera un anticuerpo
entero, por ejemplo, el isotipo de |gG,. Esta es una dosis para un
sqlo tratamiento de un paciente adulto, que puede ajustarse
proporcionalmente para nifios, bebés y recién nacidos, y también se
puede ajusta.r para otros formatos de anticuerpos en proporcién al
peso molecular. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos
diarios, dos veces por semana, semanales o mensuales, a discrecién
del médico. Los tratamientos pueden ser cada dos a cuatro semanas
por via subcutanea, y cada cuatro a ocho semanas para
administracion intravenosa. El tratamiento puede ser periédico, y el
periodo entre administraciones es de aproximadamente dos semanas
o mas, por ejemplo, de aproximadamente tres semanas o mas, de

aproximadamente cuatro semanas o mas, o de aproximadamente una
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vez al mes. El tratamiento puede darse antes y/o después de la
cirugia de trasplante, y/o se puede administrar o aplicar directamente
en el sitio anatémico del tratamiento quirurgico.

Los miembros enlazadores del citomegalovirus humano (hCMV)
de la invencién pueden ofrecer ventajas en cuanto a los
requerimientos de dosis y administracién, en comparacién con los
anticuerpos para el citomegalovirus humano (hCMV) dados a conocer
previamente en la materia, como se discutié6 anteriormente. Por
ejemplo, si la dosis de un prodﬁcto terapéutico anti-hCMV es mas
baja, puede haber ventajas significativas en que la dosis baja facilite
las inyecciones subcutaneas, asi como las inyecciones intravenosas.
Es bien sabido por los entendidos en la materia, que la dosificacién
subcutanea puede estar limitada por la cantidad de miembros
enlazadores, por ejemplo, la molécula de anticuerpo, requeridos por
dosis. Esto es debido a que la inyeccidon subcutanea esta limitada
por el volumen que puede ser inyectado en un sitio de la piel.
Normalmente se utilizan volimenes de inyecciéon subcutanea de 1.2
mililitros o menos. Debido a que cada vez mas dificil formular un
miembro enlazador para inyeccion subcutanea en concentraciones
superiores a 50 miligramos/mililitro, las dosis mayores de 100
miligramos por esta via suelen requerir multiples inyecciones y mas
molestias para el paciente. Por consiguiente, es conveniente una
dosis mas baja, por ejemplo, de un miembro enlazador de
citomegalovirus humano (hCMV) mas potente, debido a que amplia

las vias de administracion.
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EJEMPLOS

Eiemplo 1: Clasificacion FACS de las células-B de memoria

especificas del citomegalovirus humano (hCMV) v la transformacion

EBV de las células-B de memoria positivas para 1gG

Después de que se obtuvo el consentimiento informado del
donante, se recolectd sangre periférica (300 mililitros) a partir de los
donantes sanos seropositivos para el citomegalovirus humano

(hCMV), cuyo suero se habia rastreado previamente para determinar

las titulaciones altas de enlace de gB y la actividad neutralizante del

citomegalovirus humano (hCMV) eficiente. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se purificaron mediante
centrifugacién en gradiente de densidad Ficoll (Lymphoflot, Biotest,
Dreieich, Alemania). Después del enriquecimiento de las células-B
utilizando micro-granulos de CD22 anti-humano (Mitenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania), las células-B se marcaron con los
siguientes reactivos: a. CD19-FITC anti-humano (Miltenyi Biotec,
Alemania); b. CD27-PE anti-humano (BD Bioscience Pharmigen,
Basilea, Suiza); c. IgG-bio anti-humano (Jackson Immuno-Research,
West Grove, PA, EUA); d. estreptavidina, conjugado Alexa Fluor® 350
(Molecular Probes Inc, Eugene, OR, EUA), y e. glicoproteina B
marcada con Cy5 (100 nanogramos por 1 x 10° células-B). Las
células-B de memoria positivas para IgG, especificas de gB, se
aislaron mediante la seleccién de las células que cumplieron con los

siguientes cuatro criterios: FITC+/PE+/Alexa Fluor® 350+ y Cy5+

A
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(Véase la Figura 2). De una manera alternativa, se marcaron las
células B con los siguientes reactivos: a. CD19-PerCP anti-humano
(Dianova, Hamburgo, Alemania); b. CD27-PE anti-humano (BD
Bioscience Pharmigen, Basilea, Suiza); c¢. IgG-FITC anti-humano
(Dianova, Hamburgo, Alemania); d. glicoproteina B marcada con Cy5
(100 nanogramos por 1 x 10° células-B). Estas células B de memoria
especifica de gB, positivas para 1gG, se analizaron cada una
utilizando FACSCalibur® (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) o
se aislaron mediante la clasificacion que satisficiera los criterios
PerCP+/PE+/FITC+ y Cy5+,

Las ceélulas se clasificaroh en una concentracién de 5 6 10
células/pozo, en microplacas de fondo planb de 96 pozos que
contenian una capa confluyente de célulé\s alimentadoras irradiadas
(fibroblastos de prepucio humano, HFFs), utilizando un clasificador
de células MoFloM? (Cytomation, Freiburg, Alemania). Las células
clasificadas crecieron en un medio completo RPMI-1640
complementado con glutamina 2 mM, penicilina 100 [U/mililitro,
estreptomicina 100 microgramos/mililitro, 2-mercapto-etanol 50 uyM, y
suero fetal de becerro al 10 por ciento (inactivado por calor) (PAN-
Biotech, Aidenbach, Alemania) en la presencia de EBV que contenia
el sobrenadante del cultivo celular (30 por ciento del sobrenadante
de la linea celular B95-8 producida por EBV), y CpG ODN 2006 (2,5
microgramos/mililitro) como se describié anteriormente (Rosén vy
colaboradores, 1977; Steinitz y colaboradores, 1977; Bernasconi y

colaboradores, 2002; Jung y colaboradores, 2002; Traggiai y

a7
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colaboradores, 2004). Después de tres semanas, se seleccionaron
los sobrenadantes del cultivo a partir de las lineas celulares
generadas para deterrhinar la especificidad de gB utilizando el
analisis de inmunoabsorcién enlazado a enzimas (ELISA). En breve,
las placas ELISA (Nunc) se recubrieron con 0.5 microgramos/mililitro
de glicoproteina B en regulador de carbonato, pH de 9.6, durante 16
horas a 4°C. L.as placas recubiertas de gB se lavaron seis veces con
suero regulado con fosfato (PBS) complementado con Tween al 0.05
por ciento (regulador de lavado de ELISA), y se bloquearon durante 2
horas con suero regulado con fosfato complementado con Tween al
0.05 por ciento y suero fetal de becerro al 2 por ciento (regulador de
ELISA). Se incubaron 50 microlitros de sobrenadantes de cultivo por
pozo durante 1 hora a temperatura ambiente y, después de otro paso
de lavado, se revel6 el enlace del anticuerpo utilizando anticuerpos
secundarios especificos del fragmento Fcy acoplados con peroxidasa
(Jackson ImmunoResearch, EUA). Después de un periodo de
incubacién de 1 hora, se removié el anticuerpo secundario no
enlazado mediante el lavado, y se determind la actividad enzimatica
utilizando 50 microlitros/pozo de o-fenil-diamina en una
concentracién de 0.04 miligramos/mililitro en regulador de fosfato-
citrato 0.05 M (pH de 5.0), H;O, al 0.05 por ciento. Después de la
incubacién durante 10 minutos a temperatura ambiente, la reaccion
se interrumpié mediante la adicion de 50 microlitros/pozo de H,SO,
2M, y se midio la densidad o6ptica (OD) a 492 nandémetros con un

fotometro SPECTRAmaxM® 190 ELISA (Molecular Devices,
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Sunnyvale, CA, EUA). Se utilizé6 el Software Softmax Pro 3.0
(Molecular Devices, EUA) para el analisis.

Ejemplo 2: Ensayo de neutralizacion in vitro del citomegalovirus

humano (hCMV)

Se seleccionaron los sobrenadantes de cultivo especificos de
gB para determinar la actividad neutralizante utilizando el
citomegalovirus humano (hCMV) cepa AD169 recombinante (HB15-
UL84prluc) que contenia un casete de expresion del gen reportero de
luciferasa en el genoma del citomegalovirus humano (hCMV), y lo
cual da como resultado la expresion de la enzima de luciferasa
después de la infeccion de las cél'ulas objetivo (amablemente
proporcionadas por el Prof. Dr. Thomas Stamminger, Institute of
Clinical and Molecular Virology, University Hospital Erlangen,
Alemania). La titulacién infecciosa en los sobrenadantes virales se
determiné mediante ensayos de TCID50 enAcéIuIas de fibroblastos
primarios (cualquiera de HFF o células MRC-5) sobre placas de 96
pozos, como se describe en Mahy y Kangro (1996). Para el ensayo
de neutralizacién basada en luciferasa, se incubaron volimenes
iguales del sobrenadante de cultivo especifico de gB y sobrenadante
de AD169ALuc titulado (300pfu) a 37°C durante 1 hora en 96
microplacas de fondo en U. Se transfirieron las mezclas de
anticuerpo-virus en monocapas de HFF previamente sembradas.
Después de una incubacién adicional a 37°C durante 4 horas, las
mezclas de anticuerpo-virus mezclas se remplazaron completamente

del medio. Siguiendo la incubacién durante otras 42 horas a 37°C,

BT
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las células se lisaron con 100 microlitros de regulador de lisis Glo
(Promega, Madison, WI) por pozo. 30 microlitros de cada pozo lisado
se puso dentro de una placa LIA de 96 pozos blanca (Greiner Bio-
ona, Frickenhausen, Alemania). Por pozo, se agregaron 50
microlitros de regulador de ensayo (KH,PO, 15 mM, glicil-glicina
25mM, MgSO4, 1 M, EGTA 0.5 M, ATP 5 mM, DTT 1 mM). Se llevé a
cabo la inyeccién de 50 microlitros por pozo de solucién de D-
luciferina (P.J.K. Kleinbittersdorf, Alemania) (en glicil-glicina 25 mM,
MgSO, 1 M, EGTA 0.5 M, DTT 2 mM, y D-Luciferina 0.05 mM), y la
deteccién de la quimiluminiscencia mediante un luminémetro Centro
LB 960 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania). Se utilizo el
Software MicroWin2000 (Mikrotek Laborsysteme, Overath, Alemania)
para el analisis. Las unidades de Iluz relativa (RLU) medidas
mediante el lumindmetro, se expresaron en porcentaje de
neutralizacién utilizando el siguiente calculo:

%-neutralizacién = 100 x (Vo — V,)/Vo, en donde V, representa
las RLU en los pozos que contenian virus y anticuerpo, y V,
representa las RLU en los pozos que contenian virus solo. E! primer
rastreo revelé nueve sobrenadantes de cultivo especificos de gB que
neutralizaron la inefectividad del hCMV, y un segundo rastreo reveld
tres sobrenadantes de cultivo especificos de gB adicionales que
neutralizaron la inefectividad del hCMV. Las nueve lineas de células-
B de memoria inmortalizadas por EBV y los anticuerpos
neutralizantes producidos por ellas, se denominaron como SM1,

SM3, SM4, SM5, SM6, SM7, SM9, SM10 y SM11 (véase la Tabla 1
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mas adelante). Las tres lineas celulares B inmortalizadas por EBV
adicionales y los anticuerpos neutralizantes producidos por ellas, se
denominaron como SM12, 2C2 y 1G2 (véase la Tabla 1 mas
adelante).

Una titulacion de neutralizante del 50 por ciento (ICsp) se
indica como la concentracién de anticuerpo que da como resultado
una reduccién del 50 por ciento de la infeccidén por el citomegalovirus
humano (hCMV). De wuna manera similar, una titulacién de
neutralizante del 90 por ciento (ICg) se indica como la concentracion
de anticuerpo que da como resultado una reduccion del 90 por ciento
de la infeccién por el citomegalovirus humano (hCMV). Para calcular
las actividades neutralizantes de los anticuerpos, se determinaron
las concentraciones de IgG de los sobrenadantes de cultivo mediante
ELISA. Para este propésito, las placas ELISA se recubrieron con IgG
anti-humano, el anticuerpo que atrapa especificamente el fragmento
Fcy (Jackson ImmunoResearch, EUA). Las diluciones dobles en serie
de los sobrenadantes de cultivo del anticuerpo SM en regulador de
ELISA se compararon con el estandar de IgG policlonal de la
concentracion conocida (concentracién de suministro de 11.1
miligramos/mililitro; Cat No: 009-000-003, Jackson ImmunoResearch,
EUA). Las concentraciones de IgG de las muestras se calcularon
utilizando el software de ELISA Softmax Pro 3.0 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA). Las actividades de neutralizacién en relacion
con la concentracién de 1IgG de los sobrenadantes de cultivo de la

linea celular de EBV se muestran en la siguiente Tabla 1:
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inmortalizadas por EBV
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de lineas

de células-B

de memoria

Concentrado Actividad de Actividad de
No. de
Linea de IgG del neutralizacién | neutralizacién
células
EBV | sobrenadante del 50% del 90%
granuladas
(ng/ml) (Hg/ml) (ng/ml)
SM1 10.8 3.6 x 10° 0.8 2.0
SM3 14.7 3.5 x 10° 0.5 1.0
SM4 19.5 6.0 x 10° 0.3 0.6
SM5 18.5 3.3x 10° 0.4 0.9
SM6 8.7 2.2 x 10° 0.3 1.0
SM7 13.4 3.8 x 10° 0.4 1.0
SM9 21.5 1.0 x 10° 1.0 9.0
SM10 6.9 5.0 x 10° 0.3 1.0
SM10 28.5 n.d. 0.3 1.0
SM11 18.2 7.0 x 10° 1.0 6.0
SM12 22.5 n.d. 1.6 8.0
2C2 11.9 n.d. 0.3 1.3
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Concentrado Actividad de Actividad de
No. de
Linea de IgG del neutralizaciéon | neutralizacién
células
EBV | sobrenadante del 50% del 90%
granuladas :
(ug/ml) (ng/ml) (hg/ml)
1G2 25.5 n.d. 0.1 0.4

Habiendo determinado las concentraciones de IgG de los
sobrenadantes de la linea de EBV, se llevé a cabo un ensayo de
neutralizacion adicional para seis de los sobrenadantes de la linea
celular; estos sobrenadantes mostraron valores ICs, de entre 0.5 y
2.3 microgramos/mililitro (Tabla 2; véase mas adelante). El ensayo
de neutralizaciéon se llevé a cabo como se describe en _eI parrafo
anterior, con la modificacién de que se prepararon las diluciones
dobles en serie de los sobrenadantes de anticuerpo, por triplicado,
antes de |la adicién del virus.

Tabla 2: Actividades neutralizantes del citomegalovirus humano

(hCMV) de los anticuerpos especificos de gB producidos mediante

las lineas de células-B de memoria inmortalizadas por EBV

Linea EBV Actividad Neutralizante del 50% (ug/ml)
SM1 1.3
SM3 0.8

SM4 0.6

10t
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Linea EBV Actividad Neutralizante del 50% (ug/ml)
SM5 0.6
SMé 0.5
SM11 2.3
ITC88* 1.5

Los resultados reflejan los valores promedio de los tres
ensayos independientes. Las variaciones entre ensayos estuvo en el
intervalo del 10 al 20 por ciento.

* Se utilizé6 ITC88 como un control positivo (Ohlin vy
colaboradores, 1993).

Las lineas de células-B de memoria inmortalizadas por EBV se
granularon produciendo los anticuerpos neutralizantes y se
congelaron a -80°C, hasta que se requirieron para el procesamiento
adicional.

Ejemplo 3: Clonacion _de las regiones variables del anticuerpo a

partir de las lineas celulares anti-hCMV de EBV

En los Ejemplos 3.1 a 3.4 las regiones variables de los anti-
anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV) a
partir de nueve lineas de células-B humanas transformadas por EBV

(SM1, 3-7, 9-11) se amplificaron mediante reaccién en cadena de la

(40
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polimerasa (PCR) semi anidada y se clonaron en vectores pCDNA3
(Invitrogen) que contienen la region constante de inmunoglobulina
apropiada. Estas construcciones subsiguientemente se utilizaron
para transfectar las células CHO y los anticuerpos expresados se
probaron utilizando tecnologia de arreglos de suspensién y la
resonancia de plasmén superficial (Biacore®, GE Healthcare)-
(Ejemplo 5), y se neutralizaron los ensayos (Ejemplo 4), para las
primeras proyecciones. En los Ejemplos 3.5-3.7, las regiones
variables de anti-anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus
humano (hCMV) a partir de cuatro lineas de células-B humanas
transformadas por EBV (SM10, SM12, 2C2 y 1G2) se amplificaron
mediante reaccién en cadena de la polimerésa (PCR) anidada y se
clonaron en vectores de expresion que contienen la regiéon constante
de inmunoglobulina apropiada de acuerdo con el método descrito en
Tiller y colaboradores, 2008. Estas construcciones
subsiguientemente se utilizaron para transfectar células HEK 293T y
los anticuerpos expresados se probaron en ensayos de
neutralizacién (Ejemplo 4) como parte de las proyecciones iniciales.

El término ‘regién variable’ significa Genes reconfigurados VDJ
para cadenas pesadas y genes reconfigurados VJ para cadenas
ligeras.

3.1 La purificacion de ARN vy la sintesis de ADNc de la

primera cadena

~Los granulos de células congeladas de SM1 de lineas de

células-B de memoria transformada por EBV, 3-7 y 9-11 se

\'J\
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sometieron a total purificacién de ARN con TRIZOL® reactivo
(Invitrogen). Los granulos celulares se sacaron del congelador a -
80°C y se lisaron inmediatamente con TRIZOL®. Después de 5
minutos de incubacién a temperatura ambiente, se le agregaron 0.2
mililitros de cloroformo (Roth, Alemania) por 1 mililitro de TRI1ZOL® y
los tubos se mezclaron gentilmente durante 1 minuto. Se incubaron
los lisados durante 3 minutos sobre hielo y se centrifugaron a
14000rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase superior acuosa se
transfiri6 a un tubo fresco y se le agregaron 0.5 mililitros de
isopropanol (Roth, Alemania) por 1 mililitro de TRIZOL®. Después de
la incubaciéon durante 10 minutos a temperatura ambiente, los tubos
se centrifugaron a 14000 revoluciones por minuto durante 10 minutos
a 4°C. Se descartaron los sobrenadantes y los granulos de ARN se
lavaron con 1 mililitro de etanol al por ciento (Roth, Alemania). Los
granulos se secaron al aire durante 10 a 15 minutos a temperatura
ambiente, y se disolvieron mediante la adicién de 30 a 50 microlitros
de agua doblemente destilada libre de ARNsa (Fermentas Life
Sciences), y mediante la incubacién durante 10 minutos a 55°C. La
concentracion de ARN se midié mediante espectrofotometria UV y las
muestras de ARN se almacenaron a -80°C. Se realizdé la sintesis de
ADNc de primera cadena utilizando un kit de sintesis de ADNc de
primera cadena RevertAid"® (Fermentas Life Sciences) siguiendo el
manual de fabricacién.

3.2 PCR semi-anidada

Las regiones codificantes variables de anticuerpos humanos

W/
¢V
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fueron amplificadas por PCR semi-anidada. La PCR semi-anidada se
realiz6 mediante la ejecuciéon de dos reacciones en cadena de la
polimerasa (PCRs) sucesivas (los parametros de PCR se muestran
en la Tabla 3 a continuacién), ambos con el mismo programa
(TDNPCR1; Tabla 4a abajo), con diferentes cebadores 5' hacia
adelante y la misma mezcla de cebadores 3' en reversa (Tabla 5
abajo; todos los iniciadores de segmento J juntos). Como una
plantilla para la primera PCR se usé 1 microlitro de ADNc. Para la
segunda PCR se usé 1 microlitro del producto de PCR de la primera
PCR (sin diluir o diluida 1:10 - 1:100, segln el rendimiento de ADN
después de la primera PCR). EI ADNc de todas las lineas de la EBV
se amplificaron mediante combinaciones de todos los cebadores Vy,
VK y VA. Se utilizaron cinco diferentes cebadores hacia adelante en
combinaciéon con cinco cebadores en reversa para amplificar las
regiones variables de cadena ligera kappa (Tabla 5a). Se utilizaron
tres diferentes cebadores hacia adelante en combinacién con 4
cebadores en reversa diferentes para amplificar las regiones
variables de cadena ligera lambda (Tabla 5b). Se utilizaron seis
cebadores hacia adelante diferentes en combinacién con cuatro
cebadores en reversa diferéntes para amplificar las regiones
variables de cadena pesada (Tabla 5c¢).

En todas las lineas de EBV se amplificaron mas de una region
variable de cadena pesada y ligera. Las regiones variables
amplificadas se digirieron con HindllI/Eco47lll (cadenas pesadas y

cadenas ligeras kappa) o con Hindlll/Avrll (cadenas ligeras lambda)

(4=
Nis
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y se clonaron en pCDNA3 (Invitrogen) que ya contenia las regiones
codificantes constantes correspondientes para y1, k o A humanas, tal
como se describe en el Ejemplo 3.4.

Los productos resultantes de la PCR de longitud predichos
fueron ligados finales contundentes en PCR4Blunt-TOPO (Invitrogen)
y tras el analisis de la secuencia, las regiones variables se sub-
clonaron en pCDNA3 (Invitrogen) como se describe en Ejemplo 3.4.
Sin embargo, para aumentar ademas el rendimiento de las regiones
variables de cadena ligera de A amplificado, se optimizaron las
condiciones de PCR (FWUWPCR de programa de PCR, ver Tabla 4b

a continuacién).

Tabla 3: Parametros de PCR

Volumen por reaccién: 30 pl Concentracioén final

Polimerasa:
mezcla enzimatica de PCR de
0,75u/30 pi (0,15 ul)
alta fidelidad 5u/ul,

Fermentas No. Cat. K0192

Mezcla de dNTP 10 mM cada una 300uM (0,9ul)

MgCl, 25 mM 2mM (2,4ul)

Cebador hacia adelante 5’
0,5uM (1,5 ul)
10pmol/ul
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Volumen por reaccién: 30 pi

Concentraciéon final

Mezcla de cebador en reversa 3’

(Todos los cebadores del

Ju1-6: 2uM, o

Jgk1-5: 1uM, o

segmento J juntos) JA1-7: 0,5uM

Tabla 4: Programas de PCR

a) TDNPCR1
1. Desnaturalizacién inicial 95°C 2min
2. Desnaturalizacién 95°C 20s
3. Templado 60°C 30s

10 ciclos

4. Elongacién 72°C 1min

10 ciclos con disminucién de temperatura de

templado (-0,5°C cada ciclo)

5. Desnaturalizacion 95°C 20s
6. Templado 55°C 30s
7. Elongacion 72°C 1min 10 ciclos

10 ciclos con temperatura de templado de 55°C

el
7
(U4
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8. Desnaturalizacién 95°C 20s
9. Templado 53°C 30s
15 ciclos

10. Elongacion 72°C Tmin

15 ciclos con temperatura de templado de 53°C
11. Elongacién final 72°C 10min
12. Enfriamiento 10°C Sostener

b) FWUWPCR
1. Desnaturalizacioén inicial 94°C 5min
2. Templado 55°C 40s
3. Elongacién 72°C 1min
4. Desnaturalizacion 94°C 40s
5. Templado 55°C 40s 30 ciclos
6. Elongacioén 72°C Tmin
7. Elongacién final 72°C 3min
8. Enfriamiento 10°C Sostener

yut
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Tabla 5a: Cebadores para amplificar la regién variable de

cadena ligera K

141

1. Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre | NUmero Secuencia SEQ ID
5 GTC AGW CCC AGT CAG GAC
nes Vk1 | 074-Je No:198
ACA GC 3
5 ACT CCTCAG TTC ACC TTC TCA
nes Vk2 | 075-Je No:199
CM 3
5 TCA GTT AGG ACC CAG ASG GAA
nes Vk3 | 076-Je No:200
3!
5' CAA CAG GCA GGC AGG GGC
nes Vk4 | 150-Je No:201
AGC AAG 3'
5' CAC CTG CAG GTC AGG GCC
nes VK5 | 151-Je No:202
AAG GTT 3'
2.vCebadores hacia adelante (5’) de PCR
Nombre Numero Secuencia SEQ ID
Vk1 5°- 5 CTG AAG CTT CCA TGG ACA
neu hacia | 077-Je TGA GGG TCC CCG CTC AGC No:203
adelante TCC 3'

24X
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2. Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre |Numero Secuencia SEQ ID
VK2 5‘- 5' CTG AGG CTT CCA TGA GGC

hacia 078-Je |TCC CTG CTC AGC TCC TGG GGC | No:204
adelante TG 3'

VK3 5 5 CTG AAG CTT CCA TGG AAG

hacia 007-Je |CCC CAG CGC AGC TTC TCT TCC | No:205
adelante TC 3

VK4 5 5'CTG AAG CTT CCATGG TGT

hacia 152-Je | TGC AGA CCC AGG TCTTCA TTT | No:206
adelante CTC 3

VK5 5 5' ' CTG AAG CTT CCA TGG GGT

hacia 153-Je |CCC AGG TTC ACC TCC TCA GCT | No:207
adelante TCC 3'

1.+ 2. Cebadores en reversa de PCR (3’)

Mezcla "Jk1-5": 66-Je + 67-Je + 68-Je + 69-Je + 70-Je

Nombre

Numero

Secuencia

SEQ ID

|u
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1.+ 2. Cebadores en reversa de PCR (3’) .

Mezcia "Jk1-5": 66-Je + 67-Je + 68-Je + 69-Je + 70-Je

Nombre |NuUmero Secuencia SEQ ID
Jk1
5 TAG AGC GCTTGA TTT CCA
HindlIll/ 066-Je No:208
CCTTGG TCC CTT GG 3
Eco47lll
JK2
5" TAG AGC GCTTGA TCT CCA
Hindlll/ 067-Je No:209
GCTTGG TCC CCT GG 3
Eco47Ill
Jk3
5 TAG AGC GCT TGA TAT CCA
Hindll1/ 068-Je No:210
CTTTGG TCC CAG GG 3'
Eco47Ill
Jk4
5" TAG AGC GCT TGA TCT CCA
Hindlll/ 069-Je No:211
CCTTGG TCC CTC CG 3
Eco47lIl
JKS
5 TAG AGC GCT TAA TCT CCA
Hindll1/ 070-Je No:212
GTC GTG TCC CTT GG 3
Eco47Ill

s
) ¥
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Tabla 5b: Cebadores para amplificar la

cadena lambda A

144

regién variable de

Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre Numero Secuencia SEQ ID
VA1-
5' CAG GAC TCA GGA CAA TCT
corriente | 258-Je No:213
CCA GC 3'
arriba
VA2-
corriente | 259-Je |5 YYY CSG GAC GTC YYC ACC 3'|{ No:214
arriba
VA3-
corriente | 260-Je |5 ATC TGG GGG KCT YYC RCC 3'| No:215
arriba
Cebadores hacia adelante (5’) de PCR
Nombre |[NuUumero Secuencia SEQ ID
5 GAT AAG CTT CCATGG CCT
VA1-lider | 261-Je No:216

GST CCC CTC TCC TCC TCAC 3

s
150
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Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre |NuUmero Secuencia SEQ ID
5' GAT AAG CTT CCA TGG CCT

VA2-lider | 262-Je No:217
GGG CTC TGC TCC TCC TC 3
5' GAT AAG CTT CCA TGG CCT

VA3-lider | 263-Je : No:218

GGA CCC CTC TCC TSC TC 3

1. + 2. Cebadores en reversa (3’) de PCR,

Mezcla "JA1-7": 264-Je + 265-Je + 266-Je + 267-Je

Nombre |NuUmero Secuencia SEQ ID
: 5' GAG CCT AGG ACG GTG ACC
JA1,2,3,6 | 264-Je No:219
TTG GTC CC 3
5' GAG CCT AGG ATG ATC AGC
JA4 265-Je No:220
TGG GTT CCT CC 3'
5' GAG CCT AGG ACG GTC AGC
JAS 266-Je No:221
TCG CTC CCC TC 3
5' GAG CCT AGG GCG GTC AGC
JA7 267-Je No:222

TGG GTG CCT CC 3

0

51
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Tabla 5c:

cadena pesada

Cebadores para amplificar la

146

regién variable de

1. Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre |NiUmero Secuencia SEQ No
5" CCC TGA GAG CAC AGY TCC TCA
nes Vu1 84-B No:223
cCc 3
5 AGT GACTCC TGT GCM CCA CC
nes V42 | 155-de No:224
3!
5' GCA CTG AAC ACA GAG GCA TCA
nes Vu3 85-B No:225
cCc 3
nes Vu4 5" CMT GGA YCT CMT GYR CRA GAA
161-Je No:226
vi C 3
5 AGG GCTTCATTT TCT GTC CTC
nes Vy5 | 162-Je No:227
CAC CAT C &
5 GGG CAG TCA CCA GAG CTC CAG
nes Vyu6 | 154-Je No:228

ACA 3

B
%4
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2. Cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Nombre Numero Secuencia SEQ ID
5 CTG AAG CTT CCA TGG ACT
Vu1 5’ hacia
001-Je GGA CCT GGA GGA TCC TCT No:229
adelante
TCT TG 3'
Vh2 5’ neu 5 CTG AAG CTT CCA TGG ACA
hacia 158-Je |CAC TTT GCT CCA CGC TCC TG | No:230
adelante 3
5 CTG AAG CTT CCA TGG AGT
Vy3 5’ hacia
003-Je TTG GGC TGA GCT GGG TTT No:231
adelante
TCC TTG 3
Vu4 5’ neu 5 CTG AAG CTT CCA TGA AAC
hacia 159-Je ACC TGT GGT TCT TCC TCC No:232
adelante TSC TGG 3
5 CTG AAG CTT CCA TGG GGT
Vu5 5’ hacia
156-Je CAA CCG CCATCC TCG CCC No:233
adelante
' TCC TCC 3
5 CTG AAG CTT CCA TGT CTG
V46 5 hacia
157-Je TCT CCTTCC TCA TCT TCC No0:234
adelante

TGC CCG 3'

»
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1. + 2. Cebadores en reversa (3’) de PCR,

Mezcla "Ju1-6": 62-Je + 63-Je + 65-Je + 64-Je

Nombre Numero Secuencia SEQ ID
Ju 1,4,5
5' TAG AGC GCT GGA GAC GGT
Hindlll/ 062-Je No:235
GAC CAG GGT TCC CTG G 3
Eco47lll
Ju2 Hindlll/ 5' TAG AGC GCT GGA GAC AGT
063-Je No:236
Eco47Il1l GAC CAG GGT GCC ACG &
Ju3 Hindlll/ 5' TAG AGC GCT AGA GAC GGT
065-Je No:237
Eco47lll GAC CATTGT CCC TTGG 3'
Ju6 Hindlll/ 5' TAG AGC GCT GGA GAC GGT
064-Je No:238
Eco47ll1l GAC CGT GGT GCC TTT TT 3'

3.3 Vector de preparacién de columna vertebral

Las regiones variables amplificadas se clonaron en un vector
de pCDNA3 (invitrogen) que contenia las regiones constantes de
cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina apropiado. Para la
clonaciéon de regiones variables de cadena pesada de construccion

pd1612-Je (pCDNA3-EGFP-Cy) se digiri6 con Hindll{/Eco47lll

AS
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(genera dos bandas de 6505bp y 727bp), se desfosforilé con CIP y el
fragmento 6505bp se purificé con gel. Para la clonacién de las
regiones variables de cadena ligera lambda, la construccion pd1864-
Je (VA2-Avrll(-) pCDNA3-2-4 se digirié con Hindlll/Avrll (genera dos
bandas de 5858bp y 394bp), se desfosforilé6 con CIP y el fragmento
5858bp se purific6é con gel. Para la clonacion de las regiones
variables de cadena ligera képpa, la construccién pd703-Je
(PCDNA3-ITC88 Vk) se digiri6 con Hindlli/Eco471ll (genera dos
bandas de 6050 bp y 392 bp), se desfosforilé con CIP y la banda de

6050 bp se purificé con gel.

3.4 Preparacion de insercidn

Los productos de PCR de las regiones variables de anticuerpo
amplificado se purificaron con gel, se digirieron con Hindlll/Eco47Ill
(regiones de variable de cadena pesada y cadena ligera kappa) o
con Hindlll/Avrll (regiones variables de cadena ligera lambda) vy
entonces, se ligaron al marco en un vector pCDNA3 que contiene la
regiéon constante de inmunoglobulina apropiada utilizando ligasa de
T4 de ADN segun lo recomendado por el fabricante de la enzima. La
ligadura de ADN se realizé durante la noche a 16°C. Como una
excepcién a este método, los productos de PCR de las regiones
variables de anticuerpos VA1 de SM1 y SM4 VA1 VA2 SM9
primeramente se ligaron en los extremos romos en PCR4Blunt-TOPO
(Invitrogen) siguiendo el manual de usuario del kit de ligadura de

extremo romo (lnvitrogen). Después de analizar las secuencias de

e
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diversas mini-preparaciones, unicamente los clones que contienen
secuencias VA de buena fe se digirieron con Hindlll/Avrll y las
regiones variabies fueron purificadas con gel y se sub-clonaron en el
vector pCDNA3 adecuado (pd 1864-Je; ver mas abajo). Se revistido 1
microlitro de cada ligadura electroporada en células DH10B (1900V/5
ms). Luego se revistieron 200 microlitros de las bacterias
electroporadas en placas LB-agar + 100 microgramos/mililitro de
ampicilina. De cada co_nstruccién, se recogieron aproximadamente 10
colonias, que crecieron durante la noche y se realizaron mini-
preparaciones (cada colonia también se traté con placa de LB-agar +
100 microgramos/mililitro de ampicilina). Se realizé una digestiéon de
control para identificar clones positivos con Hindlll/Eco47IIl (H/E)
para las construcciones con una cadena pesada o una cadena ligera
kappa y con Hindlill/Avrlil (H/A) para las construcciones con Ila
cadena ligera lambda. Se analizaron los clones positivos en
secuenciacién de ADN con cebador 179-Je (secuencia: 5' AGA GAA
CCC GCT TAC TG 3'; SEQ ID No: 196).

Como se mencion6 anteriormente, una minoria de regiones
variables se clonaron primero en una red troncal de vector de

pCR4Blunt-TOPO (Invitrogen). Después del analisis de la secuencia,

" los clones positivos se sub-clonaron en vectores de pCDNA3 como

se describié anteriormente. Para la preparaciéon de inserto, se
digirieron Pd1887-Je (VA1_J pCR4Blunt-TOPO-SM9L7 # 2) y pd1888-
Je (pCR4Blunt-TOPO-SM1 VIM1_JI7 # 4) con Hindlll/Avril. Las

regiones variables (394 bp) fueron purificadas con el gel y se ligaron

\so
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a pCDNA3. Se electroporé 1 microlitro de cada ligadura en células
DH10B (1900V/5 ms). Se reVistieron 250 microlitros de las bacterias
electroporadas en placas de LB-agar + 100 microgramos/mililitro de
ampicilina. Se recogieron cinco colonias de cada ligadura, se
realizaron mini-preparaciones y se digiri6 el ADN con HindllI/Avrll
para identificar los clones positivos.

En la Tabla 6 a continuacién, se presenta un compendio del
numero de regiones variables de cadena pesada (HC) de anticuerpos
y regiones variables de cadena ligera (LC) clonadas a partir de
células humanas de B transformadas por EBV. Los anticuerpos
neutralizantes 46 (ultima columna) son el resultado de diferentes
combinaciones de 18 cadenas pesadas Unicas y 18 cadenas ligeras
lambda unicas. Ninguna de las combinaciones de cadenas pesadas
con cadenas ligeras kappa resulta en los anticuerpos neutralizantes
del citomegalovirus humano (hCMV). Todas las cadenas pesadas
(familia Vy1; 151 aminoacidos, incluyendo la secuencia lider) se
derivan de un gen V-linea germinal: IFN-1. Todas las cadenas ligeras
lambda (familia VA1; 128 aminoéacidos, incluyendo la secuencia lider)
se derivan de un gen V-linea germinal: IGVA1-51. Estas regiones
variables de los anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus
humano (hCMV) estdn marcadas en negrita en la Tabla 6. Las
cadenas ligeras y pesadas, derivadas de otros genes V-linea
germinal también se recuperaron pero no tuvo como resultado la

generacion de anticuerpos neutralizantes.

p%!
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Tabla 6: Compendio de anticuerpos anti-CMV clonados a partir de nueve lineas de EBV
Linea No. de LC kappa LC lambda No.de | Combinaciones | Anticuerpos Anticuerpos
de EBV |(aminoacidos) | HCs | (aminacidos) | (aminacid LCs teé;ii(;atde expresad neutrali
SM 1 Vhl (151) 2 vkl (130) 1 5 2
V11l (130) 1 5
Vh3 (142) 3 V11l (128)* 2 10 9 3
SM 3 Vhl (151) 3 V11 (128) 8 24 6 4
SM 4 | vhl (151) 2 Vil (128*, 10 20 16 13
129, 133)
Vkl (131) 2 4 1
Vk3 (129) 1 2 1
SM 5 | vhl (151) 3 V11 (128) ) 12 9 9
SM 6 Vhl (151) 3 V11 (128, 15 75 25 12
129, 130,
131),
V12 (130,
131)
Vh5 (148) 2 28 9
SM 7 Vhl (151) 4 Vkl (130) 2 8 2 0
SM 9 Vhl (142) 2 V1l (128), 5 10 4 0
V12 (130)
SM 10 | vhl (138) 3 Vk2 (133) 2 [ 2 0
SM 11 | Vhl (151) 10 vkl (130) 2 20 9
V11l (128)* 6 60 5 5
V11l (130) 1 10
37 62 295 100 46

* Indica la cadena clonada a partir de 3 lineas SM diferentes.

2si
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La siguiente Tabla 7 da una vision general
combinaciones de cadena ligera y pesada lambda que dan como
resultado
encuentra mas adelante, resume los numeros de SEQ ID del listado
de secuencias adjunto, para las cadenas ligeras y pesadas de CDRs

de los anticuerpos neutralizantes que se muestran en la siguiente

Tabla 7.

Tabla 7. Combinaciones de anticuerpos de cadena Pesada y

Ligera
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los anticuerpos neutralizantes.

La Tabla

de todas

19, que se

las

Vo

Vi

SM5-1

SM4-10

SM6-5

SM1-6

SM3-1

SM5-6

SM5-1

Ab-28

Ab-03

SM4-10

Ab-02

SM6-5

Ab-04

SM1-6

Ab-11

SM3-1

Ab-14

SM11-

17

Ab-42

SM11-
21

Ab-46
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Vu SM56-1 | SM4-10 | SM6-5 SM1-6 SM3-1 SM5-6
SMé6-11 Ab-01
SM4-3 Ab-20 Ab-27
SM5-9 Ab-10 Ab-31
SM1-7 Ab-12
SM1-8 Ab-13
SM3-4
SM6-23 Ab-35
SM11-
Ab-43
18
SM11-
Ab-44
19
SM5-3 Ab-29
SM11-
Ab-45
20
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Cont.

Vi

Vi

SM6-

48

SM4-3

SM5-9 | SM4-12 | SM5-5

SM3-2

SM5-1

Ab-32 Ab-30

SM4-10

Ab-26

Ab-08

SM6-5

Ab-37

SM3-1

Ab-15

SMé6-11

Ab-05

SM4-3

Ab-06

Ab-22

SM5-9

Ab-07 Ab-09

SM3-4

Ab-17

SM6-23

Ab-38

-,
S,

Cont.

VH

SM3-4

SM4-1

SM4-5 SM4-7 SM6-6

SMé6-

51

SM4-10

Ab-25

Ab-23 Ab-24
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Cont. V.o

SM6-

Vu SM3-4 SM4-1 SM4-5 SM4-7 SM6-6
51

SM6-5 Ab-33 Ab-39
SM6-11 Ab-34 Ab-40
SM4-3 Ab-18 Ab-19 Ab-21
SM3-4 Ab-16
SM6-23 Ab-36 Ab-41

3.5 Purificaciéon del ARN y sintesis de la primera cadena del

ADNc

La purificacién del ARN de los granulos de células congelados
a partir de las lineas de células-B de memoria SM10, SM12, 2C2,
1G2 transformadas por EBV, se llevé a cabo utilizando el Mini Kit
RNeasy® (Qiagen) de acuerdo con el manual del fabricante. La
sintesis del ADNc se llevé a cabo utilizando el Kit de Sintesis de
ADNc del Transcriptor de Alta Fidelidad (Roche) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. |

3.6 PCR anidada

A partir del ADNc sintetizado en el Ejemplo 3.5 anterior, se

et
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amplificaron las regiones codificantes variables de anticuerpos
humanos mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
anidada ejecutando dos reacciones en cadena de la polimerasa
(PCRs) sucesivas (los parametros de la PCR se muestran en la Tabla
8) empezando a partir de 1 a 2 microlitros de ADNc como plantilla.
Ambas reacciones en cadena de |la polimerasa (PCRs) se realizaron
con el mismo programa (Tabla 9) con diferentes cebadores hacia
adelante 5' y cebadores en reversa 3' (Tabla 10). Como una plantilla,
para la primera ronda de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
se utilizaron 50 nanogramos de ADNc de plantilla y, para la segunda
ronda de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron
de 1 a 2 microlitros del producto de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (purificado mediante el Kit de Purificacién de PCR
Q!IAGEN) desde la primera ronda de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). El ADNc de todas las lineas de EBV se amplificé
mediante |las combinaciones de cebadores Vy, Vk y VA para la
primera ronda de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), como
se muestra en la Tabla 10a, y las combinaciones de cebadores V4,
Vk y VA para la segunda ronda de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), como se muestra en la Tabla 10b. Para la
segunda ronda de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), se
selecciondé un cebador de 'ajuste 6ptimo' para la secuencia obtenida
a partir de la primera ronda de reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) (Tabla 2, Tiller y colaboradores., ibid.).

}6:7/
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Tabla 8: Parametros de PCR

Sistema dNTPack de PCR de Alta Fidelidad Expand"®

Regulador de Alta Fidelidad Expand“® 1x (con MgCl,

15mM)

dNTPs de Alta Fidelidad Expand"®? 10mM/dNTP

20pmol de cada cebador’

50ng de ADN de plantilla o 1-2ul de ADNc

Mezcla de Enzimas de Alta Fidelidad Expand"R 2.6U

Tabla 9: Programa de PCR

. Desnaturalizacion Inicial | 94°C 5min 1 ciclo
. Desnaturalizacion 94°C 10s
. Templado 50°C 20s
40 ciclos
. Elongacién 72°C 55s
. Elongacién Final 72°C 7min
. Fin 18°C oo 1 ciclo

Je¥
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Tabla 10a: Cebadores para la primera ronda de amplificacién
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mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

1 Ronda de cebadores hacia adelante (5’) de PCR
Linea Nombre del Secuencia SEQ ID
EBV Cebador No:
SM10 5'1g L Cadena 5" CCC AGA TGG GTC CTG 296
VH VH 4/6 TCC CAG GTG CAG &
SM10 5'Ig L Cadena 5 ATG AGG STC CCY GCT 297
VK VK 1/2 CAGCTG CTG G &
SM12 296
como SM10 VH como SM10 VH
VH
SM12 297
como SM10 Vk como SM10 Vk
VK
SM12 5'1g L Cadena 5 GCTCTG TGA CCT CCT 298
VA VA 3 ATG AGC TG 3’
2C2 VH | como SM10 VH como SM10 VH 296
2C2 Vk | como SM10 Vk como SM10 Vk 297
1G2 VH | como SM10 VH como SM10 VH 296
1G2 VA | 5'Ig L cadena 5 GGT CCT GGG CCC AGT 299

e
(oS
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1 Ronda de cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Linea Nombre del Secuencia SEQ ID
EBV Cebador No:
VA 1 CTG TGC TG 3’

12 Ronda de cebadores en reversa (3’) de PCR
Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia
EBV Cebador No:
SM10 |3'Ig Cy cadena | 5 GGA AGG TGT GCA CGC
300
VH CH 1 CGC TGG TC ¥
SM10 | 3'Ig cadena Ck 5 GTT TCT CGT AGT CTG
301
VK 543 CTTTGC TCA 3’
SM12
como SM10 VH como SM10 VH 300
VH
SM12
como SM10 Vk como SM10 Vk 301
VK
SM12
como 1G2 VA como 1G2 VA 302
VA
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1 Ronda de cebadores en reversa (3’) de PCR
Linea Nombre del | SEQ ID
Secuencia

EBV Cebador No:
2C2 VH | como SM10 VH como SM10 VH 300
2C2 Vk | como SM10 Vk como SM10 Vk 301
1G2 VH | como SM10 VH como SM10 VH 300

5 CAC CAG TGT GGC CTT
1G2 VA | 3' Ig cadena CA 302
GTTGGC TTG 3

Tabla 10b: Cebadores para la segunda ronda de amplificacién

mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

2? Ronda de cebadores hacia adelante (5’) de PCR
Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia
EBV Cebador No:
5" CTG CAA CCG GTG TAC ATT
SM10 5'1g Agel
CCC AGG TGC AGC TGC AGG 303
VH VH 4
AG 3’
SM10 5'1g Agel 5 CTG CAA CCG GTG TAC ATG
304
VK Vk 2-24 GGG ATATTG TGA TGA CCC

)67
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2? Ronda de cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia .
EBV Cebador No:
AGAC 3
SM12 como SM10
como SM10 Vk 304
VH VH
5 CTG CAACCG GTG TAC ATG
SM12 5' Ig Agel
GGG ATATTG TGATGA CTC 305
VK VK 2-28
AGT C 3’
5 CTGCTACCG GTTCTG TGA
SM12 5'1g Agel
CCT CCT ATG AGC TGA CWC 306
VA VA 3
AG 3’
como SM10
2C2 VH igual a SM10 VH 303
VH
5 CTG CAACCG GTG TAC ATT
5' Ig Agel
2C2 Vk CTG ACA TCC AGA TGA CCC 307
VK 1-5
AGT C 3’
5 CTG CAACCG GTG TAC ATT
5' ig Agel
1G2 VH CCC AGC TGC AGC TGC AGG 308
VH 4-39

AG 3
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2° Ronda de cebadores hacia adelante (5’) de PCR

Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia
EBV Cebador No:
5 CTG CTA CCG GTT CCT GGG
5" Ig Agel
1G2 VA CCC AGT CTG TGC TGA CKC AG 309
VA1
31
2 Ronda de cebadores en reversa (3') de PCR
Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia
EBV Cebador No:
SM10 [3'Ig Sall JH |5 TGC GAA GTC GAC GCT GAG
310
VH 1/2/4/5 GAG ACG GTG ACC AG 3’
SM10 3' Ig BsiWI 5" GCC ACC GTACGT TTG ATC
311
VK JK 2 TCC AGC TTG GTC &
SM12 |[3'Ilg Sall JH |5 TGC GAA GTC GAC GCT GAG
‘ 312
VH 6 GAG ACG GTG ACC GTG &
SM12 como SM10
como SM10 Vk 311
VK VK
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2? Ronda de cebadores en reversa (3’) de PCR

Linea Nombre del SEQ ID
Secuencia
EBV Cebador No:

SM12 como 1G2

como 1G2 VA 314
VA VA
como SM12
2C2 VH como SM12 VH 312
VH

3'1g BsiWI | 5 GCC ACC GTA CGT TTG ATY

2C2 Vk 313
Jk 1/4 TCC ACC TTG GTC 3’
como SM10
1G2 VH como SM10 VH 310
VH

3'lg Xhol |5 CTC CTC ACT CGA GGG YGG
1G2 VA 314
CA GAA CAG AGT G ¥

Se subrayan los sitios de corte de enzimas de restriccién

3.7 Clonacion del vector de expresién

Antes de la clonacidn, las alicuotas de las cadenas Vy, Vk y VA
de segundos productos de PCR se purificaron con el kit de
purificacibn de PCR de QUIAGEN seglun las instrucciones del
fabricante y en secuencia con el cebador hacia adelante o en reversa

respectivo (Tabla 10). Se analizaron las secuencias mediante

%
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IgBLAST (GenBank http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) para

identificar segmentos de linea germinal V (D) J con mayor identidad.

Las regiones variables amplificadas de las lineas de EBV
fueron digeridas con africanas/Sall (cadena pesada y1),
africanas/BsiWI (cadena ligera k) o africanas/Xho! (cadena ligera A) y
clonadas en los vectores de expresion humanos Igy1, Igk y IgA que
contienen una secuencia del péptido sefal Ig de gen murino (Niumero
de adhesion de GenBank: DQ407610) y un sitio de clonacién
multiples sobre la corriente de las regiones constantes de humanos,
Igy1, Igk o IgA. También esta presente en el vector de expresién un
promotor del citomegalovirus (CMV) humano para conducir un gen de
resistencia a ampicilina para la seleccién y transcripcion. Se realizé
la ligadura en un volumen total de 20 microlitros con tipo 1U T4 DNA-
ligasa (Invitrogen), 7.5 microlitros de digerido y purificado por medio
del producto de PCR y 25 nanogramos del vector alineado. Las
bacterias de E.col/i DH10B (Invitrogen) competentes se transformaron
en 42°C con 2 microlitros del producto de ligadura en placas de 96
pozos por electroporacién o por transformaciéon de choque térmico.
Las colonias fueron examinadas mediante PCR usando el cebador
hacia adelante 5' (5'-GCT TCG TTA GAA CGC GGC TAC-3'; SEQ ID
No: 315) y cebador en reversa 3' de IgG interno (56'-GTT CGG GGA
AGT AGT CCT TGA C - 3'; No SEQ ID: 318), el cebador en reversa
3'Ck494 (5' GTG CTG TCC TTG CTG TCC TGC T 3'; SEQ ID No:

317) o el cebador en reversa 3' de CA (6' CAC CAG TGT CGG CTT

Py
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GTT CGG TTG 3'; No SEQ ID: 318), respectivamente. Los productos
de PCR del tamafo esperado fueron secuenciados para confirmar la

identidad con los productos PCR originales.

En la Tabla 11, a continuacién, se presenta un resumen del
nimero de las regiones variables de cadena pesada (HC) de
anticuerpos y regiones variables de cadena ligera (LC) clonadas a
partir de celulas humanas de B transformadas por EBV. Los cuatro
anticuerpos neutralizantes (ultima columna) son el resultado de la
combinacion de 4 cadenas pesadas uUnicas y singulares lambda o
cadenas ligeras kappa. Las cadenas pesadas se derivan de dos
genes V-linea germinal: IGHV4-39 y IGHV4-59. Las cadenas ligeras
kappa se derivan de dos genes V-linea germinal: IGKV2D-28 y 33 de
la IGKV1D y la cadena ligera lambda se deriva del gen V-linea
germinal: humanizada-47. La cadena ligera lambda derivada del gen
V-linea germinal IGLV3-10 no tuvo como resultado el reconocimiento
de antigenos cuando se combiné con una cadena pesada. Las
combinaciones del anticuerpo neutralizante de cadenas ligera y

pesada se describen en la Tabla 12 que se encuentra mas adelante.

el
PV
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Tabla 11: Compendio de anticuerpos anti-hCMV clonados a partir de cuatro lineas de EBV

0c

St

ol

SM 10 | Vh4-39 Vk2-24
(125) (112) 1
SM 12 | Vh4-59 Vk2-28 V13-10 2
(125) (112) (109)
2C2 Vhé4-59 Vk1D-33 1
(130) (107)
1G2 Vh4-39 V11-47 1
(120) (108)
5

291

kb



10

15

20

25

Tabla 12: Combinaciones de anticuerpo de cadena Pesada y
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Ligera
Anticuerpo Cadena Pesada Cadena Ligera
Ab-47 SM10 Vh SM10 Vk
Ab-48 SM12 Vh SM12 VK
Ab-49 2C2 Vh 2C2 VK
Ab-50 1G2 Vh 1G2 VA

La Tabla 19, mostrada mas adelante, resume los numeros de la
SEQ ID de la lista de secuencia de acompafamiento, para las

cadenas ligeras y pesadas de CDRs de los anticuerpos

neutralizantes que se muestra en la Tabla 12 anterior.

Eiemplo 4: Expresion vy purificacidn de anticuerpos

recombinantes

La caracterizacién adicional de los anticuerpos anti-CMV
clonados requiere su expresion y posterior purificacion.

Cuarenta y seis de los anticuerpos recombinantes (Ab-01 a Ab-
46) se expresaron por transfeccién transitoria de células CHO
(DSMZ, Braunschweig, DE). Brevemente, las células se sembraron
en placas de cultivo celular (diametro de 10 centimetros; Greiner
Bio-One, GmbH) con una densidad de 2.2 x 106 células cada plato

en medio de SF-IMDM (Invitrogen) que contenia 2% de FCS (Sigma).
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Después de 24 horas, se preparé la mezcla de transfeccién
preparada por medio de la mezcla de 1 mililitro MEM (PAA
Laboratories) con 6.45 microgramos de plasmidos de expresién de
cadena pesada, 6.45 microgramos de vector de expresiéon de cadena
ligera y 12.9 microlitros de reactivo de transfeccién de MATra (IBA
GmbH, Géttingen, DE) por placa. Esta mezcla de transfeccién se
incubé durante 20 minutos a temperatura ambiente. El medio de las
células sembradas se intercambié por 10 mililitros de MEM y la
mezcla de transfeccién se afadi6 a las células gota a gota.
Posteriormente, el plato del cultivo se incubé en una placa magnética
(IBA GmbH) durante 15 minutos. El medio, luego, se aspiré y se le
agregaron 10 mililitros de medio de SF-IMDM con 2% de FCS que
contenian niveles ultra bajos de IgG bovina (Lonza) a las células. 24
horas mas tarde, se renovdé el medio. Después de dos dias
adicionales, se renovd el medio y el sobrenadante de anticuerpos
recombinantes que contenia se cosechd por centrifugacién a 244
gramos durante 5 minutos. El sobrenadante de cultivo de células se
cosechdé tres dias mas tarde, condicionado nuevamente por
centrifugacién y despejado, se combinaron los sobrenadantes que
contenian anticuerpos.

Un dispbsitivo de ultrafiltracion Vivacell 70 (MWCO 10kDa;
Sartorius Stedim Biotech) se utilizé para concentrar el sobrenadante
de cultivo de células acondicionado 100 veces por centrifugacién a
1.000 gramos y 20°C durante 1 hora. Para la purificacion de

anticuerpos recombinantes, una columna de proteina A HP de trampa
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Spin (GE Healthcare) se equilibré con el regulador de enlace (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH de 7.5) y se cargaron a 300 microlitros
del concentrado. La columna se sellé con una tapa y se incubé en un
mezclador mas extremo a temperatura ambiente. Después de 1 hora,
la columna de centrifugado se centrifugé durante 1 minuto a 150g.
Después de lavar la columna con 400 microlitros de regulador de
enlace y centrifugacién a 150g por 1 minuto, el proceso de carga se
repiti6 otras tres veces hasta que todo el concentrado habia sido
cargado. Después del paso de la carga final, se lavé la columna
cuatro veces mediante aplicacion de 400 microlitros de regulador
vinculante y posteriormente, centrifugacion a 150g por 1 minuto. El
anticuerpo recombinante unido se eluyé de la columna de giro dos
veces afiadiendo regulador de 200 microlitros de elucién 100 mM
glicina/HC| (pH 2.5) y centrifugaciéon a 150g por 1 minuto. Los
eluatos se neutralizaron inmediatamente con 30 microlitros de
regulador de neutralizacion (Tris-HCIpH9.0 1 M). El regulador se
intercambié mediante la carga de los eluatos combinados en una
columna sobre Zeba. La columna Spin desalada (Pierce) se equilibré
con PBS y posterior mediante centrifugacién a 150g durante 2
minutos. Se almacenaron los anticuerpos recombinantes
monoclonales en tubos de LoBind de proteina (Eppendorf) a 4°C
hasta el procesamiento adicional para estudios de caracterizacion.
Los sobrenadantes del cultivo de anticuerpos producidos se
analizaron para gB de reconocimiento por ELISA o Biacore, como se

describe en los Ejemplos 1 y 5. Después se determinaron las
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concentraciones de IgG, tal como se describe en los Ejemplos 2 y 5,
se analizaron los sobrenadantes de cultivo especifico de gB para la
actividad neutralizante, utilizando el ensayo de la luciferasa como se
describe en el Ejempio 2 (ensayo de luciferasa) utilizando células
HFF de fibroblastos primarias. Se eligieron siete anticuerpos anti-
CMV que mostraron actividades eficientes neutralizando el 50% para
nuevos experimentos (ver Tabla 13 a continuacién).

Tabla 13: Actividades neutralizantes de 50 por ciento de los

anticuerpos monoclonales SM producidos por células CHO

Anticuerpo Actividad Neutralizante
Monoclonal del 50% (mg/ml)
Ab-02 0.3
Ab-04 0.5
Ab-11 1.3
Ab-14 0.4
Ab-19 0.6
Ab-28 0.3
Ab-42 1.0
ITC88* 1.5
Cytotect”® 200

s
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Los resultados reflejan los valores promedio de tres ensayos
independientes. Las variaciones entre los ensayos fueron en el rango
10-20%. * Ohlin y colaboradores., (1993); " Cytotect (bioensayo) es
una agrupacién del citomegalovirus humano (hCMV) hiperinmune
1gG.

Para la expresién de los cuatro anticuerpos recombinantes Ab-
47 a Ab-50, se siguié el meétodo de acuerdo con Tiller vy
colaboradores, ibid. Dicho de una manera breve, las células HEK
293T (DSMZ, Braunschweig, DE) se cultivaron en matraces de 75cm?
(Greiner Bio-ona, GmbH) bajo condiciones convencionales en un
medio de DMEM (GibcoBRL) complementado con FCS inactivado por
calor al 10 por ciento (PAN Biotech GmbH), 350 microgramos/mililitro
de L-glutamina (Merck), y 100 microgramos/mililitro de gentamicina
(SERVA Electroforesis GmbH). Se llevaron a cabo las transfecciones
transitorias de crecimiento exponencial d‘e células 293T mediante
precipitacion de la confluencia celular CaPO, al 80 por ciento. Se
mezclaron cantidades iguales (12.5-20 microgramos de cada una) de
ADN de vector de expresion de cadena pesada vy ligera
correspondientemente en 1 mililitro agua estéril y se agreg6é por
goteo CaCl, 2.5M a una concentracién de 250mM. Se mezclé un
volumen igual de regulador salino de HEPES dos veces con la
solucién de calcio-ADN en vértex lento y se incubdé a temperatura
ambiente durante 1 minuto (temperatura ambiente 1 minuto + 1
minuto 37°C) para permitir la formacion de precipitados. La mezcla

de precipitaciéon se distribuyé mas tarde al plato de cultivo. Las

L 3E



10

15

20

25

173

células se lavaron con 10 mililitros de suero regulado con fosfato
después de 6-8 horas y se cultivaron durante 6-7 dias en 15 mililitros
de DMEM antes de cosechar los sobrenadantes.

Los sobrenadantes cultivados se analizaron para el
reconocimiento de gB mediante ELISA como se describe en el
Ejemplo 1. Después se determinaron las concentraciones de IgG,
como se explica en el Ejemplo 2, se analizaron los sobrenadantes
del‘ cultivo especifico de gB para neutralizar la actividad, utilizando
el ensayo de luciferasa (como se describe en el Ejemplo 2) utilizando
HFF de células de fibroblasto primario. Las actividades de
neutralizacién del 50 por ciento de los anticuerpos monoclonales
producidos mediante células HEK-293T se muestran en la siguiente
Tabla 14:

Tabla 14: Actividades neutralizantes del 50 por ciento de los

anticuerpos monoclonales producidos por células HEK-293T

Anticuerpo Actividad Neutralizante
Monoclonal del 50% (mg/ml)
Ab-47 0.14
Ab-48 0.33
Ab-49 0.53
Ab-50 0.23
C23* 0.23

/W{
t¥e
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Los resultados reflejan los valores promedio de dos ensayos
independientes.

*C23 es un anticuerpo especifico de gB utilizado como control
(T123; un tipo de donacién a partir de Teijin Pharma Limited, Japén)

Ejemplo 5: Caracterizacién de los anticuerpos anti-hCMV

5.1: Cuantificacién de los anticuerpos de citomegalovirus

humano (hCMV) utilizando tecnologia de arreglos de la suspensidén

(Luminex®)

Los sobrenadantes del cultivo celular que contienen IgG
humano, se diluyeron en el regulador de ensayo (Roche, Cat#
1112589), y las diluciones se establecieron por duplicado en una
placa de 96 medios pozos (Corning, Cat#3 884). Dicho de una
manera breve, las muestras de 25 microlitros se incubaron en la
oscuridad (20°C, 650rpm) durante 1 hora con 5 microlitros que
contienen 1200 cuentas de Luminex-COOH —cargadas por
emparejamiento de amina con I[gG-Fc especifico anti-humana
(Caltag, Cat#H10500). Se generaron las Curvas Estandares
utilizando duplicados de 25 microlitros de una serie de diluciéon 1:3
(0.08 — 60 nanogramos/mililitro) de 1gG humano ChromPure de toda
la molécula (Jackson Immuno-Research, EUA Cat# 009-000-003). La
deteccién se hizo mediante la adicion de 30 microlitros de IgG-Fc
especifico anti-humano, marcado con R-PE (5 microgramos/mililitro;
JIR Cat# 109-116-098), e incubacion adicional durante 1 hora.

Entonces se leyeron las placas y se analizaron en un instrumento
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Luminex® 200 (Millipore) utilizando las siguientes posiciones: 100
cuentas, 50 microlitros del tamafo de muestra.

5.2: Cuantificacién de proteina gB (hCMV) utilizando tecnologia

de arreglo de la suspensidn

Los sobrenadantes del cultivo celular que contienen gB (hCMV)
se diluyeron en regulador de ensayo (Roche Cat# 1112589), y las
diluciones se establecieron por triplicado en una placa de filtro de 96
pozos (Millipore Cat# MABVN 1250). Dicho de una manera breve, 25
microlitros de las muestras se incubaron en la oscuridad (20°C,
650rpm) durante 1.5 horas con 5 microlitros que contienen 1500
cuentas Luminex-COOH cargadas por emparejamiento de amina con
el anticuerpo Vy3/65-Vk1/19 de hCMV-IgG anti-humano, un
anticuerpo especifico hCMV no neutralizado, pero de muy alta
afinidad, previamente identificado en casa. Se generaron las curvas
estandares utilizando triplicados de 25 microlitros de una serie de
dilucién de gB 1:3 (6-1458 nanogramos/mililitro). Se lavaron las
placas dos veces (100 microlitros de suero regulado con fosfato por
pozo) utilizando un recolector al vacio y para la deteccién de 50
microlitros del anticuerpo I1TC52 se le agregdé anti-hCMV-igG
biotinilado (5 microgramos/mililitro; generado en casa; Ohlin vy
colaboradores, 1993), durante 1.5 horas adicionales. Después de dos
pasos de lavado (con 100 microlitros de suero regulado con fosfato
cada uno) con 50 microlitros, se agregaron 1.2 microgramos/mililitro
de Neutravidina marcada con R-PE (Invitrogen, Cat# A2660), durante

30 minutos antes de leer las placas y de analizar utilizando el

0
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instrumento  Luminex® 200 (caracteristicas: 100 cuentas, 40
microlitros por tamano de muestra).

5.3: Biacore

Se analizaron las interacciones de proteina-proteina mediante
técnica de resonancia de plasmén superficial utilizando un
instrumento Biacore® T100 (Biacore, GE Healthcare, Munich) con
software de control v 2.0.1 de Biacore® T100. Todas las
interacciones se analizaron a 25°C en DPBS una vez con P20 (0.05
por ciento). Se ensay6 cada interaccion de enlace cuando menos dos
veces. La proteina gB de hCMV se acopld al flujo celular de un chip
sensor CM5 (matriz de dextrano carboximetilada, GE Healthcare) por
medio del procedimiento de emparejamiento de amina estandar. La
matriz de dextrano carboximetilada se activé con 1-etil-3-(3-dimetil-
amino-propil)-carbodi-imida (EDC) 0.4M, y N-hidroxisuccinimida
(NHS) 0.1M de acuerdo cén las instrucciones del fabricante (GE
Healthcare). Se activaron dos flujos celulares y la proteina gB se
diluyé con acetato de sodio 10mM, pH 5.0, hasta 50
microgramos/mililitro y se inyecté a una velocidad de flujo de 5
microlitros/minuto hasta que se alcanzé un nivel apropiado de
emparejamiento para los experimentos de enlace (5,000 unidades de
resonancia) o para los experimentos cinéticos (2,000 unidades de
resonancia). Se inactivaron los grupos no reactivos mediante la
inyeccién dietanolamina-HC| 1M, pH 8.5. Se prepardé un control de
flujo celular de conformidad con lo anterior, con ovalbumina (Imject,

Pierce, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, lote JF124260) a un pH

B
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de 4.0. Antes de los experimentos de enlace, se lavaron a fondo los
flujos celulares con regulador de corriente.

Para los analisis de enlace, se ajustaron los sobrenadantes del
cultivo celular que contienen anticuerpos anti-gB especificos a 2.5
microgramos/mililitro de IgG mediante dilucién en IgG de SF-IMDM
ultra ligero al 2 por ciento, y se inyectaron durante 90 segundos en
suero regulado con fosfato con albiumina de suero bovino al 0.02 por
ciento y Tween 20 al 0.05 por ciento a 10 microlitros/minuto.
Después de un tiempo de disociacién de 90 segundos, se representé
la estabilidad del enlace utilizando la Evaluacién T100 del Software
versién 2.0.1 de Biacore®.

Para el analisis cinético, se prepararon los fragmentos de Fab
de los anticuerpos Ab-02, Ab-04, Ab-11, Ab-14, Ab-28, Ab-42 y
ITC88, como control positivo, a partir de la proteina IgG humana
purificada por A, utilizando papaina inmovilizada de acuerdo con el
protocolo estandar del fabricante (Pierce, Thermo Fisher Scientific).
Los productos de disociaciéon se confirmaron mediante SDS-PAGE
con la deteccidén del tefiido con plata y mediante Fab/Fc de arreglo
de granulos Luminex®. Para los analisis cinéticos, se elevd la
velocidad de flujo hasta 70 microlitros/minuto y se introdujeron tres
curvas de blanco (concentraciones de cero.) en cada proceso. La
superficie se regeneré con glicina/HCI 10mM a un pH de 2.0. Se
evaluaron las curvas de enlace utilizando el Software Biacore® T100
Evaluation versién 2.0.1 aplicando un modelo Langmuir 1:1 con

ajuste global de Ry ay.

(3
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calculada.

Fab anti-gB ka(1/Ms) ka(1/s) Ko(M)
Ab-02 3.8(£0.3)x10° | 1.3(x0.1)x10™* | 3.5(x0.1)x10°"°
Ab-04 7.7(£0.3)x10* | 1.2(£0.1)x10™* 1.5(20.1)x10°®
Ab-11 7.6(£0.4)x10* | 5.1(x0.1)x10™* | 6.8(+0.4)x10°®
Ab-14 5.6(x0.3)x10* | 8.4(x0.1)x10™* | 1.5(x0.1)x10°®
Ab-28* 4.0(+0.6)x10° | 2.4(£0.8)x10° | 5.7(x1.2)x10"""
Ab-42 5.7(x0.1)x10* | 3.2(20.01)x10* | 5.6(£0.1)x10°°
ITC88**S 4.5(x0.04)x10* | 4.7(x0.1)x10° | 1.0(+0.01)x10°°

Basandose en tres mediciones sobre dos superficies de chip

Biacore

* Alcanza la limitacion del método

** Basandose en dos mediciones sobre dos superficiés de chip
Biacore

$ La afinidad publicada (Kp) para ITC88 sobre el antigeno
pHM90-5 es de 2 nM (Ohlin y colaboradores, 1993) |

Eiemplo 6: Neutralizaciéon de diferentes genotipos de gB hCMV

Se clasificaron las cepas de HCMV de laboratorio y aisladas

clinicas en varios genotipos de gB (Chou y Dennison, 1991). Las

A
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actividades de los anticuerpos anti-hCMV neutralizados al 50 por
ciento se determinaron utilizando genotipos de gB hCMV diferentes
adicionales, utilizando inmunofluorescencia indirecta como una
lectura. Las cepas de virus Towne, AD169 y el Altu aislado clinico se
clasificaron como el genotipo gB 1, el genotipo gB 2, y el genotipo
gB 3, respectivamente. Se propagaron todas las cepas de virus en
los fibroblastos de prepucio humano (HFFs) mediante procedimientos
estandares y se determinaron las titulaciones de infectividad en los
sobrenadantes virales mediante el método como se describe en Mahy
y Kangro (1996). Un ensayo de inmunofluorescencia indirecta se
llevé a cabo como se describe en Andreoni y colaboradores (1989).
En breve, se incubaron diluciones en serie dos veces de seis
anticuerpos monoclonales (Anticuerpos Ab-04, Ab-11, Ab-14, Ab-19,
Ab-28 y Ab-42) con una cantidad de titulacion del genotipo de gB
hCMYV respectivo (300 unidades formadoras de placas (pfu)) durante
1 hora a 37°C. Después de la incubacién, se le agregaron mezclas
de virus-anticuerpo al cultivo creciente de HFF para la confluencia en
microplacas de 96 pozos. Se probaron todas las muestras por
triplicado. Los sobrenadantes virales se removieron del HFFs,
después de una incubacién de 4 horas a 37°C y se reemplazaron del
medio completamente. Después de otro periodo de incubacién de 16
horas a 20 horas, las células se lavaron y se ajustaron con etanol.
Las células infectadas se tifieron utilizando el anticuerpo monoclonal
p63-27, el cual es especifico para la proteina temprana inmediata

(IE) mayor, UL123, del citomegalovirus humano (hCMV) y los

1x<
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anticuerpos secundarios de IgG de anti-ratén conjugados por Cy3
(Jackson ImmunoResearch, EUA). Siguiendo el lavado extensivo, se
contaron los nucleos |IE positivos bajo un microscopio de
fluorescencia y se calculé el porcentaje de neutralizaciébn como
sigue:

%-neutralizacion = 100 x (Vo — V,)/Vo, en donde V, es ei niumero
de nucleos positivos de IE en los pozos que contienen virus y
anticuerpo, y Vo es el numero de nucleos positivos de |IE en los
pozos que se incubaron con virus solo. En general, se ajusté la dosis
infeccibsa para producir 1000 células infectadas por pozo. La Tabla
16 mas adelante resume la actividad neutralizante del 50 por ciento
de varios de los anticuerpos recombinantes sobre el citomegalovirus
humano (hCMV) representando diferentes genotipos de gB. Los
anticuerpos monoclonales probados se encontraron para analizar Ips
genotipos gB 1, 2 y 3 del citomegalovirus humano (hCMV) con una
eficiencia comparable.

Tabla 16: Actividades neutralizantes del 50 por ciento de los

anticuerpos monoclonales recombinantes contra 3 genotipos de gB

de hCMV

Actividad neutralizante del 50 por ciento (ug/ml)
Anticuerpo

Monoclonal { Genotipo de gB | Genotipo de gB |Genotipo de gB 3

1 (cepa Towne) | 2 (cepa AD169) (Altu aislado)

Ab-04 0.5 0.7 0.3
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Actividad neutralizante del 50 por ciento (pg/ml)
Anticuerpo

Monoclonal | Genotipo de gB | Genotipo de gB |Genotipo de gB 3
1 (cepa Towne) | 2 (cepa AD169) (Altu aislado)
Ab-11 1.0 1.9 0.7
Ab-14 1.3 1.5 0.6
Ab-19 0.6 1.4 0.4
Ab-28 0.4 0.5 0.1
Ab-42 2.0 2.9 0.5
ITC88* 1.0 1.9 0.4

*(Ohlin y colaboradores, 1993)

Ejiemplo 7: Neutralizacién del citomegalovirus humano (hCMV)

introducido en las células endoteliales, epiteliales y dendriticas de

los anticuerpos recombinantes

Todos los ensayos de neutralizacién descritos en los ejemplos
anteriores se llevaron a cabo utilizando fibroblastos como células
objetivo. Para investigar si los anticuerpos recombinantes
neutralizantes anteriormente identificados son capaces de neutralizar
también la infeccion de las células endoteliales, epiteliales y
dendriticas, se utilizé6 un aislado de HCMV endotelio- vy

epiteliotrépico TB40E (una donacién generosa proveniente del Dr.

s
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Christian Sinzger, Instituto de Virologia y Epidemiologia Médica de
Enfermedades Virales, Universidad de Tuabingen, Alemania). Se
propagbé el TB40E en HFFs y se determinaron las titulaciones de la
infectividad en sobrenadantes virales como es descrito por Mahy y
Kangro (1996). Se cultivaron células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVEC) en un medio basal de céiulas endoteliales EBM-2
complementado con el kit EGM-2MV (Lonza, Verviers, Bélgica), y se
utilizaron para los expe‘rimentos en los pasajes 4-7. Se propagaron
células epiteliales de pigmento de retina ARPE-19 humanas (ATCC
CRL-2302) en un medio Eagle modificado por Dulbecco: Mezcla
Nutriente F12, mezcla de 1:1, complementado con glutamina 2.5 mM,
regulador Hepes 15 mM, HCI de piridoxina, 55 miligramos/litro de
piruvato de sodio, suero de becerro fetal al 10 por ciento (inactivado
por calor), 100 Unidades Internacionales/mililitro de penicilina, 100
microgramos/mililitro de estreptomicina (PAN-Biotech, Aidenbach,
Alemania). Las células dendriticas primarias (DC) se aislaron como
sigue: Las celulas purificadas mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) de donantes de sangre seronegativos para HCMV se

incubaron en un medio RPMI-1640 complementado con 2mM de

glutamina, 10 mM de regulador Hepes, 100 Unidades Internacionales

/ mililitro de penicilina, 100 microgramos/mililitro de estreptomicina
en la presencia de suero autélogo (2 por ciento por volumen/
volumen, inactivado por calor) durante 2 horas a 37°C. Después del
periodo de incubacién, se removieron las células no adherentes

mediante lavado con medio de cultivo de células y monocitos

@
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adherentes diferenciados en DCs después de la adicion de I[L-4
(25U/mililitro), y GM-CSF (800U/mililitro) (CellGenix Technologie
Transfer GmbH, Freiburg, Alemania) el dia dos y cuatro después del
aislamiento. En el dia seis, se llevaron a cabo ensayos de
neutralizacion mediante la incubacién del anticuerpo y el virus
durante 1 hora a 37°C como se describe anteriormente. La infeccién
de DCs requirio una cantidad 500-veces mayor de particulas de
virus. Las mezclas de anticuerpo-virus se agregaron a los DCs
seguido por otro periodo de incubacién de 12 horas. Después de la
fijaciébn y la permeabilizacién con Metanol enfriado en hielo, las
células infectadas se tifieron usando utilizando el anticuerpo
monoclonal E13 (Morfosys AbD GmbH, Dusseldorf, Alemania), el cual
es especifico para la proteina mayor inmediata temprana (IE),
UL123, del citomegalovirus humano (hCMV) y los anticuerpos
secundarios 1gG anti-ratén FITC-conjugados (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Se utilizé la clasificacién de
células activada por fluorescencia (FACS) como lector. Se usaron
tanto el Flowdo 5.7.2. (Tree Star Inc. Ashland, OR), como el Graph
Pad Prism 4 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA) para el analisis.
Los resultados se resumen en las Tablas 17ay 17b.

Los ensayos de neutralizacién con células endoteliales vy
células epiteliales se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo
6 utilizando una prueba de inmunofluorescencia indirecta como
lector; sin embargo se hicieron las siguientes modificaciones a ese

meétodo: se incubaron HUVECs en EBM-2 complementado con EGM-

85
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2MV-kit sin hFGF-B durante 1 hora a 37°C antes de Ia'infeccién. Esto
fue necesario para remover la heparina asociada a FGF, el cual
mostré un efecto inhibidor sobre la infeccion. Adicionalmente, una
cantidad 10 veces mayor de particulas virales (3000 unidades
formadoras de placas (pfu)) se aplicé tanto para la infeccién de
HUVECs como de ARPE.

Se observé que todos los anticuerpos probados neutralizan la

infeccién de las células endoteliales, epiteliales y dendriticas con

una eficiencia comparable con la neutralizaciéon de HFFs (véanse las

Tablas 17a y 17b mas adelante).

Tabla 17a: Comparacion de las actividades de neutralizacién al
50 por ciento de los anticuerpos monoclonales probados en

diferentes tipos de células

50 por ciento de actividad neutralizante

(microgramos/mililitro)

mAb Células
Células de Células Células
dendriticas
fibroblastos |endoteliales | epiteliales
(dependientes
(HFFs) (HUVECS) (ARPE-19)
del donante®)

Ab-02 0.3 0.3 0.3 0.2/0.4

e
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50 por ciento de actividad neutralizante
(microgramos/mililitro)
mAb Células
Células de Células Células
dendriticas
fibroblastos | endoteliales | epiteliales
(dependientes
(HFFs) (HUVECS) (ARPE-19)
del donante®)
Ab-04 0.5 0.4 0.3 0.3/0.5
Ab-11 1.3 1.3 0.3 0.2/1.0
Ab-14 0.4 1.0 0.4 0.2/1.0
Ab-19 0.6 0.6 0.9 n.d.
Ab-28 0.3 0.2 0.2 0.3/0.5
Ab-42 1.0 1.0 0.3 0.6/1.0
ITC88* 1.2 0.6 0.4 0.3/0.9

*

(Ohlin y colaboradores, 1993)

o

Se analizaron las células dendriticas de seis diferentes
donantes seronegativos de HCMV. Se muestran las concentraciones
mas baja y mdas alta de IgG para la neutralizacién al 50 por ciento.

n.d.: no determinado
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Tabla 17b: Comparacién de las actividades de neutralizacién al
50 por ciento de los anticuerpos monoclonales - probados en

diferentes tipos de células

50 por ciento de actividad neutralizante
(microgramos/mililitro)
mAb Células
Células de Células Células
dendriticas
fibroblastos |endoteliales | epiteliales
(dependientes
(HFFs) (HUVECs) | (ARPE-19)
del donante)
Ab-47 0.1 0.4 1.0 n.d.
Ab-48 0.3 0.7 n.d. n.d.
Ab-49 0.5 1.8 n.d. n.d.
Ab-50 0.2 0.5 1.5 n.d.
c23* 0.2 0.6 0.8 n.d.

*C23 anticuerpo de control; n.d.: no determinado

Ejemplo 8: Caracterizacion del Epitopo de los anticuerpos

neutralizantes del citomegalovirus humano (hCMV)

8.1 Ensayo de competicion de enlace al epitopo mediante

Biacore de anticuerpos novedosos anti-hCMV

Para el analisis de competicién de enlace al epitopo, se

190
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acoplaron los anticuerpos Ab-02 (18’900 RU), Ab-04 (16’800 RU), vy
Ab-28 (18’300 RU) a las células de flujo de un chip censor CM5 por
medio de acoplamiento estandar de amina. Se prepard una célula de
control de conformidad con lo anterior, utilizando un anticuerpo
irrelevante 1gG; humano (12’500 RU). Antes de los experimentos de
enlace, se lavaron minuciosamente las células de flujo con regulador
corriente. Se capturé la proteina gB de hCMV sobre los anticuerpos
anti-gB inmovilizados durante 180 segundos a una velocidad de flujo
de 5 microlitros/minuto a partir del sobrenadante de una linea celular
6-H5 de CHO produciendo gB (lote 080527 KS), la cual contenia
aproximadamente 13 microgramos/mililitro de gB. Se aplicaron los
anticuerpos secundarios de referencia ITC48 (AD-1 epitopo gB de
reconocimiento), ITC52 (AD-1 epitopo gB de reconocimiento), y
ITC88 (AD-2 epitopo gB de reconocimiento) en una concentracion de
1000nM. Se analizé el enlace en suero regulado con fosfato con
albumina de suero bovino al 0.02 por ciento y Tween 20 al 0.05 por
ciento a una velocidad de flujo de 30 microlitros/minuto. Se regeneré
la superficie con 10 mM de glicina a un pH de 1.8. Se evaluaron las
curvas de enlace utilizando el Software de evaluacion Biacore® T100
version 2.0.1. Los resultados se resumen en la Tabla 18 mas
adelante en donde ‘+’ indica que el anticuerpo de enlace secundario
podria enlazar una proteina gB al mismo que el anticuerpo de
captura inmovilizado.

Todos los anticuerpos probados (anticuerpo de captura

inmovilizado Ab-02, Ab-04 y Ab-28) parece que se enlazan a los

\92
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epitopos gB que estan fuera de los AD-1 y AD-2 epitopo gB
reconocido por los anticuerpos de referencia ITC48, ITC52, ITC88,
ya que los anticuerpos de referencia fueron capaces de enlazar
eficientemente a la proteina gB al mismo tiempo que los anticuerpos

probados.

Tabla 18: resumen del mapeo del anticuerpo epitopo mediante

Biacore®
Anticuerpo de Enlace
ITC88 ITC52 ITC48
Secundario
Anticuerpo de captura
inmovilizado
Ab-02 + + +
Ab-04 + + +
Ab-28 .+ + +
8.2 Analisis del epitopo novedoso

reconocido por los

'anticuerpos anti-hCMV

Para investigar adicionalmente si los anticuerpos de Ila
presente invencion reconocen o0 no los dominios antigénicos
conocidos en gB, dominio antigéﬁico-1 (AD-1), y dominio antigénico-
2 (AD-2), se realizé6 un ELISA. Con este fin, AD-1 (una proteina de

fusion expresada procariéticamente), y AD-2 (un péptido sintético,

ya
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pep90, secuencia de aminoacidos: NETIYNTTLKYGDVVGYV (SEQ ID
No: 197), Meyer y colaboradores, 1992) ambos se recubrieron a 1
microgramo/mililitro en placas de ELISA. Se incubaron 50 microlitros
de sobrenadante no diluido por pozo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se realizé el ELISA como se describe en el Ejemplo 1
anteriormente. El analisis ELISA revelé que los anticuerpos de la
presente invencién son especificos para AD-1- ni para AD-2,
mediante o cual se confirma el ensayo de competicién de Biacore
del Ejemplo 8.1.

Con el objeto de identificar positivamente los epitopos
reconocidos por los anticuerpos de l|la presente invencién, se
construyo un vector de expresion de mamifero que codifica los
aminoacidos 100-447 de gB. Esta regién comprende todos los
aminoacidos entre los epitopos gB AD-1 y AD-2. Se llevé a cabo la
transfeccidon transitoria de las células Cos-7 con esta construccion de
expresién con Lipofectamina™® 2000 (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 48
horas después de la transfeccién, las células se lavaron dos veces
con suero regulado con fosfato, se fijaron y se permeabilizaron con
metanol frio. Después de lavar con suero regulado con fosfato, las
ceélulas se incubaron con anticuerpo primario (anticuerpos probados
o anticuerpos de control) durante 45 minutos a 37°C en una
atmoésfera humeda. Después de otro paso de lavado, se incubaron
los porta objetos con IgG anti-humana conjugada con o IgG anti-

ratén conjugada con FITC (Jackson ImmunoResearch, EUA) durante
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45 minutos a 37°C en una atmoésfera humeda. Después de lavar los
porta objetos con suero regulado con fosfato, se aplicaron cubiertas
de porta objetos utilizando el DAPI que contiene medio de montaje
VECTASHIELD® (LINARIS GmbH, Wertheim-Bettingen, Alemania).

Se documentd el enlace de anticuerpo mediante microscopia de
fluorescencia (Axioplan 2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena). Se
mostré que los anticuerpos monoclonales Ab-02, Ab-04, Ab-28
recombinantes, neutralizantes especificamente reaccionan con Ia
proteina gB truncada que cubre los aminoacidos 100-447 (AD169;
SEQ ID NO: 239). Por consiguiente, el dominio de enlace de
anticuerpos monoclonales neutralizantes, recombinantes Ab-02, Ab-
04, Ab-28 se ha identificado positivamente que se localiza dentro de
una regién codificada por los aminoacidos 100-447 de ¢gB
(numerados de la cepa AD169 de gB; SEQ ID NO: 239). Esto
demuestra inequivocamente que los anticuerpos monoclonales Ab-01
a Ab-46 de la presente invenciéon reaccionan con un epitopo
antigénico novedoso de la proteina gB y no con epitopos conocidos
AD-1 y AD-2 de la proteina gB que son reconocidos por los
anticuerpos monoclonales humanos.ildentificados anteriormente en
la técnica anterior.

8.3: La competicion ELISA con anticuerpos anti-hCMV

Con el fin de determinar la competicion potencial entre un
numero de anticuerpos anti-hCMV versus el anticuerpo Ab-50 anti-
hCMV para enlazarse a la proteina gB, se realizé un ELISA utilizando

un método similar al descrito en el Ejemplo 1. En breve, una dilucién

[G6
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en secuencia de los anticuerpos Ab-47, Ab-48, Ab-49, C23 (control),
ITC52 (especifico para AD-1), ITC88 (especifico para AD-2), 89-104
(especifico para gH) o 89-109 (especifico para gH) se incubd
previamente en suero regulado con fosfato/2 por ciento FCS, con una
concentraciéon constante de Ab-50 (0.5ng por pozo; denominado
‘Mezcla de Anticuerpos’) en una placa de 96-pozos para prevenir el
enlace prematuro de gB por cualquiera de anticuerpos investigados.
En adiciéon, se prepararon cinco pozos de Ab-50 solo en una
concentracién de 5ng por pozo para determinar el ODyso de Ab-50 sin
un anticuerpo de competicion potencial. Placas ELISA de 96-pozos
(Nunc) se recubrieron con 25ng por pozo de proteina gB en
regulador de carbonato, pH de 9.6 durante 16 horas a 4°C. Las
placas cubiertas de gB se lavaron tres veces con suero regulado con
fosfato complementado con 0.1 por ciento Tween (regulador de
lavado de ELISA), y se bloquearon durante 2 horas con suero
regulado con fosfato/2 por ciento FCS (regulador de ELISA
regulador), y se lava nuevamente tres veces con regulador de lavado
de ELISA. Las placas se incubaron luego con 50 microlitros de la
mezcla de Anticuerpos diluida en suero regulado con fosfato/2 por
ciento FCS durante 1 hora a 37°C. Después de otro paso de lavado,
se revelé el enlace de Ab-50 utilizando anticuerpos secundarios
especificos anti-A acoplados con peroxidasa (anticuerpos-
online.com). Después de un periodo de incubacién de 1 hora, se
removié el anticuerpo secundario no enlazado mediante lavado y se

determind la actividad enzimatica utilizando reactivo de tetrametil-
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bencidina (TMB) en una concentracién de 100 microlitros por pozo
(1:1 mezcla de sustrato de peroxidasa TMB y solucién de peroxidasa
B, (KPL, Inc. EUA). Después de la incubacién durante 5min a

temperatura ambiente, se detuvo la reacciéon con 100l 1M de acido

fosférico por pozo. Se detectd la absorciéon (densidad éptica (OD)) a

450 nandémetros utilizando un lector de microplacas Emax y el
software Softmax Pro 3.0 (Molecular Devices, EUA) se utilizé para el
analisis.

En donde existié competicion entre los anticuerpos probados y
el Ab-50, se observd una reduccién de la sefial de ODyso en cada
Mezcla de Anticuerpos cuando se compara con el Ab-50 solo.
Adicionalmente, se realiz6 un ELISA de ¢gB con idénticas
concentraciones de IgG con el objeto de visualizar el enlace de todos
los anticuerpos prbbados a gB. Aqui se realiz6 la deteccién
utilizando anticuerpos secundarios especificos del fragmento Fcy
acoplados con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, EUA). Los
resultados se muestran en la Figura 4 y demuestran que Ab-50
compite para enlazarse a la proteina gB con los anticuerpos Ab-47 y
Ab-49. No se observdé competicion entre Ab-48 y Ab-50 (Figura 4a).
En adicion, no se observdé competicién para enlazarse a la proteina
gB entre Ab-50 y los anticuerpos ITC52 (especifico para AD-1),
ITC88 (especifico para AD-2), 89-104 (especifico para gH), 89-109
(especifico para gH)-(Figura 4b), indicando que Ab-50 reconoce un
diferente epitopo sobre hCMV que estos anticuerpos y por

consiguiente, no se enlaza a AD-1 o AD-2 en la proteina gB.
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Eiemplo 9: Modelo estructural del citomegalovirus humano

(hCMV) gB

Ya que actualmente no hay informacién estructural disponible
para la proteina gB del hCMV, se generé un modelo tridimensional
de la conformacion trimérica del ectodominio del citomegalovirus
humano (hCMV) la cepa AD169 de gB (SEQ ID NO: 239) basado en
la estructura de cristal del HSV-1 gB, el cual mas probablemente
representa la conformacién de post-fusion (Heldwein y
colaboradores, 2006). Este modelo de la estructura de post-fusién
del gB de hCMV fue generado mediante procedimientos de
modelacién de homologia estandares utilizando el programa
MODELLER (Eswar y colaboradores, 2006), basandose en una
alineacién de secuencias con la estructura de plantilla del HSV-1 gB
(Heldwein y colaboradores, ibid).

La glicoproteina B (gB) es la méas conservada de todas las
glicoproteinas de la envoltura del virus de herpes, y las secuencias
de proteinas de HSV-1 y gB de hCMV comparten el 28 por ciento de
identidad y 40 por ciento de similitud. El monémero gB de hCMV
consiste en 906 aminoacidos (gB cepa AD169; SEQ ID NO: 239), de
los cuales casi el ectodominio entero (residuos Tyrgg 5 Val,o) se
incluye en el modelo (Figura 3). Los dominios individuales | a V, los
cuales se definieron anteriormente basandose en la estructura de
HSV-1 gB, se pueden identificar claramente a partir del modelo de

homologia del citomegalovirus humano (hCMV) gB. El Dominio |

ja?
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(Dom |) (lle1ss a Thrass) constituye parte de la interfase del trimero y
se localiza proximal a la membrana. El Dom |l discontinuo esta
compuesto de los residuos Leuzq a Asnqsx ¥ CySsas @ Serqssg (Figura
3). Los bucles flexibles los cuales comprenden residuos Valzpe a
Gluzq7 y Leusss a Hissss Nno se incluyen en el modelo, ya que no son
resueltos en la estructura de la plantilla del HSV-1 gB. El Dom IlI
comprende tres segmentos discontinuos, Sergs a Cysqqq, ASng;; a
Sersq, ¥ Leugsg a Sergys (Figura 3). Asi como en HSV-1 gB, sus larga
hélice a forma, junto con los segmentos respectivos a partir de los
otros mondémeros, la Forma la interfase del trimero. Dom IV (Tyrgg a
Cysos ¥ Cyssso a Aspesz) se localiza en la parte superior de la
molécula y contiene el epitopo AD-1, mientras que el Dom V (Metgs7
a Aspggs) representa el elemento de puente entre la parte
extracelular y la hélice de la transmembrana. La estructura global del
monémero del gB de hCMV y también el arreglo de las subunidades
en el trimero so por consiguiente, sugeridas para que sean muy
similares a las de HSV-1 gB, como se esperaria a partir del grado de
similitud de secuencias.

La estructura de cristal del HSV-1 gB se eligié como plantilla
para los estudios de modelacién, como dos estructuras de cristal de
las proteinas gB del HSV-1 (Heldwein y colaboradores, ibid), y EBV
(Backovic y colaboradores, 2009) ya existen. Estas proteinas
exhiben una identidad de secuencia del 30 por ciento y muestran una
estructura terciaria muy similar. La identidad de secuencia de la gB

del citomegalovirus humano (hCMV) a estas dos proteinas de
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estructura conocida es del 28 al 33 por ciento, sugiriendo
fuertemente que la gB de hCMV también comparte el mismo pliegue
tridimensional. Se eligi6 HSV-1 gB como plantilla de modelacion
porque la resoluciéon de la estructura del cristal es mucho mejor que
la de EBV gB. El modelo resultante de gB del citomegalovirus
humano (hCMV) se encontré que exhibe una buena georhetria local y
no se detectaron choques estéricos. En adicibén, pares de cisteinas
se localizan en distancia de enlace disulfuro, indicando que no
solamente las caracteristicas globales, sino también los detalles
estructurales locales fueron reflejados correctamente por el modelo.
Este modelo también proporcioné la base para el disefio de una
construcciéon que permitié ia expresion de Dom Il como una cadena
de péptidos continua simple. Para este dominio, el cual es
discontinuo en la secuencia de aminoacidos primaria, se designé un
enlazador de cinco residuos para conectar las dos partes del dominio

como se describe en el Ejemplo 10 mas adelante.

Ejemplo 10: Reconocimiento de la proteina gB de hCMV

mediante suero humano

Para investigar el Dom | y Dom Il para enlazar el anticuerpo, se
construyeron los plasmidos de expresion que permitieron la sintesis
de cualquiera de los dos dominios en células eucariéticas. En ambos
casos la estrategia de clonacidn involucré la unién de una etiqueta
de epitopo HA en la terminal amino del péptido respectivo con el fin

de facilitar la deteccion.

s
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Ejemplo 10.1: Expresién de la proteina gB de hCMV Dom Il vy

reconocimiento mediante suero humano

Basandose en el modelo estructural del citomegalovirus
humano (hCMV) ¢gB, se analizé, si el gB Dom Il expresado
recombinantemente seria inmunogénico durante una infecciéon
natural. Para este fin se construydé un vector de expresién eucariético
que permitié la expresién de Dom Il células de mamifero. Dom |l es
un epitopo discontinuo que es generado por los aminoacidos 121-132
y los aminoacidos 344-438 de la cepa AD169 de gB (SEQ ID NO:
239). Para expresar Dom |l, las secuencias de nucleétidos que
codifican para los residuos 121-132 y 344-438 especificos para gB
se juntaron mediante un tramo de nucleétidos que codifica un

enlazador flexible de cinco aminoacidos (lle-Ala-Gly-Ser-Gly; SEQ ID

NO: 319). Esta secuencia de nucleétidos se inserté hacia dentro del

vector de expresion pcUL132sigHA, un vector basado en pcDNA3.1
que contiene la secuencia de sefiales auténtica de la glicoproteina
de envoltura gpUL132 del citomegalovirus humano (hCMV)
(aminoacidos 1-27; SEQ ID No: 320; Spaderna y colaboradores,
2005), seguida por una etiqueta de epitopo (HA) de hemaglutinina de
influenza (YPYDVPDYA; SEQ ID NO: 321). EI Dom Il que codifica la
secuencia de nucleétidds se inserté corriente abajo de la secuencia
de la etiqueta HA utilizando los sitios de restriccion EcoR/ y Xbal. La
expresion de proteina correcta a partir del plasmido da lugar a una
proteina de fusion de Dom Il etiquetada HA, la cual es transportada a

través del reticulo endoplasmico y la red trans-golgi, y, por

i
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consiguiente, apropiadamente modificada por la glicosilacién. La
region de codificacién para el Dom |l discontinuo acoplado con
enlazador fue sintetizado quimicamente (GeneArt, Regensburg,
Alemania).

Para analizar el péptido Dom |I para el reconocimiento del
anticuerpo, Dom Il se expresé transitoriamente en las células Cos7
células y fue analizado para determinar su reactividad en
inmunofluorescencia indirecta utilizando 13 sueros a partir de
donantes seropositivos al hCMV seleccionados al azar. Las células
Cos7 cultivadas sobre cubiertas de porta objetos de vidrio en placas
de 24 pozos fueron transfectadas con 0.8ug del ADN del plasmido de
expresidén que codifica al Dom Il utilizando Lipofectamina (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania). 48 horas después de transfeccidén las células
se fijaron y permeabilizaron con metanol enfriado con hielo. Los
sueros de los pacientes se agregaron entonces as el anticuerpo
primario. Los anticuerpos del suero no enlazados se removieron
mediante tres pasos de lavado pasos utilizando PBS. El enlace del
anticuerpo primario a partir de sueros humanos se detecté con el
anticuerpo secundario conjugado con FITC (isotiocianato de
fluoresceina) (Dako, Hamburgo, Alemania). Se hizo contra tefiido de
nucleos celulares con DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol). Se
reunieron imagenes utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss
Axioplan 2 adaptado con una camara de dispositivo acoplado a la
carga Visitron Systems (Puchheim, Alemania). Se procesaron las

imagenes utilizando MetaView software y Adobe Photoshop.
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Anticuerpos: Controles: monoclonal anticuerpo C23 humano
especifico para gB (TI-23; Meyer y colaboradores, 1990), monoclonal
anticuerpo 14-16A murino especifico para gN (Mach y colaboradores,
2000), y monoclonal anticuerpo SA4 murino especifico para gH
(Urban y colaboradores, 1992), murino anti-HA (Sigma Aldrich,
Steinheim, Alemania), y murino anti-GST (BIOZOL, Eching,
Alemania). Un plasmido con expresion total de gB (aminoacidos 1-
906) sirvio como control adicional. Aunque todos los sueros
mostraron una reaccion positiva con el gB entero, solamente cuatro
de 13 sueros tifleron positivo para Dom |l. Esto demuestra que Dom
Il es responsable de inducir anticuerpos durante la infeccion natura
por el citomegalovirus humano (hCMV).

Para probar la frecuencia de que el suero del paciente que
contiene anticuerpos dirigidos contra Dom Il de gB sobre un panel
mas grande de sueros humanos y compararlo con la frecuencia de
sueros que contienen anticuerpos contra los dominios antigénicos
conocidos de gB, AD-1 y AD-2, la secuencia de codificacién de Dom
Il fue expresada bacterianamente como una proteina de fusion GST,
se purifico y se usa en ELISA. Los plasmidos para la expresion de
las proteinas de fusion de Dom |I-GST (Glutationa-S-transferasa) en
E. coli se generaron utilizando el vector de expresién pGEX-6P-1
(Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemania). El DNA del plasmido se
utilizé para transformar DH10B de E. coli para la expresion de las
proteinas de fusion GST. Las respectivas proteinas de fusién fueron

inducidas y la forma soluble de la proteina se purifico a partir de
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lisados de E. coli de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Para preparar una matriz de afinidad, 2.6mg de proteina de fusién
purificada Dom [I-GST fue dializada contra un regulador de
acoplamiento y conjugada a la Resina de Acoplamiento AminoLink
Plus (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 4 mililitros de una preparaciéon de
globulina hiperinmune de hCMV, se diluye 1:3 (volumen/volumen)
con suero regulado con fosfato, se pasd sobre 2 mililitros de cuentas
acopladas al antigeno, seguida por el lavado extensivo con suero
regulado con fosfato. Se eluyé IgG enlazada con 0.2M Glicina-HCI,
pH de 3.0, en fracciones de 1 mililitro y las fracciones fueron
dializadas contra PBS. Se determind la concentracién total de 1gG
mediante un ELISA. En breve, placas de poliestireno de 96-pozos se
recubrieron con 100 nanogramos de IgG anti-humano de cabra anti-
humano AffiniPure, especifico para Fcy (Jackson Immuno Research,
West Grove, EUA) en 0.5M de regulador de carbonato, pH 9.6,
durante la noche a 4°C. Diluciones en serie log, de las fracciones
eluidas en un volumen de 50 microlitros se le agregaron y se detecté
la 1gG enlazada utilizando wuna IgG anti-humana fragmento
monoclonal F (ab), de cabra conjugada con peroxidasa policlonal,
especifica para Fcy. (Jackson Immuno Research, West Grove, EUA).
Una preparacién de IgG humana (Jackson Immuno Research, West
Grove, EUA) con‘ concentracién conocida se utilizé como norma.

La pureza de la proteina de fusién Dom |I-GST fue >90 por

ciento estimada a partir del tefiido Coomassie de la proteina después

e
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del PAGE. Un total de 80 sueros aleatoriamente seleccionados a
partir de individuos seropositivos al hCMV, como se determina
mediante una prueba disponible comercialmente, fueron analizados.
Diez sueros a partir de donantes negativos a hCMV sirvieron como
controles negativos. Dentro del panel de sueros a partir de individuos
seropositivos para hCMV la reactividad para gB fue del 100 por
ciento, resaltando la alta inmunogenicidad de esta proteina (Figura
5). De acuerdo con nuestras observaciones previas, la reaccion
positiva con AD-1 de gB también fue del 100 por ciento. 57 por
ciento de los sueros contenian anticuerpos contra AD-2 (Schoppel y
coléboradores, 1996). La proteina de fusion Dom |l fue reconocida
por 94 por ciento de los sueros. Por consiguiente, Dom |l representa
otro dominio muy inmunogénico de gB. Ya que podria usarse como
antigeno una proteina de fusion expresada procariéticamente, esto
sugeriria que la glicosilacion de la proteina no es esencial para el
enlace del anticuerpo. Las diferencias en la frecuencia de
reconocimiento entre el analisis de inmunofluorescencia es que
inicialmente se usaron para el analisis de los anticuerpos que
enlazan a Dom Il y el ELISA puede deberse a las diferentes
sensibilidades de los ensayos.

En aras de la consistencia en nomenclatura de los dominios
antigénicos gB, Dom |l se designé AD-4.

Ejemplo 10.2: Expresién de la proteina gB de hCMV Dom | con

una etiqgueta HA v reconocimiento por sueros humanos

Para expresar Dom |, la secuencia de nucleétidos que codifica

o
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para los aminoacidos 132-343 de la cepa AD169 de gB (SEQ ID NO:
239) se insertdé en el vector de expresion pcUL132sigHA (descrito
anteriormente) para generar el vector pcAD-5. Para analizar el
péptido Dom | para el reconocimiento de anticuerpo, Dom lv se
expresd transitoriamente en células Cos7 y se analizé para
determinar su reactividad mediante inmunofluorescencia indirecta
utilizando el mismo método que el descrito en el Ejemplo 10.1
anterior.

Los anticuerpos especificos de Dom | en sueros humanos se
midieron en un ELISA de captura. Para la produccién de anticuerpos
recombinantes, células 293T en matraces de 75cm? se transfectaron
con 20 microgramos de ADN de plasmido pcAD-5 mediante
precipitacién de fosfato de calcio. Los matraces se incubaron durante
6 dias y entonces las células y sus sobrenadantes se cosecharon.
Para el ELISA de captura, se recubrieron placas de ELISA con
125ng/pozo de anticuerpo monoclonal anti-HA de ratén (Sigma), se
lava, bloquea y se lava nuevamente, como se describe en el Ejemplo
8.3 anterior, y entonces se incuba con sobrenadante de células
transfectadas 293T (que contienen HA-etiquetado Dom 1) durante 2
horas a 37°C. Luego se enjuagan las placas y se incuban con suero
humano en una dilucién 1:50 durante 2 horas a 37°C. El anticuerpo
no ligado se removié mediante lavado e IgG anti-humana o anti-ratén
peroxidasa-conjugada (Dako, Hamburgo, Alemania), se le agregd a
una dilucion apropiada durante 1 hora. La placa se lavé entonces y

100p! de sustrato de peroxidasa de TMB diluido 1:1 en una solucién
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de sustrato de peroxidasa B (KPL, Inc. EUA), se le agregé durante
5min. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 microlitros

1M H3;PO,; y se determind la ODg4so utilizando un lector de

. microplacas Emax (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Alemania).

Las placas se lavaron y revelaron como se describe en el Ejemplo
10.1 anterior. Todos los anticuerpos se diluyeron en suero regulado
con fosfato con 2 por ciento FCS. El enlace de anticuerpos analizado
mediante inmunofluorescencia indirecta confirmé que los cuatro
anticuerpos probados (Ab-47. Ab-48, Ab-49 y Ab-50) fueron reactivos
con el péptido especifico para Dom |- (los resultados no se
muestran).

Habiendo identificado a Dom | como un nuevo objetivo para los
anticuerpos neutralizantes, se volvieron a probar los sobrenadantes
del anticuerpo clonal a partir de cuatro individuos para obtener
informacién aproximadamente la frecuencia global de los anticuerpos
especificos para Dom | en individuos infectados con hCMV. La
frecuencia de memoria especifica de Dom | en células-B fue variable
entre diferentes donantes; sin embargo el 100 por ciento de los
anticuerpos de Dom | (6/6) que fueron probados, mostraron actividad
neutralizante (los resultados no se muestran).

Para obtener informaciéon sobre la frecuencia de
reconocimiento de los anticuerpos Dom |, se determind la reactividad
de los anticuerpos contra Dom | en un panel de sueros mas grande
de individuos infectados (hCMV) citomegalovirus humano vy

comparandose con dominios antigénicos conocidos. Como se
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describe en el Ejemplo 10.1 anterior, un total de 80 sueros
seleccionados al azar a partir de individuos hCMV seropositivos
fueron analizados (Figura 5). Dom | fue reconocido por 57 por ciento
de los 'sueros por consiguiente, indicando que este dominio
representa un dominio antigénico sobre la proteina gB donde induce
anticuerpos con alta frecuencia durante la infeccién.

En aras de consistencia en nomenclatura de los dominios
antigénicos de gB, Dom | fue designado AD-5.

Ejemplo 11: Correlacién entre la titulacién del anticuerpo AD-4

(Dom I1) vy la capacidad de neutralizacién en sueros humanos

Datos en la literatura apoyan la hipétesis de que gB es uno de
los antigenos dominantes con respecto a la induccién de los
anticuerpos neutralizantes durante la infeccion natural y se ha
reportado una correlacién entre la titulacion de anti-gB y la
capacidad de neutralizacion (Marshall y colaboradores, 1992). No
esta claro si esta correlacién reside en una variedad de diferentes
especificidades de anticuerpos dirigidas contra un numero de
diferentes epitopos o si un nldmero limitado de dominios es
responsable. Para investigar si los anticuerpos especificos Ad-4
(Dom IlI) contribuyen significativamente a la capacidad de
neutralizaciéon global de un suero dado, determinamos la titulacién de
la neutralizacion en el panel de sueros y la correlacionamos con la
titulacion ELISA contra gB, AD-1, AD-2 y AD-4 recombinantes,
respectivamente. Las proteinas se diluyeron entre 25ng y 200ng

(dependiendo del antigeno) en 0.5M regulador de carbonato de
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sodio, pH 9.6, 0 en 6M urea (AD-1), y 50ul se utilizaron para recubrir
placas de microtitulacién durante la noche a 4°C. Todos los
siguientes pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Los
pozos de reaccién fueron enjuagados con suero regulado con fosfato
complementado con 0.1 por ciento Tween 20 y bloqueados durante 2
horas con suero regulado con fosfato que contiene 2 por ciento de
FCS. Se enjuagaron nuevamente las placas con suero regulado con
fosfato complementado con 0.1 por ciento Tween 20 y se incubaron
con anticuerpos monoclonales, suero humaho, reacciones de
anticuerpo policlonal eluido o suero de ratén (50ul/pozo) durante 2
horas. El anticuerpvo no enlazado se removié mediante lavado e 1gG
anti-humana o anti-ratén conjugada con peroxidasa (Dako,
Hamburgo, Alemania) se le agregé a una dilucién apropiada durante
1 hora. La placa se lavé y 100pl de sustrato de peroxidasa
tetrametil-bencidina (TMB) diluida 1:1 en solucién de sustrato de
peroxidasa B (KPL, Inc. EUA), se le agreg6é durante 5min. La
reaccion fue detenida mediante la adicion de 100ul 1M H;PO,4 vy se
determind ODg4so utilizando Lector de microplacas Emax (Eurofins
MWG Operon, Ebersberg, Alemania). La dilucién de todos los
anticuerpos se hizo en suero regulado con fosfato con 2 por ciento
de FCS. En todos los ensayos que incluyeron las proteinas de fusion
gB, se examiné el respectivo compafero de fusiéon procariético en
paralelo y la densidad 6ptica sustraida de los valores obtenidos con
la proteina de fusién con el gB.

Como se reporta anteriormente, hubo una correlaciéon entre el



10

15

20

25

205

reconocimiento de gB en ELISA y la capacidad de neutralizacién
(Marshall y colaboradores, ibid.). El analisis también mostré una
correlacion estadisticamente significativa entre la capacidad de
neutralizacion y la titulacion de enlace de anticuerpos contra AD-1 y
AD-4 (Dom Il) pero no AD-2 (Figura 6).

Ejemplo 12: AD-4 (Dom 1)  induce los anticuerpos

neutralizantes de virus durante la infeccién natural

Para investigar con mayor detalle la cuestién de si AD-4 induce
los anticuerpos neutralizantes de virus durante la infeccién natural
usamos dos enfoques: Primero, aislamos anticuerpds policlonal anti-
AD-4 a partir de una preparacion de I1gG humana combinada
utilizando la proteina de fusion AD-4-GST (Dom II-GST) purificada
como matriz de afinidad. Como se esperaba, la preparaciéon de 1gG
humana contenia anticuerpos reactivos con un niumero de diferentes
glicoproteinas de envoltura especificas para hCMV e un analisis de
inmunofluorescencia indirecta después de la expresién transitoria de
los respectivos complejos de glicoproteinas en las células Cos-7.

Segundo, probamos los anticuerpos monoclonales humanos
especificos para gB que se dan a conocer en esta invencién para
enlazarse a AD-4. Se encontré6 que todos Ilos anticuerpos
recombinantes se enlazaron a AD-4 en inmunofluorescencia indirecta

utilizando la proteina AD-4 transitoriamente expresada en células

Cos7. Por consiguiente, AD-4 representa un epitopo conformacional

que es reconocido por los anticuerpos monoclonales humanos que se

dan a conocer en esta invencién.
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Para preparar una matriz para el aislamiento de los anticuerpos
especificos para AD-4, 2.6mg de la proteina de fusion AD-4-GST
purificada se acopla covalentemente con Sepharose y se utiliza para
purificar por IgG especifica para AD-4 a partir de 4 mililitros de la
preparacion de 1gG humana. Se obtuvo un total de 127ug 1gG. Las
pruebas ELISA verificaron que la fracciéon (E3) de 1gG purificada por
afinidad (E3) mostré enlace especifico con AD-4 y gB pero no con
AD-1y AD-2 (Figura 7a). Para excluir ademas la contaminacién con
la aminaciéon de los anticuerpos AD-4 purificados por afinidad con
anticuerpos dirigidos contra antigenos adicionales relevantes para la
neutralizacién sobre hCMV realizamos analisis de
inmunofluorescencia indirecta con células Cos7 que expresan
transitoriamente gH o el complejo gM/gN; proteinas de envoltura viral
gque se sabe que inducen anticuerpos neutralizantes durante la
infeccion natural (Shimamura y colaboradores, 2006; Urban vy
colaboradores, 1996). La fraccion de I1gG anti-AD-4 policlonal
purificada no contiene anticuerpos detectables especificos contra
complejos de envoltura no-gB. Mas aun, la fraccion de 1gG estaba
libre de IgM (no mostrado). La preparacion de 1gG purificada por
afinidad (E3) se probd entonces en ensayos de neutralizaciéon. Se
logré el 50 por ciento neutralizaciéon de la inefectividad del virus en
concentraciones de 1gG de aproximadamente 0.2
microgramos/mililitro, lo cual esta dentro del intervalo de los
anticuerpos monoclonales humanos especificos para gB mas

potentes que se dan a conocer en esta invenciéon (Figura 7b). En
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cambio, la combinacién de sueros originales a partir de la cual se
derivé la fraccion IgG purificada por afinidad mostré el 50 por ciento
de neutralizacién del virus de entrada a aproximadamente 200
microgramos/mililitro 1gG (Figura 7b). En resumen, estos datos
proporcionan mas evidencia de que AD-4 no solamente representa a
un dominio inmunogénico de gB, sino que también es el objetivo de
los anticuerpos neutralizantes del virus.

Ejemplo 13: Especificidad de enlace de anticuerpos

recombinantes humanos

13.1: Fina especificidad de enlace de anticuerpos

recombinantes humanos con AD-4

El tamafno de AD-4 (>100 aminoacidos) es suficientemente
grande para albergar varios epitopos que enlazan anticuerpos. Se ha
encontrado cercana proximidad de epitopos que se pueden unir
mediante anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes para AD-1y
AD-2 de gB y se han implicado como un mecanismo para evadir
neutralizacién efectiva del virus. Por consiguiente, era de interés
obtener mas informacién sobre los epitopos potenciales dentro de
AD-4. Intentos iniciales para recortar AD-4 mediante la omisién de
los aminoacidos 121-132 en el extremo terminal amino o los ultimos
cinco aminoacidos en el extremo terminal carboxilo dio como
resultado la pérdida completa del enlace del anticuerpo, lo que indica
que solamente el dominio completo es capaz de formar la estructura
de enlace de anticuerpo. Para identificar los residuos de contacto del

anticuerpo potencialmente criticos dentro de AD-4, se construyd un

W
A
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numero (n=17) de plasmidos de expresidon eucaridtica que expresd
péptidos mutantes AD-4, en cada uno de los cuales dos residuos
expuestos a la superficie adyacentes fueron cambiados a alanina
(Figura 8). La superficie de exposicibn de los residuos fue
identificada del modelo de gB de hCMV como se describe en el
Ejémplo 9.

Cuando los anticuerpos monoclonales humanos Ab-11, Ab-14,y
Ab-28 se examinaron en inmunofluorescencia indirecta, después de
la expresion transitoria de las proteinas AD-4 respectivas, se
encontraron dos patrones de reconocimiento. El anticuerpo Ab-28 se
enlazd a todas las proteinas mutantes de AD-4, mientras que los
anticuerpos restantes no reconocieron a los mutantes en donde los
residuos de lisina 378 y 379 fueron intercambiados por alanina. Esto
demuestra que AD-4 es reconocido por los anticuerpos
recombinantes monoclonales humanos que se dan a conocer en esta
memoria descriptiva.

En adicién, estos datos indican que la secuencia de di-lisina
(K378K379) dentro de AD-4 representa un sitio critico de enlace de
anticuerpo. Sin embargo, es dificil cuantificar las sefiales obtenidas
en inmunofluorescencia indirecta y hubo una posibilidad de que la
falta de reaccion con el péptido mutante AD-4G sélo estaba
reflejando enlace reducido de los anticuerpos por debajo del limite
de deteccién del ensayo. Por consiguiente, para obtener mas datos
cuantitativos y confirmar los resultados obtenidos por

inmunofluorescencia indirecta, cinco de las proteinas mutantes AD-4
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se expresaron como proteinas de fusién GST, purificadas y se
utilizaron en un ELISA. La pureza de las proteinas de fusion GST fue
comparable para todos los péptidos de AD-4 de tipo natural
mostrados anteriormente en la Figura 5. Ademas del mutante AD-4G
(K378K379), las proteinas de fusion incluyeron AD-4H (Q380E381),
AD-4E (E359D362), y AD-41 (N383S385), los cuales afectan
estéricamente los residuos adyacentes, asi como el mutante mas
distantemente localizado AD-4L (N405T406). Los resultados
obtenidos por el ELISA estuvieron de acuerdo con los datos de
inmunofluorescencia. Con la excepciéon de AD-4G, las proteinas
mutantes fueron reconocidas por los anticuerpos monoclonales con
comparable eficiencia. AD-4G sin embargo, solamente fue
reconocida por el anticuerpo Ab-28 (Figura 9a). De manera
interesante, la fraccion 1gG purificada por afinidad mostré reactividad
similar con todas las proteinas de fusion AD-4 indicando que la
mayoria de los anticuerpos enlazan independientemente de Ila
mutacion AD-4G (Figura 9b). La preparacién de IgG purificada por
afinidad se derivé de una combinacién de un niumero desconocido de
donantes y, por consiguiente, se esperaria que se promediaran las
diferencias individuales en el reconocimiento de los epitopos AD-4.
Para obtener mas informacion de la especificidad potencial del
epitopo AD-4, examinamos si dos lisinas en las posiciones 378 y 379
son también residuos Iimportantes para la reactividad con los
anticuerpos presentes en sueros humanos individuales. Para este fin,

se examinaron los cinco péptidos mutantes AD-4 con el mismo panel

R AY
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de sueros que lo anterior y se calculé un cociente entre el valor mas
alto y mas bajo de absorbencia para cada suero. Como se puéde ver
en la Figura 10, la mayoria de los sueros reconocieron a los cinco
péptidos AD-4 con similar eficiencia dando como resultado una
diferencia maxima baja de 1 a 5 veces. Sin embargo, cinco sueros
mostraron diferencias maximas en el intervalo de 10 a 100 veces. De
manera interesante, la diferencia se debié a un reconocimiento
reducido de la proteina mutante AD-4G con una excepcion. El suero
con la diférencia maxima mas alta mostré enlace reducido con la
proteina mutante AD-4H (Q380E381), el cual en el modelo 3D de AD-
4 se situa en cercana proximidad con el motivo di-lisina en AD-4G
(K378K379). Por consiguiente, aunque el enlace de unos pocos
sueros mostré6 una dependencia casi completa en la secuencia del
péptido gB original entre 378 y 381, el reconocimiento de AD-4 por
sueros humanos individuales fue en gran medida independiente de
esta secuencia. En linea con este resultado fue el hallazgo de las
fracciones 1gG purificadas por afinidad utilizando la proteina mutante
AD-4G como antigeno tuvieron un patrén de reconocimiento similar
en ELISA de las proteinas mutantes AD-4 y titulacién de la
neutralizacién comparable con IgG purificada sobre AD-4 del tipo
natural.

13.2: Fina especificidad de enlace de anticuerpos

recombinantes humanos con AD-5 (Dom |)

Experimentos similares a los descritos en el Ejemplo 13.1

anterior no pudieron ser realizados con AD-5 (Dom |) porque, en

b
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contraste con AD-4, AD-5 no se pliega correctamente después de la
expresiéon procariética y por consiguiente, no‘ se puede generar
antigeno por purificacién por afinidad purificacién. Sin embargo, fue
posible subdividir AD-5 en dos dominios, los cuales fueron probados
para determinar el reconocimiento de anticuerpos. Basandose en
informacion estructural, AD-5 fue dividido en Subdominio 1 (AD-5-
S1), el cual comprende los aminoacidos 133-144 y 251-343 de la
proteina gB AD169 (SEQ ID No: 239), y Subdominio 2 (AD-5-S2), el
cual comprende los aminoacidos 140-255 de la proteina gB AD169
(SEQ ID No: 239).

Con el objeto de determinar si los anticuerpos AD-5 descritos
en la presente invencién reconocieron estos subdominios, se realizo
un ELISA de captura como se describe en el Ejemplo 10.2 en donde
células 293T fueron transfectadas con subdominios AD-5-S1 y AD-5-
S2, asi como AD-4 + AD-5. Los anticuerpos Ab-47 a Ab-50
recombinantes de AD-5 se utilizaron para la deteccién en vez de
sueros de pacientes. Los resultados de la inmunofluorescencia
indirecta realizada mostré que los anticuerpos Ab-47 y Ab-50
reconocieron a AD-5-S1 (los resultados no se muestran). Los
resultados a partir del ELISA de captura se muestran en la Figura 11,
y éstos muestran que todos de los anticuerpos Ab-47 a Ab-50
reconocieron gB AD-4 + AD-5 y que los anticuerpos Ab-47, Ab-49 y
Ab-50 reconocieron gB AD-5 y en particular AD-5-S1. Ninguno de los
anticuerpos Ab-47 a Ab-50 reconocieron gB AD-5 -S2. A partir de

estos resultados se puede deducir por consiguiente, que los

AL



10

15

20

25

212

anticuerpos Ab-47, Ab-49 y Ab-50 reconocen un epitopo en la
proteina gB que se localiza en AD-5-S1, es decir, dentro de los
aminoacidos 133-144 y 251-343 de la proteina gB (cepa AD169; SEQ

ID No: 239).

Ejemplo 14: Modelo de conformacién por fusién previa de gB
de hCMV |

Dentro de la estructura gB del citomegalovirus humano (hCMV)
que fue modelado de acuerdo coh HSV-1 gB, se sitia AD-4 en un
montecito en medio de la molécula. El motivo di-lisina es facilmente
accesible en la superficie. En ausencia de datos sobre la orientacién
de los anticuerpos de enlace AD-4 en el espacio tridimensional se
puede predecir que el enlace de anticuerpo en esta conformacién de
proteina puede influenciar la interaccibn de gB con proteinas
vecinas. Para varios virus de herpes, incluyendo hCMV, se sabe que
gB necesita interactuar con glicoproteinas de envoltura adicionales
con el objeto de funcionar adecuadamente durante el proceso de
fusiéon (Avitabile y colaboradores, 2009; Patrone y colaboradores,

2007). Mas probablemente, sin embargo, la HSV-1 gB representa la

conformacion de post-fusion. Este supuesto se basa en la homologia

estructural de la HSV-1 gB al VSV-G para lo que las estructuras
tanto pre- como post-fusion previa estan disponibles (Roche y
colaboradores, 2006 y 2007). Se piensa que. la forma de fusidén
previa es prevaleciente sobre el virién, mientras que la fusién
posterior reside principalmente en algun, todavia indefinido,

compartimiento celular. Los anticuerpos especificos para AD-4

U\ Y
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aparentemente pueden reconocer ambas conformaciones de gB ya
que se enlazan a formas celulares asi como virales de gB. Ya que
para VSV-G las formas de pre- y post-fusibn muestran
reconfiguraciones estructurales extensas de dominios de proteina
individuales, modelamos la forma de fusién previa de gB del
citomegalovirus humano (hCMV) con el objeto de obtener mayor
percepcion de la localizacién potencial de AD-4 dentro del trimero de
ia fusién previa y la posicién de los residuos que son importantes
para el enlace de anticuerpos.

Se tomaron dominios gB de hCMV simples I, II, Il y IV a partir
del modelo de la fusiéon posterior, y se sobrepusieron sobre la
estructura de la fusién previa de VSV-G (Roche y colaboradores,
2007) utilizando el algoritmo MultiProt (Shatsky y colaboradores,
2004). El gB de hCMV dominio V y los residuos Leu469 a Arg496 del
dominio Ill fueron excluidos, ya que ellos no son globulares y no hay
estructuras equivalentes presentes en la plantilla de VSV-G. Los
bucles de conexiéon entre los dominios ajustados individualmente
fueron modelados con ModLoop (Fiser y colaboradores, 2003). El
modelo de fusién previa trimérica se obtuvo mediante la aplicacién
de la geometria de fusion previa de VSV-G.

Aunque la conformacién de la fusién posterior de gB de hCMV
se puede modelar facilmente basandose en la estructura de cristales
homéloga de HSV-gB, no hay informaciéon estructural experimental
todavia disponible para la conformacion de perfusion de esta familia

de moléculas. A partir de los dos conformaciones de VSV-G, se sabe
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que los dominios de proteina individuales mantienen sus pliegues
pero el arreglo relativo de los dominios cambia drasticamente
después de la transicidén entre el estado de pre-fusiéon y post-fusion.
Con el objeto de obtener mas percepciones dentro de la localizacién
potencial de AD-4 dentro del trimero de la fusién previa y de la
posicién de los residuos, lo cual es importante para el enlace de los
anticuerpos, se cred un modelo hipotético de la conformacién de la
fusién previa de gB de hCMV. Para este fin, se obtuvieron los
pliegues de dominio individuales a partir del modelo de fusion
posterior y la informacion empleada sobre el arreglo del dominio a
partir de la estructura de fusion previa de la glicoproteina G a partir
de VSV-G (Roche y colaboradores, ibid.). El modelo resultante no
exhibe choques estéricos y las secuencias de unién son
suficientemente largas para conectar los dominios en esta geometria
alternativa sugiriendo que este arreglo de dominio es
estructuralmente factible en gB de hCMV. EIl arreglo de dominio de la
estructura de fusién previa de gB de hCMV es muy parecida a la del
modelo previo de la conformacion de perfusion de EBV gB que se
generd basandose en la estructura de cristal post-fusion respectiva
(Backovic y colaboradores, 2009).

Una diferencia clave entre la conformacién de pre-fusién y
post-fusion de gB de hCMV se encuentra en la composicién de la
parte apical de la proteina. En la conformacién post-fusién esta
region se forma mediante el dominio IV, en-.donde se localiza AD-1.

En contraste, en modelo de pre-fusién Dom II/AD-4 se sitia en la

AQ
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parte superior de la molécula, con el motivo di-lisina (Lys378,
Lys379) localizado en una posicion central sobre la superficie apical
de Dom II/AD-4. Por consiguiente, la organizaciéon espacial de las
moléculas de IgG enlazadas a la forma de pre-fusién de gB
probablemente sera diferente a la forma de post-fusion y podra
interferir con el enlace de gB a los componentes de la célula
objetivo. Aparte de bloquear las interacciones con las moléculas no-
gB, las moléculas de IgG enlazadas a Dom II/AD-4 también podrian
ser caces de restringir los cambios de conformacién dentro de la
proteina que podrian ser necesarias para la funcién adecuada.

Ejemplo 15: Ensayos de neutralizacién en la presencia de

sueros humanos

En un escenario clinico, los anticuerpos de Ila presente
invencion se pueden administrar de una manera profilactica o
terapéutica por medio de infusiéon intravenosa. Por consiguiente, es
necesario excluir la posibilidad de que Ia funcion del anticuerpo se
deteriore por la presencia de anticuerpos en el suero humano. Tres
tipos diferentes de sueros se examinaron: suero negativo para los
anticuerpos especificos para el citomegalovirus humano (hCMV),
suero positivo los anticuerpos especificos para el citomegalovirus
humano (hCMV) e Intratect® (Biotest AG), una preparaciéon de suero
hCMV enriquecida con anticuerpos especificos para CMV. Primero se
determiné por titulacion la concentracién de IgG y la actividad
neutralizante del 50 por ciento de cada suero analizado. Dicho de

una manera breve, placas de ELISA se recubrieron con anticuerpo
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atrapador especifico del fragmento Fcy de 1gG anti-humano,
(Jackson ImmunoResearch, EUA). Diluciones en serie de dos-veces
de sueros en regulador de ELISA se compararon .con un estandar de
IgG de concentracién conocida (Jackson ImmunoResearch, EUA). La
concentracion de 1gG se calculé usando el software de ELISA
Softmax Pro 3.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Se
determindé el 50 por ciento de actividades de neutralizaciéon de los
sueros realizando un ensayo de neutralizacion basado en luciferasa
como se describe anteriormente en el Ejemplo 2.

En seguida, en un ensayo de neutralizacién competitiva como
se describié anteriormente en el Ejemplo 2, se titulé el anticuerpo
Ab-28 de tal manera que cruzaria la marca del 50 por ciento de
neutralizacién, antes de la adicién de suero a una concentracién
constante. Se afiadieron sueros que fueran cualquiera de negativos o
positivos para los anticuerpos especificos para el citomegalovirus
hﬁmano (hCMV e Intratect® al anticuerpo Ab-28 titulado a una
concentraciéon constante alrededor de su respectivo 50 por ciento-de
actividad neutralizante. Como se muestra en la Figura 12, parecié no
haber inhibicion de la potencia neutralizante de Ab-28 por los
anticuerpos de los sueros. Después de agregar suero negativo para
hCMV al anticuerpo Ab-28 titulado, la curva se veia idéntica a la
curva de Ab-28 solo. Este resultado indica que no hay un reactivo
inespecifico en el suero humano que pudiera dafar |la capacidad
neutralizante de Ab-28. Al afadir suero positivo para hCMV o

Intratect® al Ab-28, se observo un realce en la actividad neutralizante
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de Ab-28 y del suero. La actividad neutralizante del suero se
incrementd en aproximadamente 20-40 por ciento en la presencia de
Ab-28 y la capacidad neutralizante de Ab-28 se incrementd
aproximadamente 15 por ciento después de la adicién de suero
positivo para hCMV o Intratect®.

Eiemplo 16: Ensayo de neutralizacién post-adsorcion

Con el fin de determinar si los anticuerpos de la presente
invenciéon podrian bloquear una etapa temprana de penetracién del
virus en las células, realizamos un ensayo de neutralizacién post-
adsorcion. El método del ensayo de neutralizacién fue similar al
descrito en el Ejemplo 2; sin embargo inicialmente HFFs y hCMV que
expresa luciferasa se incubaron durante 1 hora a 4°C para permitir
s6lo la adsorcién del virus pero no la fusién del virus- y la membrana
celular. Después de este periodo de adsorcién, el virus no adsorbido
se deseché lavandolo con 1xPBS. Los anticuerpos se titularon a
partir de concentraciones muy altas de IgG de 150
microgramos)mililitro a 5 microgramos/mililitro en una placa separada
y entonces se agrega a las mezclas de virus-células pre-adsorbidas.
Los anticuerpos Ab-02, Ab-28, Ab-04 y un anticuerpo de control C23
(T123; una generosa donaciéon de Teijin Pharma Limited, Japén) se
utilizaron para este experimento y cada anticuerpo se incubé durante
30, 80 6 120min a 4°C con las mezclas de virus-células pre-
adsorbidas. Se ha demostrado que el anticuerpo C23 especifico para
AD-2 inhibe la penetracion del virus en las células (Ohizumi vy

colaboradores, 1992). Después de los periodos de incubaciéon de 30,
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80 6 120 minutos, se lavaron las placas una vez mas y entonces se
incubaron durante 48 horas a 37°C. A partir de este punto en
adelante, el ensayo se continué como el del Ejemplo 2. Los
resultados se muestran en la Figura 13 y se resumen como sigue.
Después de un periodo de incubaciéon de 30 minutos, cuando menos
100 microgramos/mililitro de cada anticuerpo se requirié que lograra
el 50 por ciento de reduccién de infectividad del virus. C23, por otra
parte, parecié inhibir la penetracién del virus incluso en
concentraciones muy bajas de 5 microgramos/mililitro después de
una incubacién de 30 minutos. Después de 80 minutos solamente 20
microgramos/mililitro de Ab-02 y Ab-28 se necesitaron para el 50 por
ciento de neutralizaciéon. Para Ab-04 sin embargo, se requirieron 55
microgramos/mililitro para neutralizar la infectividad del virus en 50
por ciento. La curva de 80 minutos del anticuerpo de control C23 no
mostré el resultado esperado. Se esperaria que este anticuerpo fuera
cuando menos tan bueno, si no es que mejor, después de un tiempo
de incubacién mas largo. También, los errores estandar de la media
fueron muy dispersos para C23 en el periodo de incubacién 80
minutos y por consiguiente, este punto de tiempo fue excluido de los
resultados. Cuando se incubé el virus pre adsorbido con los
anticuerpos durante 120 minutos solamente alrededor de 5-15
microgramos/mililitro de cada anticuerpo o C23 se requiere para una
reduccion del 50 por ciento de la infectividad viral. En conclusién, los
anticuerpos Ab-02, Ab-28 y Ab-04 son capaces de prevenir la

penetracién de los virus ya adsorbidos en las células.

A
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Eiemplo 17: Ensayos de neutralizacién competitiva con otros

anticuerpos especificos para gB

Se ha reportado la competicion por el enlace del epitopo gB
entre anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes para los
anticuerpos especificos para AD-1 (Ohlin y colaboradores, 1993).
Para investigar los posibles efectos competitivos o hasta sinérgicos
entre los anticuerpos de la presente invencién y otros anticuerpos
especificos para gB, se llevaron a cabo ensayos de neutralizacién
competitiva para determinar el efecto de los anticuerpos especificos
para AD-1 (ITC52), y AD-2 (ITC88) anticuerpos sobre la actividad
neutralizante de los anticuerpos de la presente invencién. Para hacer
esto, se titul6 un anticuerpo y se afadi6é el otro anticuerpo a una
concentracién constante aproximada al 50 por ciento de su actividad
neutralizante. Estos ensayos de neutralizacién competitiva se
flevaron a cabo con cada uno de los anticuerpos: Ab-11, Ab-14, Ab-
19, Ab-28, Ab-04, Ab-42. Se compararon dos enfoques diferentes en
donde se titulé el anticuerpo de prueba y se agregaron ITC52 ¢
ITC88 a una concentracion constante o los anticuerpos ITC se
titularon y el anticuerpo de prueba anticuerpo se agregdé a una
concentracién constante. Ya que ITC52 es un anticuerpo no
neutralizante, se agregd en una concentraciéon de 3 microgramos/
mililitro, la misma concentraciéon a la cual se le agreg6 el anticuerpo
neutralizante ITC88. Solamente se muestiran los datos para Ab-28,
ya que los demas anticuerpos probados se comportaron de una

manera similar. También, se muestra solamente un enfoque, es

e
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decir, dejando Ab-28 a una concentraciéon constante y titulando el
anticuerpo ITC, porque el enfoque alternativo mostfé resultados
comparables (Figura 14).

Los resultados indican que parece haber una leve dificultad de
actividad neutralizante de Ab-28 en la presencia de una
concentracién alta del anticuerpo ITC52 especifico para AD1. Se
observdé este efecto para cada anticuerpo probado y se ha
reproducido en otro experimento independiente (los datos no se
muestran). Sin embargo, una concentracién alta de ITC52 parece no
disminuir la actividad de neutralizaciéon de ITC88. Ab-28 e ITC88
juntos dieron como resultado una actividad de neutralizacion
mejorada. Esto es visible en particular en el segundo punto de datos
de |ITC88 solo al contrario de cuando se mezcla. Se observa en este
punto un aumento del 40 por ciento de la actividad neutralizante de
ITC88 ante la presencia de Ab-28 mostrando el Ab-28 un aumento en
la neutralizacién de aproximadamente el 15 por ciento con ITC88 que
solo.

En adicién. al experimento anterior que analiza los efectos
inhibidores, aditivos o sinérgicos potenciales entre diferentes
anticuerpos especificos para AD-4 y especificos para AD-1 o AD-2,
también investigamos si se podrian observar efectos similares entre
los anticuerpos especificos para AD-4 (Dom II), y AD-5 (Dom |). Ab-
28 (especifico para AD-4) se mezclé con cualquiera de Ab-50 6 Ab-
49 (especifico para AD-5) en una proporcidn de 50:50 en primer pozo

y continué con 1:2 diluciones en serie antes de agregar hCMV con
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expresién de luciferasa. Las actividades neutralizantes de estas
mezclas de anticuerpos se compararon con las titulaciones simples
de los anticuerpos respectivos (Figura 15). Solamente se observd un
ligero efecto entre los anticuerpos especificos para AD-4 y AD-5 sin
efectos inhibidores o sinérgicos. Se repitiéo este experimento en otras
dos ocasiones con resultados comparables (los datos no se
muestran).

Tabla 19: Compendio de los numeros de las SEQ ID en el
Listado de Secuencias acompafiante, para CDRs de cadena pesada y

ligera de los anticuerpos neutralizantes mostrados en las Tablas 7 y

13 anteriores.

Anti- SEQ ID NO:
cuerpo
CDRH1 | CDRH2 | CDRH3 | CDR11 | CDR12 | CDR13

Ab-01 38 39 40 103 104 105
Ab-02 8 9 10 08 99 100
Ab-03 3 4 5 118 119 120
Ab-04 13 14 15 103 104 105
Ab-05 38 39 40 123 | 124 125
Ab-06 43 44 45 128 129 130
Ab-07 53 54 55 133 134 135
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Anti- SEQ ID NO:
cuerpo
CDRH1 {CDRH2 |CDRH3 | CDR11 | CDR12 | CDR13

Ab-08 8 9 10 138 139. 140
Ab-09 53 54 55 143 144 145
Ab-10 53 54 55 93 94 95
Ab-11 18 19 20 108 109 110
Ab-12 58 59 60 108 109 110
Ab-13 63 64 65 108 109 110
Ab-14 23 24 25 113 114 115
Ab-15 23 24 25 148 149 150
Ab-16 68 69 70 153 154 155
Ab-17 68 69 70 148 149 150
Ab-18 43 44 45 158 159 160
Ab-19 43 44 45 163 164 165
Ab-20 43 44 45 98 99 100
Ab-21 43 44 45 168 169 170
Ab-22 43 44 45 138 139 140
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Anti- SEQ ID. NO:
cuerpo
CDRH1 |CDRH2 | CDRH3 | CDR11 | CDR12 | CDR13

Ab-23 8 9 10 163 164 165
Ab-24 8 9 10 168 169 170
Ab-25 8 9 10 168 159 160
Ab-26 8 9 10 128 129 130
Ab-27 43 44 45 108 109 110
Ab-.28 3 4 5 93 94 95
Ab-29 48 49 50 93 94 95
Ab-30 3 4 5 143 144 145
Ab-31 53 54 55 118 119 120
Ab-32 3 4 5 133 134 135
Ab-33 13 14 15 173 174 175
Ab-34 38 39 40 173 174 175
Ab-35 73 74 75 103 104 105
Ab-36 73 74 75 173 174 175
Ab-37 13 14 15 123 124 125

It
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Anti- SEQ ID NO:
cuerpo

CDRH1 | CDRH2 | CDRH3 | CDR11 | CDR12 | CDR13
Ab-38 73 74 75 123 124 125
Ab-39 13 14 15 178 179 180
Ab-40 38 39 40 178 179 180
Ab-41 73 74 75 178 179 180
Ab-42 28 29 30 108 109 110
Ab-43 78 79 80 108 109 110
Ab-44 83 84 85 108 109 110
Ab-45 88 89 90 108 109 110
Ab-46 33 34 35 108 109 110
Ab-47 243 244 | 245 263 264 265
Ab-48 248 249 250 268 269 270
Ab-49 253 254 | 255 273 274 275
Ab-50 258 259 | 260 278 278 280

2
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Tabla 20b
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Secuencias
Se muestran el dominio Vy, el dominio V_ y las secuencias de
CDR de los miembros enlazadores en el listado de secuencias

adjunto, en donde las SEQ ID NOS corresponden como sigue:

10

15

20

25

1 SM56-1 Vi nuclebtidos

2 SM5-1 Vy aminoacidos

3 SM5-1 Vy CDR 1 aminoacidos

4 SM5-1 Vi CDR 2 aminoacidos

5 SM&-1 Vy CDR 3 aminoacidos

6 SM4-10 V4 nucleétidos

7 SM4-10 V4 aminoacidos

8 SM4-10 V4 CDR 1 aminoacidos
9 SM4-10 Vy CDR 2 aminoacidos
10 SM4-10 V4 CDR 3 aminoacidos
11 SM6-5 Vy nucledtidos

12 SM6-5 V aminoacidos

13 SM6-5 Vy CDR 1 aminoacidos

14 SM6-5 Vi CDR 2 aminoacidos

15 SM6-5 Vy CDR 3 aminoacidos

16 SM1-6 VH nucleétidos

17 SM1-6 VH aminoacidos

18 SM1-6 VH CDR 1 aminoacidos
19 SM1-6 VH CDR 2 aminoacidos
20 SM1-6 VH CDR 3 aminoacidos
21

SM3-1 VH nucleétidos
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22

23

24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

44

45

46
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SM3-1 VH aminoécidos

SM3-1 VH CDR 1 aminoacidos
SM3-1 VH CDR 2 aminoacidos
SM3-1 VH CDR 3 aminoacidos
SM11-17 VH nucleétidos
SM11-17 VH aminoacidos
SM11-17 VH CDR 1 aminoacidos
SM11-17 VH CDR 2 aminoacidos
SM11-17 VH CDR 3 aminoacidos
SM11-21 VH nucleétidos
SM11-21 VH aminoacidos
SM11-21 VH CDR 1 aminodcidos
SM11-21 VH CDR 2 aminoacidos
SM11-21 VH CDR 3 aminoacidos
SM6-11 VH nucledétidos

SM6-11 VH aminoéacidos |
SM6-11 VH CDR 1 aminoacidos
SM6-11 VH CDR 2 aminoacidos
SM6-11 VH CDR 3 aminoacidos
SM4-3 VH nucleétidos

SM4-3 VH aminoacidos

SM4-3 VH CDR 1 aminoacidos
SM4-3 VH CDR 2 aminoécidos
SM4-3 VH CDR 3 aminoacidos

SM5-3 VH nucledtidos



10

15

20

25

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71

SM56-3 VH
SM5-3 VH
SM5-3 VH
SM5-3 VH
SM56-9 VH
SM5-9 VH
SM5-9 VH
SM5-9 VH
SM5-9 VH
SM1-7 VH
SM1-7 VH
SM1-7 VH
SM1-7 VH
SM1-7 VH
SM1-8 VH
SM1-8 VH
SM1-8 VH
SM1-8 VH
SM1-8 VH
SM3-4 VH
SM3-4 VH
SM3-4 VH
SM3-4 VH

SM3-4 VH

229

aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos
CDR 3 aminoacidos
nucledtidos
aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos
CDR 3 aminoacidos
nucleétidos
aminoacidos
CDR 1 aminoécidos
CDR 2 aminoacidos
CDR 3 aminoacidos
nucleétidos
aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos
CDR 3 aminoacidos
nucleétidos
aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos

CDR 3 aminoacidos

SM6-23 VH nucledtidos
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72
73
74
75
76
77
78
79
80

81

82

83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

230

SM6-23 VH aminoa’cidos

SM6-23 VH CDR 1 aminoacidos

SM6-23 VH CDR 2 aminoacidos

SM6-23 VH CDR 3 aminoacidos

SM11-18 VH
SM11-18 VH
SM11-18 VH
SM11-18 VH
SM11-18 VH
SM11-19 VH
SM11-19 VH
SM11-19 VH
SM11-19 VH
SM11-19 VH
SM11-20 VH
SM11-20 VH
SM11-20 VH
SM11-20 VH

SM11-20 VH

nucleotidos
aminoacidos

CDR 1 aminoacidos

CDR 2 aminoacidos

CDR 3 aminoacidos
nucleétidos
aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos
CDR 3 aminoacidos
nucleétidos
aminoacidos
CDR 1 aminoacidos
CDR 2 aminoacidos

CDR 3 aminoacidos

SM5-1 VL nucleétidos

SM5-1 VL aminoacidos

SM5-1 VL CDR 1 aminoacidos

SM5-1 VL CDR 2 aminoacidos

SM5-1 VL CDR 3 aminoacidos

SM4-10 VL nucledtidos
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97

o8

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

231

SM4-10 VL aminoéacidos
SM4-10 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-10 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-10 VL CDR 3 aminoécidos
SM6-5 VL nucleétidos

SM6-5 VL aminoacidos

SM6-5 VL CDR 1 aminoacidos
SM6-5 VL CDR 2 aminoacidos
SM6-5 VL C.DR 3 aminoacidos
SM1-6 VL nucledtidos

SM1-6 VL aminoacidos

SM1-6 VL CDR 1 aminoacidos
SM1-6 VL CDR 2 aminoacidos
SM1-6 VL CDR 3 aminoacidos
SM3-1 VL nucleétidos

SM3-1 VL aminoacidos

SM3-1 VL CDR 1 aminoacidos
SM3-1 VL CDR 2 aminoacidos
SM3-1 VL CDR 3 aminoacidos
SM5-6 VL nucleétidos

SM56-6 VL aminoacidos

SM5-6 VL CDR 1 aminoacidos
SM56-6 VL CDR 2 aminoacidos
SM5-6 VL CDR 3 aminoacidos

SM6-48 VH nucleétidos

5t
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122

123

124

125

126

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

146
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SM6-48 VH aminoacidos
SM6-48 VH CDR 1 aminoacidos
SM6-48 VH CDR 2 aminoacidos
SM6-48 VH CDR 3 aminoacidos
SM4-3 VL nucleétidos

SM4-3 VL aminoacidos

SM4-3 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-3 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-3 VL CDR 3 aminoacidos
SM5-9 VL nucledtidos

SM56-9 VL aminoacidos

SM5-9 VL CDR 1 aminoacidos
SM5-9 VL CDR 2 aminoacidos
SM5-9 VL CDR 3 aminoacidos
SM4-12 VL nucleétidos

SM4-12 VL aminoacidos
SM4-12 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-12 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-12 VL CDR 3 aminoacidos
SM5-5 VL nucleétidos

S.M5-5 VL aminoacidos

SM5-5 VL CDR 1 aminoacidos
SM5-5 VL CDR 2 aminoacidos
SM5-5 VL CDR 3 aminoacidos

SM3-2 VL nucleétidos
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147
148
149
150
1561
1562
163
154
165
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

171

233

SM3-2 VL aminoacidos

SM3-2 VL CDR 1 aminoacidos
SM3-2 VL CDR 2 aminoacidos
SM3-2 VL CDR 3 aminoacidos
SM3-4 VL nucleétidos

SM3-4 VL aminoacidos

SM3-4 VL CDR 1 aminoacidos
SM3-4 VL CDR 2 aminoacidos
SM3-4 VL CDR 3 aminoacidos
SM4-1 VL nucleétidos

SM4-1 VL aminoacidos

SM4-1 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-1 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-1 VL CDR 3 aminoacidos
SM4-5 VL nucledtidos

SM4-5 VL aminoacidos

SM4-5 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-5 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-5 VL CDR 3 aminoacidos
SM4-7 VL nucleétidos

SM4-7 VL aminoacidos

SM4-7 VL CDR 1 aminoacidos
SM4-7 VL CDR 2 aminoacidos
SM4-7 VL CDR 3 aminoacidos

SM6-6 VL nucleotidos
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172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185

186

187

188
189
190
191
192
193
194
195

196

234 J
332

SM6-6 VL aminoacidos
SM6-6 VL CDR 1 aminoacidos
SM6-6 VL CDR 2 aminoacidos
SM6-6 VL CDR 3 aminoacidos
SM6-51 VL nucleétidos
SM6-51 VL aminoacidos
SM6-51 VL CDR 1 aminoacidos
SM6-51 VL CDR 2 aminoacidos
SM6-51 VL CDR 3 aminoacidos
VH FWR1
VH FWR3
VH FWR3 (*02,*03,*04)
VH FWR4 (*01)
VL FWR1
VL FWR2
VL FWR3
IGHJ6*02 aminoacidos
IGHJ3*02 aminoacidos
IGHJ5*01 aminoacidos
IGHJ5*02 aminoacidos
IGLJ1*01 aminoacidos
IGLJ2*01 aminoacidos
IGLJ3*01 aminoéacidos
IGLG3*02 aminoacidos

Cebador 179-Je
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197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220

221

235

Péptido sintético
Cebador 074-Je
Cebador 075-Je
Cebador 076-Je
Cebador 150-Je
Cebador 151-Je
Cebador 077-Je
Cebador 078-Je
Cebador 007-Je
Cebador 152-Je
Cebador 1563-Je

Cebador 066-Je

" Cebador 067-Je

Cebador 068-Je
Cebador 069-Je
Cebador 070-Je
Cebador 258-Je
Cebador 259-Je
Cebador 260-Je
Cebador 261-Je
Cebador 262-Je
Cebador 263-Je
Cebador 264-Je
Cebador 265-Je

Cebador 266-Je
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222  Cebador 267-Je
223 Cebador 84-B
224 Cebador 155-Je
225 Cebador 85-B
226  Cebador 161-Je
227 Cebador 162-Je
228 Cebador 154-Je
229 Cebador 001-Je
230 Cebador 158-Je
231 Cebador 003-Je
232 Cebador 159-Je
233 Cebador 156-Je
234 Cebador 157-Je
235 Cebador 062-Je
236 Cebador 063-Je
237 Cebador 065-Je
238 Cebador 064-Je
239 gB Cepa AD169
240 gB cepa Towne
241 SM10 V4 nucledétidos

236

242 SM10 Vy aminoacidos

243 SM10 V4 CDR 1 aminoéacidos
244 SM10 V4 CDR 2 aminoacidos
245 SM10 V4 CDR 3 aminoacidos

246 SM12 V4 nucledtidos
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247

248

249

250

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

271

237

SM12 Vy aminoacidos

SM12 Vy CDR 1 aminoacidos
SM12 Vy CDR 2 aminoacidos
SM12 V4 CDR 3 aminoacidos
2C2 Vy nucleétidos

2C2 Vy aminoacidos

2C2 V, CDR 1 aminoacidos
2C2 Vy CDR 2 aminoacidos
2C2 V4, CDR 3 aminoacidos
1G2 Vy nucledétidos

1G2 Vy aminoacidos

1G2 Vy CDR 1 aminoacidos
1G2 Vy CDR 2 aminoacidos
1G2 Vy CDR 3 aminoacidos
SM10 V_ nucleétidos

SM10 V_ aminoacidos

SM10 V. CDR 1 aminoacidos
SM10 V. CDR 2 aminoacidos
SM10 V. CDR 3 aminoacidos
SM12 V| nucleétidos

SM12 V_ aminoacidos

SM12 V| CDR 1 aminoacidos
SM12 V. CDR 2 aminoacidos
SM12 V. CDR 3 aminoacidos

2C2 V| nucledtidos
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273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295

296

238

2C2 V|, aminoacidos

2C2 V. CDR 1 aminoacidos
2C2 V. CDR 2 aminoacidos
2C2 V| CDR 3 aminoacidos
1G2 V| nucleétidos

1G2 V. aminoacidos

1G2 V. CDR 1 aminoacidos
1G2 V. CDR 2 aminoacidos
1G2 V. CDR 3 aminoacidos
IGHV4-39 FWR1

IGHV4-39 FWR2

IGHV4-39 FWR3

IGHV4-59 FWR1

IGHV4-59 FWR2

IGHV4-59 FWR3
IGKV2D-28 FWR1
IGKV2D-28 FWR2
IGKV2D-28 FWR3
IGKV1D-33 FWR1
IGKV1D-33 FWR2
IGKV1D-33 FWR3
IGLV1-47 FW1

IGLV1-47 FW2

IGLV1-47 FW3

Cebador 5’'lg L VH 4/6

262
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297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320

321

239

Cebador 5’Ig L Vk 1/2
Cebador 5°'lg L VA 3
Cebador 5’lg L VA 1
Cebador 3'lg Cy CH 1
Cebador 3’'lg Ck 543
Cebador 3’'lg CA cadena
Cebador 5’lg Agel VH4
Cebador 5’lg Agel Vk 2-24
Cebador 5’'lg Agel Vk 2-28
Cebador 5’Ig Agel VA 3
Cebador 5’'lg Agel Vk 1-5
Cebador 5'lg Agel VH 4-39
Cebador 5’'lg Agel VA 1
Cebador 3’'lg Sall JH
Cebador 3’'lg BsiWl Jk 2
Cebador 3’lg Sall JH 6
Cebador 3’lIg Bsi WiJk 1/4
Cebador 3’'lg Xhol CA
Cebador 5’ Ausente
Cebador 3’IgG Interno
Cebador 3’'Ck494
Cebador 3’CA

Enlazador sintético

gpUL132 Secuencia de senal

HA marca de epitopo
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REIVINDICACIONES

1. Un miembro enlazador aislado para la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV), el cual se enlaza a la proteina gB
del citomegalovirus humano (hCMV) en una regiéon dentro de los
residuos 100 a 447, sibendo definida la numeracién de residuos de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos de gB de la cepa AD169
de longitud completa SEQ ID No: 239.

2. Un miembro enlazador aislado para la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV), el cual se enlaza a la proteina gB
del citomegalovirus humano (hCMV) con una Kp de no mas de 1 nM,
como se define mediante resonancia de plasmén superficial.

3. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacion 2,
en donde la Kp no es mayor de 0.5 nM.

4. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacion 2
o con la reivindicacién 3, en donde la Kp no es mayor de 0.1 nM.

5. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador no se
enlaza a un dominio antigénico 1 (AD-1) o a un dominio antigénico 2
(AD-2) de la proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV).

6. Un miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del
miembro enlazador requerida para una neutralizacion del 50 por
ciento de un aislado clinico del citomegalovirus humano (hCMV) es

de 10 microgramos/mililitro o menos en un ensayo de neutralizacion
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para la neutralizaciéon de la infeccion por el citomegalovirus humano
(hCMV) de fibroblastos de prepucio humano.

7. Un miembro enlazador aislado para el citom'egalovirus
humano (hCMV), el cual comprende un conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2,

HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde el conjunto de regiones

determinantes de complementariedad (CDRs) tiene 22 o menos

alteraciones de aminoacidos a partir de un conjunto de regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) en donde:

HCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 3;

HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 4;

HCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 5;

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

93;

LCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

94y

LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

95,

y en donde el miembro enlazador tiene una Kp de no mas
de 50 nM como se define mediante resonancia de plasmén
superficial.

8. Un miembro enlazador aislado para el citomegalovirus
humano (hCMV) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6, el cual comprende un conjunto de regiones determinantes de

complementariedad (CDRs): HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1,
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LCDR2 y LCDR3, en donde el conjunto de regiones determinantes de

complementariedad (CDRs) tiene 22 o menos alteraciones de

aminoacidos a partir de un conjunto de regiones determinantes de

complementariedad (CDRs) en donde:

9.

HCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 3;
HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 4;
HCDRS3 tiene |la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 5;
LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:
93;

LCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:
94; y

LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:
95.

Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 7 u 8, el cual comprende una HCDR1 en donde:

10.

el residuo de Kabat 31 es Asp o Gly;

el residuo de Kabat 32 es His, Phe o Tyr,;
el residuo de Kabat 33 es Tyr;

el residuo de Kabat 34 es Met, lle 0 Leu; y
el residuo de Kabat 35 es Val o Asn.

Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién 9,

en donde la HCDR1 es la SEQ ID No: 3.

11.

Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 10, el cual comprende una HCDR2 en donde:

el residuo de Kabat 50 es Trp, Ser o Cys;
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el residuo de Kabat 53 es Gin, Asn o His;
el residuo de Kabat 54 es Ser o Thr;
el residuo de Kabat 58 es Gly, Lys, Asn o His;
el residuo de Kabat 60 es Gly o Ala; y
el residuo de Kabat 64 es Gin o Arg.
12. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién
11, en donde la HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
No: 4.
13. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, el cual comprende una HCDR3 en donde:
el residuo de Kabat 99 es Thr o Ala;
el residuo de Kabat 100 es Val o Met;
el residuo de Kabat 100A es Ser o Thr
el residuo de Kabat 100B es Asn o Thr;
el residuo de Kabat 100C es Ser o Phe;
el residuo de Kabat 100E es Leu, Met o Ala;
el residuo de Kabat 100F es Ser o Gly;
el residuo de Kabat 100K es His o Tyr;
el residuo de Kabat 100L es Asn, Ser o Asp;
el residuo de Kabat 100M es Arg, Val o lle;
el residuo de Kabat 100N es Leu o Met;
el residuo de Kabat 101 es Asp o Gly; y
el residuo de Kabat 102 es Ala, Val o lle.
14. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién

13, en donde la HCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
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No: 5.

15. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 14, en donde el residuo de Kabat 26 en la
LCDR1 es Ser o Asn, o en donde el residuo de Kabat 27 en la
LCDR1 es Ser o Arg.

16. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién
15, en donde la LCDR1 es la SEQ ID No: 93.

17. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 16, en donde el residuo de Kabat 56 en la
LCDR2 es Ser o Pro. |

18. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién
17, en donde la LCDR2 es la SEQ ID No: 94.

19. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, el cual comprende una LCDR3 en donde:

el residuo de Kabat 89 es Gly o Ala;

el residuo de Kabat 91 es Pro o Trp;

el residuo de Kabat 93 es Arg o Ser;

el residub de Kabat 94 es Ser o Asp;

el residuo de Kabat 95a es Ser, Gly o Ala;
el residuo de Kabat 96 es Val o Tyr; y

el residuo de Kabat 97 es Ile o Val.

20. Un miembro enlazador de acuerdo con la reivindicacién
19, el cual comprende una LCDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 95.

21. Un miembro enlazador aislado para la proteina gB del

e
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citomegalovirus humano (hCMV), el cual comprende una HCDR3, una
LCDR3, y/o un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de cualquiera de los anticuerpos Ab-01 a
Ab-46.

22, Un miembro enlazador aislado de acuerdo con |la
reivindicacion 21, el cual se enlaza a la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV) en una regién dentro de los
residuos 121 a 132 y 344 a 438, siendo definida la numeracion de
residuos de acuerdo con la secuencia de aminoacidos de gB de la
cepa AD169 de longitud completa SEQ ID No: 239.

23. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs): HCDR1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 3;
HCDR2 es la SEQ ID No: 4;
HCDR3 es la SEQ ID No: 5;
LCDR1 es la SEQ ID No: 93;
LCDR2 es la SEQ ID No: 94; y
LCDR3 es la SEQ ID No: 95.

24. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, la cual comprende un dominio de anticuerpo Vu, y en

donde el dominio V4 tiene la secuencia de aminoacidos del dominio
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V4 mostrada en la SEQ ID No: 2.

25. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, la cual comprende un dominio de anticuerpo V. en donde
el dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del dominio V_
mostrada en la SEQ ID No: 92.

26. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 2, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 92.

27. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde Ila
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
del dominio Vy cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 2, y una secuencia de aminoacidos del dominio V. cuando menos
el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID No: 92.

28. Un miembro enlazador aislado para la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV), el cual comprende una HCDR3, una
LCDR3, y/o un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de cualquiera de los anticuerpos Ab-47 a
Ab-50.

29. Un miembro enlazador aislado de acuerdo con |Ila
reivindicacién 28, el cual se enlaza a la proteina gB del

citomegalovirus humano (hCMV) en una region dentro de los

/7é3
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residuos 133 a 343, siendo definida la numeracion de residuos de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos de gB de la cepa AD169
de longitud completa SEQ ID No: 239.

30. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28 y 29, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs): HCDR1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 243;
HCDR2 es la SEQ ID No: 244;
HCDR3 es la SEQ D No: 245;
LCDR1 es la SEQ ID No: 263;
LCDR2 es la SEQ ID No: 264,y
LCDR3 es la SEQ ID No: 265.

31. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28 y 29, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs): HCDR1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 248;
HCDR2 es la SEQ ID No: 249;
HCDR3 es la SEQ ID No: 250;
LCDR1 es la SEQ ID No: 268;
LCDR2 es la SEQ ID No: 269; y
LCDR3 es la SEQ ID No: 270.
32. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6, 28 y 29, el cual comprende un conjunto de

VT
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regiones determinantes de complementariedad (CDRs): HCDR1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 253;

HCDR2 es la SEQ ID No: 254;

HCDR3 es la SEQ ID No: 255;

LCDR1 es la SEQ ID No: 273;

LCDR2 es la SEQ ID No: 274;

LCDR3 es la SEQ ID No: 275.

33. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28 y 29, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementarie.dad (CDRs): HCDRT1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 258;
HCDR2 es la SEQ ID No: 259;
HCDR3 es la SEQ ID No: 260;
LCDR1 es la SEQ ID No: 278;
LCDR2 es la SEQ ID No: 279; vy
LCDR3 es la SEQ ID No: 280.

34. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 y 28 a 30, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, el cual comprende un dominio de anticuerpo Vy, y en
donde el dominio V, tiene la secuencia de aminoacidos del dominio

Vu mostrada en la SEQ ID No: 242.

35. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 6, 28, 29 y 31, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, el cual comprende un dominio de anticuerpo Vg4, y en
donde el dominio Vy tiene la secuencia de aminoacidos del dominio
Vy mostrada en la SEQ ID No: 247.

36. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28, 29 y 32, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, el cual comprende un dominio de anticuerpo V4, y en
donde el dominio Vy tiene la secuencia de aminoacidos del dominio
Vy mostrada en la SEQ ID No: 252.

37. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28, 29 y 33, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, el cual comprende un dominio de anticuerpo Vy, y en
donde el dominio V4 tiene la secuencia de aminoacidos del dominio
Vy mostrada en la SEQ ID No: 257.

38. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28 a 30 y 34, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, que comprende un dominio de anticuerpo V., en donde el
dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del dominio V_
mostrada en la SEQ ID No: 262.

39. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6, 28, 29, 31 y 35, en donde el miembro
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enlazador comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento
funcional de la misma, que comprende un dominio de anticuerpo Vi,
en donde el dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del
dominio V_ mostrada en la SEQ ID No: 267.

40. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28, 29, 32 y 36, en donde el miembro
enlazador comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento
funcional de la misma, que comprende un dominio de anticuerpo V,
en donde el dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del
dominio V. mostrada en la SEQ ID No: 272.

41. Un miembro enlazador de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, 28, 29, 33 y 37, en donde el miembro
enlazador comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento
funcional de la misma, que comprende un dominio de anticuerpo V.,
en dohde el dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del
dominio V. mostrada en la SEQ ID No: 277.

42. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 242, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 262.

43. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 247, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 267.

44. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
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una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 252, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 272.

45. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 257, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 277.

46. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde la
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
del dominio Vy cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 242, y una secuencia de aminoacidos del dominio V. cuando
menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ |ID No: 262.

47. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde Ila
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de! dominio Vy cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 247, y una secuencia de aminoacidos del dominio V. cuando
menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID No: 267.

48. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde Ila
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
del dominio V4 cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 252, y una secuencia de aminoacidos del dominio V|, cuando

menos el 90 por ciento idéntica ala SEQ ID No: 272.
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49. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde la
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
del dominio V4 cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 257, y una secuencia de aminoacidos del dominio V, cuando
menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID No: 277.

50. Un miembro enlazador o molécula de anticuerpo que
compite para enlazarse a la proteina gB del citomegalovirus humano
(hCMV) con un miembro enlazador o una molécula de anticuerpo
aislada de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

51. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 26, 27, 42 a 50, en donde la molécula de
anticuerpo es una IgG.

§2. Un dominio Vy aislado de una molécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24, 26, 27, 34 a 37 y
42 a 51.

5§3. Un dominio V_ aislado de una molécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27 y 38a 51.

§4. Una composicién que comprende un miembro enlazador
aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y
28 a 41, o una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 26, 27 y 42 a 51, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable .

65. Una composicién que comprende un miembro enlazador

aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y

L1
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28 a 41, o una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 26, 27 y 42 a 51, para utilizarse en un método
para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

56. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 55,
para utilizarse en el tratamiento de un trastorno asociado con el
citomegalovirus humano (hCMV).

57. Una composicién que comprende un miembro enlazador
aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y
28 a 41, o una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 26, 27 y 42 a 51, para utilizarse en el
tratamiento de un trastorno asociado con el citomegalovirus humano
(hCMV). |

58. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 56, o
el uso de acuerdo con la reivindicacién 57, en donde el trastorno es
una infeccidén por el citomegalovirus humano (hCMV).

5§9. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 55 a 58, la cual comprende ademas un miembro
enlazador aislado o molécula de anticuerpo que se enlaza a la
proteina gB, gH, gL, UL128, UL130 y/o UL131A del citomegalovirus
humano (hCMV).

60. Un método para el tratamiento de un trastorno asociado
con el citomegalovirus humano (hCMV) en un individuo, el cual
comprende administrar un miembro enlazador de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y 28 a 41, o una molécula

de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26,
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27 y 42 a 51, al individuo, y de preferencia en donde el individuo
tiene un sistema inmunolégico comprometido.

61. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 60, en donde
el individuo es una mujer embarazada, un recién nacido, un receptor
de trasplante o un individuo infectado con VIH.

62. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un miembro
enlazador de acuerdo con cualquieré de las reivindicaciones 1 a 25y
28 a 41, un dominio Vy de acuerdo con la reivindicacién 52, un
dominio V| de acuerdo con la reivindicacién 53, o una molécula de
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26, 27
y 42 a 51. .

63. Una célula huésped transfectada in vitro o transducida
con una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
62.

64. Un método para la produccion de un miembro enlazador,
una molécula de anticuerpo, o un dominio de anticuerpo V4 o V, el
cual comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con la
reivindicacion 63, bajo condiciones para la producciéon del miembro
enlazador, la molécula de anticuerpo, o el dominio de anticuerpo Vy
o V..

65. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 64, el cual
comprende ademas aislar y/o purificar el miembro enlazador, la
molécula de anticuerpo, el dominio Vi, o el dominio V.

66. Un método de acuerdo con la reivindicacién 64 o con la
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reivindicaciéon 65, el cual comprende ademas formular el miembro
enlazador, la molécula de anticuerpo, el dominio V4, 0 el dominio Vi,
en una composicién que comprende cuando menos un componente
adicional.

67. Un método para la produccién de un dominio de enlace
de antigeno de un anticuerpo para el citomegalovirus humano
(hCMV), comprendiendo el método proporcionar, por medio de la
adicion, supresion, sustitucion o insercién de uno o mas aminoacidos
en la secuencia de aminoacidos de un dominio Vy progenitor que
comprende las HCDR1, HCDR2 y HCDR3, en donde las HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 del dominio Vy progenitor son un conjunto de
HCDRs como se muestran en |la Tabla 19, un dominio V4 que es una
variante de la secuencia de aminoacidos del dominio Vy progenitor, y
opcionalmente combinar el dominio Vy proporcionado de esta
manera, con uno o mas dominios V., para proporcionar una o mas
combinaciones de Vu/V.; y probar este dominio Vy que es una
variante de la secuencia de aminoacidos del dominio Vy progenitor o
la combinacién o las combinaciones de Vu/V_, para identificar un
dominio de enlace de antigeno del anticuerpo para el citomegalovirus
humano (hCMV).

68. Un método de acuerdo con la reivindicacion 67, en donde
el uno o0 mas dominios V. mencionados, se proporcionan por medio
de la adiciéon, supresidén, sustitucion o insercion de uno o mas
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de un dominio V_

progenitor, el cual comprende las LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en
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donde las LCDR1, LCDR2 y LCDR3 del dominio V_ progenitor son un
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
de V., como se muestra en la Tabla 19, produciendo uno o mas
dominios V., cada uno de los cuales es una variante de la secuencia
de aminoacidos del dominio V_ progenitor.

69. Un método de acuerdo con la reivindicacion 67 o con la
reivindicacién 68, en donde el dominio V4 que es una variante de la
secuencia de aminoacidos del dominio V4 progenitor, se proporciona
mediante mutagéneéis de CDR.

70. Un método de acuerdo con cualquiera de |las
reivindicaciones 67 a 69, el cual comprende ademas producir el
dominio de enlace de antigeno de un anticuerpo como un
componente de una molécula de anticuerpo 1gG, scFv, Fab o
biespecifica o como un anticuerpo multi-especifico.

71. Un método para la producciéon de un miembro enlazador
que se enlaza al citomegalovirus humano (hCMV), cuyo método
comprende: proporcionar un acido nucleico de partida que codifique
un dominio Vy 0 un repertorio de acidos nucleicos de partida, cada
uno codificando un dominio V4, en donde el dominio V4 o los
dominios Vy comprenden una HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 para ser
reemplazada, o bien carecen de una regién codificante de HCDR1,
HCDR2 y/o HCDRS;

combinar el acido nucleico de partida o el repertorio de
partida con el acido nucleico donante o con los acidos nucleicos

donantes que codifiquen o0 sean producidos mediante la mutacidén de

75
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la secuencia de aminoacidos de una HCDR1, HCDR2, y/o HCDR3
mostradas en la Tabla 19, de tal manera que el acido nucleico
donante o los acidos nucleicos donantes se insertan en la regién
CDR1, CDR2 y/o CDR3 en el acido nucleico de partida o en el
repertorio de partida, para proporcionar un repertorio producido de
acidos nucleicos que codifiquen los dominios V; expresar los acidos
nucleicos de este repertorio producido para producir los dominios Vy
producidos; opcionalmente combinar estos dominios Vy producidos
con uno o mas dominios V; seleccionar un miembro enlazador para
el citomegalovirus humano (hCMV), cuyo miembro enlazador
comprende un dominio Vy producido, y opcionalmente un dominio V;
y recuperar el miembro enlazador o el acido nucleico que lo
codifique.

72. Un método de acuerdo con la reivindicacién 71, en donde
los acidos nucleicos donantes se producen mediante la mutacion de
dichas HCDR1 y/o HCDR2 y/o HCDR3.

73. Un método de acuerdo con la reivindicacién 72, el cual
comprende proporcionar el acido nucleico donante mediante la
mutacién aleatoria del acido nucleico.

74. Un método de acuerdo con cualquiera de |las
reivindicaciones 67 a 73, el cual comprende ademas unir un dominio
Vy producido que esté comprendido dentro del miembro enlazador
recuperado, a una regién constante del anticuerpo.

75. Un método de acuerdo con cualquiera de Ilas

reivindicaciones 67 a 74, el cual comprende proporcionar una IgG,

W{
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scFv, Fab, o una molécula de anticuerpo biespecifica, o un
anticuerpo multi-especifico, que comprenda el dominio V4 producido
y un dominio V.

76. Un método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 67 a 75, el cual comprende ademdas probar el
dominio de enlace de antigeno de un anticuerpo o miembro
enlazador que se enlace al citomegalovirus humano (hCMV), para
determinar su capacidad para neutralizarl el citomegalovirus humano
(hCMV).

77. Un método de acuerdo con la reivindicacién 76, en donde
se obtiene un miembro enlazador que comprende una molécula de
anticuerpo que se enlaza a, y neutraliza, el citomegalovirus humano
(hCMV).

78. Un meétodo para la neutralizacion del citomegalovirus
humano (hCMV) en un sujeto o en una muestra, el cual comprende
administrar a este sujeto o a esta muestra, un miembro enlazador de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y 28 a 41, o
una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 26, 27 y 42 a 51, en una cantidad suficiente para
reducir la infectividad del citomegalovirus humano (hCMV) por
cuando menos el 50 por ciento, en una concentracion de

aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5.0 microgramos/mililitro.
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RESUMEN

La invencién se refiere a miembros enlazadores, en‘especial a

moléculas de anticuerpos, que neutralizan los efectos biolégicos del

5 citomegalovirus humano (hCMV). Los miembros enlazadores son
utiles para el tratamiento y la profilaxis de la infeccion por el

citomegalovirus humano (hCMV).
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1

5

Tyr Asp Val Met Asp Ile

<210> 31
<211> 393
<212> ADN
<213>
<400> 31
caggtgcagce
tcctgcaagg
cctggacagg
gcacagaagt
atggagttga
gctaaaacgg
tggggccagyg
<210> 32
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 32

20

Homo sapiens

tgatgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
gaagtctaaa
tgactacctt

gaaccctggt

Homo sapiens

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatcc
ggtcaccatg
ttctgacgac
cggagcgtcet

caccgtctcee

10

gtgaagaagc
gacttctata
atcaaccctce
accagggaca
acggeccgtcet
ttgttgtact

agc

ctggggcectc
tcaactgggt
acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtge

actacgacat

15

agtgaaggtc

gcgacaggcc

cacacactat

cacagcctac

gagagatggg

catggacgtc

Gln Val Gln Leu Met Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393



10

156

20

25

Ser Val

Tyr Ile

Gly Ser

50
Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Tyr Tyr

Val Ser

130

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

<400>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyr

115

Ser

33

PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Arg

Gly

100

Asp

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Ile

Homo sapiens

33

Asp Phe Tyr Ile Asn

1

5

Cys

Arg

His

Met

70

Leu

Lys

Met

Lys Ala

Gln Ala

40
Ser Gly
55

Thr Arg

Asn Ser

Thr Val

Asp Val

120

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

105

Trp

17

Gly Tyr Thr

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Gly

Gln

His

Ser

75

Thr

Phe

Gln

Gly

Tyx

60

Ile

Ala

Gly

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ala

Thr

125

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Leu

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Val

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Thr



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

18

34

17

PRT

Homo sapiens

34

Ser Ile Asn Pro His Ser Gly Gly Thr His Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

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

<400>

5 10 15

35
22
PRT
Homo sapiens

35

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Phe Gly Ala Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5] 10 15

Tyr Asp Ile Met Asp Val

20
<210> 36
<211> 393
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 36
caggtgcacc tggtgcaatc tggggctgag gtgaggaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc gactactatc tgaactgggt gcgacaggcece 120

3(9



10

15

20

25

cctggacaag ggcttgagtg
gcacagaaat ttcggggcag
atggagctga gcagcctgag
gctaaaacga tgactacgtc

tggggccagg gaaccctggt

<210> 37

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 37

Gln Val His

1 5

Ser Val Lys Val

20

Ser Cys

gatgggaagc
ggtcactatg
atctgacgac
tggactgtct

caccgtctcecce

Leu Val Gln Ser Gly

Lys Ala

Tyr Leu Asn Trp Val Arg Gln Ala

35
Gly Ser
50

Arg Gly Arg Vval

65 70

Thr Met

40

Ile Asn Pro Asn Thr Gly

55

Thr Arg

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

85

Ala Arg Asp Gly Ala Lys

100

Thr Met

19

atcaacccca
accagggaca
acggcegtcet
ttgttgtact

agc

Ala Glu val
10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly Gln

Gly Thr Lys

Asp Thr Ser
75
Asp Asp Thr
90
Thr Thr Ser

105

acactggtgg cacaaagtat
cgtccatcag ggcagcctac
attactgtgc gagagatggg

actacgacgt tatggacgtc

Arg Lys Pro Gly Ala
15

Thr Phe Thr Asp Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Ala Gln Lys Phe

60

Ile Arg Ala Ala Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Gly Leu Ser Leu Leu

110

180

240

300

360

383



10

15

20

25

20 (30

Tyr Tyr Tyr Asp Val Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120 125

Val Ser Ser

130
<210> 38
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 38

Asp Tyr Tyr Leu Asn

1 5
<210> 39

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 39

Ser Ile Asn Pro Asn Thr Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Arg

1 5 10 15
Gly

<210> 40

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 40

21

Asp Gly Ala Lys Thr Met Thr Thr Ser Gly Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5

Tyr Asp Val Met Asp Val

<210> 41
<211> 393
<212> ADN
<213>
<400> 41
caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggccaag
gcacagaagt
atggacctga
gctaagacgg
tggggccaag
<210> 42
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 42

20

Homo sapiens

tggtgcagtc
cttctggatt
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcaagctgac
tgtctaatte

ggacaatggt

Homo sapiens

tggggctgag
caccctcagce
gatgggatqgg
ggtcaccatg
atctgacgac
cggactgggt

caccgtctct

10

gtgaagaagc
gaccactatc
atcaacccte
accagggact
acggccegtgt
ctactgtatt

agc

ctggggcctc

tggtctgggt

agagtggtgg

cgtccagcaa

acttctgtgce

atcacagccg

15

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaggctac
cacagcgttce
gagagatggg

actggacgcec

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393

/b\(



10

15

20

25

Ser Val

Tyr Leu

Gly Trp

50
Gln Gly
65

Met Asp

Ala Arg

Tyr Tyr

Val Ser

130

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

<400>

Lys

Val

35

Ile

Arg

Leu

Asp

His

115

Ser

43

PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Lys

85

Ala

Arg

Homo sapiens

43

Asp His Tyr Leu Val

1

5

Cys

Arg

Gln

Met

70

Leu

Lys

Leu

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Val

Ala

120

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ser

105

Trp

22

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

90

Asn

Gly

Phe

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Thr

125

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

110

Met

Val

His

Met

Phe

Phe

80

Cys

Leu

Thr



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

23

44

17

PRT

Homo sapiens

44

Trp Ile Asn Pro Gln Ser Gly Gly Thr Gly Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

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

<400>

5 10 15

45

22

PRT

Homo sapiens

45

Asp Gly Ala Lys Thr Val Ser Asn Ser Gly Leu Gly Leu Leu Tyr Tyr

1

5 10 15

His Ser Arg Leu Asp Ala

<210>

. <211>

<212>

<213>

<400>

20
46
393
ADN
Homo sapiens

46

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaggaagc ctggggectc agtgaaggtce

tcctgcaagg cttctggata cagcctcaaa gaccactata tggtctgggt gcgacaggcce

60

120



10

15

20

25

" Met

cctggeccaag
ggacagaagt
atgatactga

gctaagacgg

tggggccagg

<210> 47

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo

<400> 47

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Tyr Met Val

35
Gly Trp Ile
50
Gln Gly Arg
65

Ile Leu

Ala Arg Asp

ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
tgtccaattc

gaaccctggt

sapiens

Leu Val

Val Ser
20
Val

Trp

Asn Pro

Val Thr

70

Ser Ser
85
Gly Ala

100

Gln

Cys

Arg

Gln

Met

Leu

Lys

gatgggatgg

ggtcaccatg
atctgacgac
cggactgtct

caccgtetee

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40
Ser Gly
55
Thr

Arg

Arg Ser

Thr Val

24

atcaaccctc
acccgggaca
acggccgtgt
ttgttgtact

agc

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly Gln

Gly Thr Gly

Asp Thr Ser

75
Asp Thr
90
Ser

Ser Asn

105

agagtggtgg cacaggctac
cgtccaccaa cacagcctac
atttctgtge gagagatggg

atcacaaccg tctggacgcc

Arg Lys Pro Ala

15

Ser Leu Lys Asp His

30

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Gly Gln Lys Phe

60

Thr Asn Thr Ala Tyr

80

Ala Val Tyr Phe Cys

95

Gly Leu Ser Leu Leu

110

180

240

300

360

393

<7\



25

Tyr Tyr His Asn Arg Leu Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

10

15

20

25

115 120 125

Val Ser Ser

130
<210> 48
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48
Asp His Tyr Met Val
1 5
<210> 49
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 49

Trp Ile Asn Pro Gln Ser Gly Gly Thr Gly Tyr Gly Gln Lys Phe Gln

1 5
Gly

<210> 50

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 50

26

Asp Gly Ala Lys Thr Val Ser Asn Ser Gly Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5

His Asn Arg Leu Asp Ala

<210> 51
<211> 393
<212> ADN
<213>
<400> 51
caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggccaag
ggacagaagt
atgatactga
gctaaggcgg
tggggccaag
<210> 52
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 52

20

Homo sapiens

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
tgtccaattc

ggacaatggt

Homo sapiens

tggggctgag
cagcctcaaa
gatgggatgg
ggtcaccatg
atctgacgac
cggactgtct

caccgtctet

10

gtgaggaagc
gaccactata
atcaaccctc
acccgggaca
acggccgtgt
ttgttgtact

agc

ctggggceccte
tggtctgggt
agagtggtgg
cgtccaccaa
atttctgtgce

atcacaaccg

.15

agtgaaggtc
gcgacaggcece
cacaggctac
cacagcctac
gagagatggg

tctggacgcce

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Arg Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Val

Met

Trp

50

Gly

Ile

Arg

Tyr

Ser

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

Val

35

Ile

Arg

Leu

Asp

His

115

Ser

53

PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Arg

Homo sapiens

53

Asp His Tyr Met Val

1

5

Cys

Arg

Gln

Met

70

Leu

Lys

Leu

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ala

Asp

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Val

Ala

120

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ser

105

Trp

27

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asn

Gly

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

45

Gly

Asn

Val

Leu

Thr

125

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Met

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Val

His

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Thr

By



10

15

20

25

28 Iz

<210> 54
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 54

Trp Ile Asn Pro Gln Ser Gly Gly Thr Gly Tyr Gly Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 55

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Asp Gly Ala Lys Ala Val Ser Asn Ser Gly Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr
1 5 10 15

His Asn Arg Leu Asp Ala

20
<210> 56
<211> 393
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 56
caggtgcagc tgatgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcecectce agtgaaggte 60

tcctgcaagg cttcectggata caccttcacc ggctactata tgaactgggt gcgacaggcc 120



10

15

20

25

cctggacaag
gcacagaagt
atggaactga
gctaagacgg

tggggccagg

<210> 57
<211> 131
<212> PRT
<213> Homo
<400> 57
Gln Val Gln
Ser Val Lys
Tyxr Met Asn
35
Gly Cys Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met

Glu Leu

Ala Arg Asp

ggcttgagtg
ttcagggcag
ccaggctcag
tgactacctc

gaaccctggt

sapiens

Leu Met Gl

Val

20

Trp Val Arg Gln Ala

Asn Pro As

Val Thr Me
70
Thr Arg Le

85

Gly Ala Lys

100

gatgggatgc
ggtcaccatg
atctgacgac
cggaatgtct

caccgtctcce

29

atcaacccga
accagggaca
acggccgtat
ttgttgtact

agc

Ser Cys

n Ser Gly Ala Glu Val
10
Lys Ala Ser Gly Tyr
25
Pro Gly Gln
40
n Ser Gly Gly Thrx Asn
55
t Thr Arg Asp Thr Ser
75
u Arg Ser Asp Asp Thr
90
Thr Val

Thr Thr Ser

105

acagtggtgg cacaaactat
cgtccatcag cacagcctac
attactgtgc gagagatggg

actacgacgt tatggacatc

Lys Lys Pro Gly Ala

Thr Phe Thr Gly Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Ala Gln Lys Phe

60

Ile Ser Thr Ala Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys

95
Leu Leu

Gly Met Ser

110

180

240

300

360

393



10

15

20

25

30 9

Tyr Tyr Tyr Asp Val Met Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120 125

Val Ser Ser

130
<210> 58
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 58

Gly Tyr Tyr Met Asn

1 5
<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 59

Cys Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 60

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 60

31

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Ser Gly Met Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5

Tyr Asp Val Met Asp Ile

<210> 61
<211> 393
<212> ADN
<213>
<400> 61
caggtgcagc
tcctgecaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggaactga
gctaagacgg
tggggccaag
<210> 62
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 62

20

Homo sapiens

tgacgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
ccaggctcag
tgactacctc

ggacaatggt

Homo sapiens

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatgce
ggtcaccatg
atctgacgac
cggaatgtct

caccgtctet

10

gtgaagaagc
ggctactata
atcaacccga
accagggaca
acggccgtat
ttgttgtact

agc

ctggggcectce
tgaactgggt
acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtge

actacgacgt

15

agtgaaggtce

gcgacaggcec

cacaaactat

cacagcctac

gagagatggg

tatggacatc

Gln Val Gln Leu Thr Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Val

Met

Cys

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

Ser

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyxr

115

Ser

63

PRT

Val

20

Trp

Asn

Val

Thr

Gly

100

Asp

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Ala

Val

Homo sapiens

63

Gly Tyr Tyr Met Asn

1

5

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Lys

Met

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Thr

Asp

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Val

Ile

120

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

105

Trp

32

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Gly

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Met

Thr

125

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Met

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Val

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Thr



10

16

20

25

33

<210> 64
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> o4

Cys Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 65

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Ser Gly Met Ser Leu Leu Tyr Tyr
1 5 10 15

Tyr Asp Val Met Asp Ile

20
<210> 66
<211> 393
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 66
caggtgcagc tggtgcagtc tgaggctgag gtggagaagc ctggggcectc agtgaaggtce

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc gactactata tgaactgggt gcgacaggcec

60

120



10

15

20

25

cctggacaag
gcacagaagt
atggagttga
gctaaaacgg

tggggccagg

<210> 67

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo

<400> 67

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Tyr Met Asn

35

Gly Cys Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Asp

ggcttgagtg
ttcagggcag
gcaggctaaa
tgactacctt

gaaccctggt

sapiens

Leu Val G1

Val Ser
20
Val Ar

Trp

Asn Pro Hi

Val Thr Me
70

Ser Arg Le

85

Gly Ala

100

Cys

Lys

gatgggatgc
ggtcaccatg
atctgacgac
cggagcgtct

caccgtctcce

n Ser Glu

Lys Ala

g Gln Ala
40
s Ser
55
t Thr

Arg

u Lys Ser

Thr Val

34

atcaaccctce
accagggaca
acggccgtcet
ttgttgtact

agc

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly Gln

Gly Thr Asn

Asp Thr Ser

75

Asp Asp Thr
80

Thr

Thr Phe

105

acagtggtgg cacaaactat
cgtccatcag cacagtctac
attactgtgc gagagatggg

actacgacat tatggacgtc

Glu Lys Pro Gly Ala

15

Thr Phe Thr Asp Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Ala Gln Lys Phe

60

Ile Ser Thr Val Tyr

80

Ala Val Tyr Cys

95

Gly Ala Ser Leu Leu

110

180

240

300

360

393



10

15

20

25

s af

Tyr Tyr Tyr Asp Ile Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120 125

Val Ser Ser

130
<210> 68
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 68

Asp Tyr Tyr Met Asn

1 5
<210> 69

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 69

Cys Ile Asn Pro His Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 70

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 70

36

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Phe Gly Ala Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5

Tyr Asp Ile Met Asp Val

<210> 71
<211> 393
<212> ADN
<213>
<400> 71
caggtgcacc
tcctgecaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggagctga
gctaaaacga
tggggccagg
<210> 72
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 72

20

Homo sapiens

tggtgcaatc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcagcctgag
tgactacgtce

gaaccctggt

Homo sapiens

tggggctgag
caccttcacce
gatgggaagc
ggtcactatg
atctgacgac
tggactgtct

caccgtctcce

10

gtgaggaagc
gactactatc
atcaacccca
accagggaca
acggccgtcet
ttgttgcact

agc

ctggggectce
tgaactgggt
acactggtgg
cgtccatcag
attactgtge

actacgacgt

15

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaagtat
ggcagcctac
gagagatggg

tatggacgtc

Gln Val His Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Arg Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

His

Val

Val

Leu

Ser

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

Ser

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyx

115

Ser

73

PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Asp

Ser

Val

Pro

Thr

Sexr

85

Ala

Val

Homo sapiens

73

Asp Tyr Tyr Leu Asn

1

5

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Lys

Met

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Asp

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Met

Val

120

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

105

Trp

37

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Gly

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Arg

Val

Leu

Thr

125

Thr

30

Glu

Gln

Ala

Ser

110

Leu

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Val

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Thr



10

15

20

25

38

<210> 74
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Ser Ile Asn Pro Asn Thr Gly Gly Thr Lys Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 75

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Asp Gly Ala Lys Thr Met Thr Thr Ser Gly Leu Ser Leu Leu His Tyr
1 5 10 15

Tyr Asp Val Met Asp Val

20
<210> 76
<211> 393
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 76
caggtgcagc tgatgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcctgcaagg cttctggata caccttcacce ggctactata tgaactgggt gcgacaggcc

60

120

N



10

15

20

25

cctggacaag
gcacagaagt
atggaactga

gctaaaacgg

tggggccaag

<210> 77

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo

<400> 77

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Tyr Met Asn

35

Gly Cys Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Asp

ggcttgagtg
ttcagggcag
ccaggctcag
tgactacctt

ggacaatggt

sapiens

Leu Met Gl

Val Ser

20

Trp Val

Asn Pro As

Val Thr Me
70

Thr Arg Le
85
Gly Ala

100

Cys

Arg

Lys

gatgggatgc
ggtcaccatg
atctgacgac
cggaatgtct

caccgtctcet

n Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40
n Ser
55
t Thr

Arg

u Arg Ser

Thr Val

39

atcaacccga
accagggaca
acggccgtat
ttgttgtact

agc

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly Gln

Gly Thr Asn

Asp Thr Ser

75

Asp Asp Thr
90

Thr

Thr Phe

105

acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc

actacgacgt

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Ile Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Met Ser

110

cacaaactat
cacagcctac
gagagatggg

tatggacatc

Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Leu Leu

180

240

300

360

393



10

15

20

25

Tyr Tyr Tyr Asp Val Met Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

115 120

Val Ser Ser

130
<210> 78
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 78

Gly Tyr Tyr Met Asn

1 5
<210> 79

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Cys Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5
Gly

<210> 80

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

15



10

15

20

25

<400> 80

41

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Phe Gly Met Ser Leu Leu Tyr Tyr

1

5

Tyr Asp Val Met Asp Ile

<210> 81
<211> 383
<212> ADN
<213>
<400> 81
caggtgcagce
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagttga
gctaagacgg
tggggccaag
<210> 82
<211> 131
<212> PRT
<213> ‘

<400> 82

20

Homo sapiens

tgatgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
gaagtctaaa
tgactacctc

ggacaatggt

Homo sapiens

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatgc
ggtcaccatg
ttctgacgac
cggaatgtct

caccgtctct

10

gtgaagaagc

ggctactata

atcaacccga

accagggaca

acggccgtct

ttgttgtact

agc

ctggggectce
tgaactgggt
acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc

actacgacgt

15

agtgaaggtec
gcgacaggcce
cacaaactat
cacagcctac
gagagatggg

tatgggcatc

Gln Val Gln Leu Met Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Val

Met

Cys

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

Ser

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyr

115

Ser

83

PRT

Val
20

Trp

Asn

Val

Arg

Gly

100

Asp

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Val

Homo sapiens

83

Gly Tyr Tyr Met Asn

1

5

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Lys

Met

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Val

Ile

120

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

105

Trp

42

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Gly

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Met

Thr

125

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Met

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Val

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Thr



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

43

84

17

PRT

Homo sapiens

84

Cys Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

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

<400>

5 10 15

85
22
PRT
Homo sapiens

85

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Ser Gly Met Ser Leu Leu Tyr Tyxr

1

5 10 15

Tyr Asp Val Met Gly Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20
86
393
ADN
Homo sapiens

86

caggtgcagc tggtgcagtc tgaggctgag gtggagaaac ctggggcctce agtgaaggtce

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc gacttctata tcaactgggt gcgacaggcce

60

120

730



10

15

20

25

cctggacagg
gcacagaagt
atggaactga

gctaaaacgg

tggggccaag

<210> 87

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo

<400> 87

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Tyr Ile Asn

35

Gly Ser Ile

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Asp

ggcttgagtg
ttcagggcag
ccaggctcag
tgactacctc

ggacaatggt

sapiens

Leu Val Gl

Val Ser
20
Val

Trp

Asn Pro Hi

Val Thr Me
70

Thr Arg Le
85
Gly Ala

100

Cys

Arg

Lys

gatgggatcc
ggtcaccatg
atctgacgac
cggaatgtct

caccgtctct

n Ser Glu

Lys Ala

Gln Ala
40
s Ser Gly
55
t Thr

Arg

u Arg Ser

Thr Val

44

atcaaccctc
accagggaca
acggccgtat
ttgttgtact

agc

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly Gln

Gly Thr His

Asp Thr Ser

75

Asp Asp Thr

90
Thr

Thr Ser

105

acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc

actacgacgt

Glu Lys Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Ile Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Met Ser

110

cacacactat

cacagcctac

gagagatggg

tatggacatc

Ala
15
Asp Phe

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Leu Leu

180

240

300

360

393



10

16

20

25

45

SN

Tyr Tyr Tyr Asp Val Met Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr
115 120 125

Val Ser Ser

130
<210> 88
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 88

Asp Phe Tyr Ile Asn

1 5
<210> 89

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 89

Ser Ile Asn Pro His Ser Gly Gly Thr His Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 90

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

46 %

<400> 90

Asp Gly Ala Lys Thr Val Thr Thr Ser Gly Met Ser Leu Leu Tyr Tyr

1 5 10 15
Tyr Asp Val Met Asp Ile

20
<210> 91
<211> 328
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 91
cagtctgtgt tgacgcagcc gcecectcagtg tctgcggeccce caggacagat ggtcaccatc 60
tcectgctetyg gaagcagetce caacattggg aagaattatg tgtcecctggta ccagcaactce 120
ccaggtgcag cccccaaact cctcatcttt gacaataata agcgaccctc agggactect 180
gaccgattct ctggctccaa gtctggcacg tcagccaccc tggtcatcac cggactccag 240
acaggggacg aggccgatta ttactgcgga acaccggata gaagcctgag tgtgatattce 300
ggcggaggga ccaaggtcac cgtcctag 328
<210> 92
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 92

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

1

5

10

15

Met Val Thr Ile Ser Cys'Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn

20

25

30



10

15

20

25

Tyr Val

Ile Phe

50
Gly Ser
65

Thr Gly

Ser Val

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

<400>

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Ile

93

13

PRT

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

93

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

47

Gly

Leu

Gly
90

Val

Ala

Thr

Val

75

Thr

Thr

Ala

Pro

60

Ile

Pro

Val

Pro Lys Leu
45

Asp Arg Phe

Thr Gly Leu

Asp Arg Ser

95

Leu

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

94

PRT

5

Homo sapiens

%4

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

5

10

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

15

20

25

<210> 95
<211> 10
<212> PRT
<213>

<400> 95

Homo sapiens

48

Gly Thr Pro Asp Arg Ser Leu Ser Val Ile

1

<210> 96
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 96
cagtctgtgt
tcctgetcetg
ccaggtacag
gaccgattct
gctgcggacyg
ggcgggggga
<210> 97
<211> 109
<212> PRT
<213>

<400> 97

5

Homo sapiens

tgacgcagcee
gaagcagatc
cccccaaact
ctggctcecaa
aggccgatta

ccaaggtcac

Homo sapiens

gccctcecagtg
caacattggg
cctecattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

cgtectag

10

tctgcggecce
aagaattatg
gacaataata
tcagccacce

acatgggata

caggacagag
tatcctggta
agcgaccctc
tggccatcte

gcagcctgag

ggtcaccate
ccagcaacce
agggattcct
cggactccag

tgtggtattce

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

1

5

10

15

60

120

180

240

300

328

s



10

15

20

25

Arg

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Ser

Val

Val

Phe

50

Ser

Ala

val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr Ile Ser
20

Ser Trp Tyr

35

Asp Asn Asn

Lys Ser Gly

Asp Glu Ala
85
Val Phe Gly

100

98

13

PRT

Homo sapiens

98

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Gly

Pro

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

48

Arg

Gly

Leu

Gly

90

Val

Ser

Thr

Ile

Ala

75

Thr

Thr

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Leu

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5

99

PRT

Homo sapiens

10

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

531



10

15

20

25

<400> 99

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210> 100
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 100

5

Homo sapiens

50

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 101
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 101
cagtctgtgt
tcctgetectg
ccaggaacag
gaccgattcet
actggggacg
ggcggaggga
<210> 102
<211> 109
<212> PRT
<213>

5

Homo sapiens

tgacgcagec

gaagcagctc

cccccaaact

ctggctccaa

aggccgatta

ccaaggtcac

Homo sapiens

gcecteagtg
caacattggg
cctcattgat
gtctggcacg
ttactgcgcea

cgtectag

10

tctgeggece

aagaattatg

gacaataata

tcagccacce

acatgggata

caggacagaa
tatcctggta
agcgacccte
tggécatcac

gcagcctggg

ggtcaccatc
ccagcagcte
agggattcct
cggactccag

tgtggtcttc

60

120

180

240

300

328



10

15

20

25

<400>

102

Gln Ser Val

Lys

Tyr

Ile

Gly

65

Thr

Gly

Val

Val

Asp

50

Ser

Gly

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr

Ser
35

Asp

Lys

Asp

Val

103

13

PRT

Homo

103

Ser Gly Ser

1

<210>

<211>

<212>

104

7

PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Thr

Ser

Tyx

Asn

Gly

Ala

85

Gly

sapiens

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

51

Val
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Val

Ser

Ser

Thrx

Ile

Gly

75

Thr

Thr

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Leu

Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

5

10

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

753

‘)U\‘



10

15

20

25

<213>

<400> 104

Homo sapiens

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210> 105
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 105

5

Homo sapiens

52

Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu Gly Val Val

1

<210> 106
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 106
cagtctgtgt
tcectgetcetg
ccaggaacag
gaccgattct
actggggacyg
ggcggaggga
<210> 107
<211> 109
<212> PRT

5

Homo sapiens

tgacgcagcce
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

gccctcecagtg
caacattggg
cctcatttat
gtctggcacg
tttctgcgga

cgtcctag

10

tctgcggecc
aaaaattatg
gacaataata
tcagccaccc

acatgggata

caggacagaa

tatcctggta

agcgacccte

tgggaatcac

gcagcctgag

ggtcacgatc
ccagcagctc
agggattccet
cggactccag

tgtggtattc

60

120

180

240

300

328

4L



10

15

20

25

<213>

<400>

Homo sapiens

107

Gln Ser Val Leu

Lys

Tyr

Ile

Gly

65

Thr

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Gly

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr Ile

20
Ser Trp
35

Asp Asn

Lys Ser

Asp Glu

Val Phe

100

108
13

PRT

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

108

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Phe

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

53

Val
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

90

Val

Ser

Ser

Thr

Ile

Gly

75

Thr

Thr

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Leu

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

5

10

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Ser

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

342



10

15

20

25

<210> 109
<211> 7
<212> PRT
<213>
<400> 109

Homo sapiens

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210> 110
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 110

5

Homo sapiens

54

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 111
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 111
cagtctgtgt
tcctgetcetg
ccaggaacag
gaccgattct
actggggacg

ggcggaggga

5

Homo sapiens

tgacgcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggttccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

gccctcagtg
caacattgég
cctcatttat
gtctggcacg
ttactgcgca

cgtcctag

10

tctgcggece
aaaaattatg
gacaataata
tcagccacce

acatgggata

caggacagaa
tatcctggté
agcgaccctc
tgggcatcac

gaagcctgag

ggtcaccatc
ccagcacttc
agggattcct
cggactccag

tgtggtattc

60

120

180

240

300

328

24y



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

112

109

PRT

Homo

112

Gln Ser Val

Lys

Tyr

Ile

Gly

65

Thr

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Gly

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

Thr

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Val

113

13

PRT

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

His

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

55

Val

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Val

Ser

Ser

Thr

Ile

Gly

75

Thzx

Thr

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Leu

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Arg

Gly

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

45



10

15

20

25

56

<400> 113

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1 5 10
<210> 114

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 114

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1 5
<210> 115

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 115

Ala Thr Trp Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1 5 10
<210> 116
<211> 328
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 116

cagtctgtgt tgacgcagcc gccectcagtg tctgcggece caggacagat ggtcaccatce
tcctgctctg gaagcagcectc caacattggg aagaéttatg tgtcctggta ccagcaacte

ccaggtgcag cccccaaact cctcatcttt gacaataata agcgaccctc agggactcct

60

120

180

PRV



10

15

20

25

57

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacg tcagccacce tggtcatcac cggactccag
acaggggacg agaccgatta ttactgcgga acaccggata gaagcctgag tgtggtattc

ggcggaggga ccaaggtcac cgtcctag

<210> 117
<211> 109
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 117

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

Met Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn
20 25 30
Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Ala Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Ile Phe Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Thr Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Val Ile Thr Gly Leu Gln
65 70 75 80
Thr Gly Asp Glu Thr Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Pro Asp Arg Ser Leu
85 90 95
Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
100 105
<210> 118
<211> 13

<212> PRT

240

300

328

4



58

<213> Homo sapiens
<400> 118

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1 5 10
<210> 119

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 119

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1 5
<210> 120

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 120

Gly Thr Pro Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1 5 10
<210> 121
<211> 328
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 121
cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctgcggcecce caggacagaa ggtcaccatce 60

tcctgectetg gaagcagetce caacattggg aagaattatg tatcctggta ccagcagctce 120



10

15

20

25

ccaggaacag
gaccgattct
actggggacg
ggcggaggaa
<210> 122
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 122

Gln Ser Val

Lys Val Thr

Tyr Val Ser
35
Ile Asp Asp
50
Gly Ser Lys
65

Thr Gly Asp

Gly Val Val

<210> 123

<211> 13

ccecccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

cccagetgat

sapiens

59

cctcattgat gacaataata agcgaccctc agggattcct
gtctggcacg tcagccaccc tgggcatcac cggactccag
ttactgcgca acatgggata gcagecctggg tgtggtctte

catcctag

Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

10 15

Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn

20

Trp Tyr Gl

25 30
n Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

40 45

Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

55 60

Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln

70

75 80

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu

85
Phe Gly Gl

100

90 95
y Gly Thr Gln Leu Ile Ile Leu

105

180

240

300

328



10

15

20

25

<212>

<213>

<400>

Ser Gly Ser Sexr Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu Gly Val Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctgcggceccc caggacagag ggtcaccatc

PRT
Homo sapiens

123

5

124

PRT
Homo sapiens

124

5
125
10
PRT
Homo sapiens

125

5
126
328
ADN
Homo sapiens

126

60

10

10

3550



10

15

20

25

tcetgcectcectg
ccaggtacag

gaccgattct

gctgcggacyg

ggcgggggga

<210> 127

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo

<400> 127

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Ser

35

Ile Phe Asp

50

Gly Ser Lys

65

Ala Ala Asp

Ser Val Val

gaagcagatc
cccceccaaact
ctggctccaa
aggccgatca

ccaaggtcac

sapiens

Leu Thr Gl

Ile Ser
20
Trp

Tyr Gl

Asn Asn

Sexr Gly
70
Glu Ala
85
Phe Gly G1

100

Cys

Lys Arg

Thr

Asp

caacattggg
cctecattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

cgtcctag

n Pro Pro

Ser Gly

n Gln Leu
40

Pro
55

Ala

Serx

His Tyr

y Gly Thr

61

aagaattatg
gacaataata
tcagccaccce

acatgggata

Ser Val Ser

10

Ser Arg Ser

25

Pro Gly Thr

Ser Gly Ile

Thr Leu Ala

75
Cys Gly Thr
90
Val

Lys Thr

105

tatcctggta
agcgaccctc
tggccatcte

gcagcctgag

Ala Ala Pro

Asn Ile Gly

30

Ala Pro Lys

45

Pro Asp Arg

60

Ile Ser Gly

Trp Asp Ser

Val Leu

ccagcaactc
agggattcct
cggactccag

tgtggtattce

Gly Gln
15
Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln
80
Leu

Ser

95

120

180

240

300

328

0



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

128
13
PRT
Homo sapiens

128

3

129

PRT
Homo sapiens

129

3
130
10
PRT
Homo sapiens

130

5
131
328
ADN

Homo sapiens

62

10

10

391



10

16

20

25

<400> 131

cagtctgtgt
tcectgetetg
ccaggtgcag
gaccgattct
acaggggacg
ggcggaggga
<210> 132
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 132
Gln Ser Val

Met Val Thr

Tyr Val Ser

35

Ile Phe Asp

50

Gly Ser Lys

65
Thr

Gly Asp

tgacgcagct
gaagcagctc
cceccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

sapiens

Leu Thr Gl

Ile Ser
20
Gl

Trp Tyr

Asn Asn

Sexr Gly
70
Glu

Ala

85

Cys

Lys

Thr

Asp

gccctcagtg
caacattggg
cctecatcttt
gtctggcacg
ttactgecgga

cgtectag

n Leu Pro

Ser Gly

n Gln Leu
40
Arg Pro
55

Ala

Ser

Tyr Tyr

63

tctgcggcecce
aagaattatg
gacaataata
tcagccaccc

acaccggata

Ser Val Ser

10

Ser Ser Ser

25

Pro Gly Ala

Ser Gly Thr

Thr Leu Val

75
Thr

Cys Gly

90

caggacagat
tgtcctggta
agcgaccectce
tggtcatcac

gaagcctgag

Ala Ala Pro

Asn Ile Gly

30

Ala Pro Lys

45

Pro Asp Arg

60

Ile Thr Gly

Pro Asp Arg

ggtcaccatc
ccagcaactc
agggactcct
cggactccag

tgtggtattc

Gly Gln
15
Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln
80
Leu

Ser

95

60

120

180

240

300

328

593



10

15

20

25

Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gly Thr Pro Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1

100

133
13
PRT
Homo sapiens

133

5

134

PRT
Homo sapiens

134

5
135
10
PRT
Homo sapiens

135

5

105

64

10

10

54



10

15

20

25

<210> 136
<211> 328
<212> ADN
<213> Homo
<400> 136
cagtctgtgt
tcectgetcetg
~ccaggtacag
gaccgattct
gctgcggacg
ggcgggggga
<210> 137
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 137

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Ser
35
Ile Phe Asp

50

sapiens

tgacgcagcce
gaagcagatc
cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

sapiens

Leu Thr

Ile Ser

20

Trp Tyr

Asn Asn

Gln Pro

Cys Ser

Gln Gln

Lys Arg

gcecctcagtg
caacattggg
cctcattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

cgtcetag

Pro

Gly

Leu
40
Pro

55

65

tcecgeggecce
aagaattatg
gacaataata
tcagccaccc

acatgggata

Ser Val Ser
10

Ser Arg Ser
25

Pro Gly Thr

Ser Gly Ile

caggacagag

tatcctggta

agcgacccte

tggccatcte

gcagcctgag

Ala

Asn

30

Ala

45

Pro

60

ggtcaccatc
ccagcaactc
agggattcct
cggactccag

tgtggtattc

Ala Pro Gly Gln

15

Ile Gly Lys Asn

Pro Lys Leu Leu

Asp Arg Phe Ser

60

120

180

240

300

328



10

15

20

25

66

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln

65

70 75 80

Ala Ala Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu

85 90 95

Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

100 105

138
13
PRT

Homo sapiens

138

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5 10

139

PRT
Homo sapiens

139

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5
140
10
PRT

Homo sapiens

356



10

15

20

25

<400> 140

67

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 141
<211> 328
<212> ADN
<213> Homo
<400> 141
cagtctgtgt
tcctgctcectg
ccaggtgcag
gaccgattct
acaggggacg
ggcggaggga
<210> 142
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 142
Gln Ser Val
1

Met Val Thr

Tyr Val Ser

35

5

sapiens

tgacgcagcc
gaagcagctce
cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

sapiens

Leu Thr

Ile Ser

20

Trp Tyr

gccctcagtyg
caacattggg
cctcatcttt
gtctggcacg
ttactgcgga

cgtcctag

40

10

tctgcggece
aagaattatg
gacaataata
tcagccacce

acaccggata

10

25

caggacagat
tgtcctggta
agcgaccctce
tggtcatcac

gaagcctgag

30

45

ggtcaccatc
ccagcaactce
agggactcct
cggactccag

tgtggtattc

Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

15

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn

Gln Gln Leu Pro Gly Ala Ala Pro Lys Leu Leu

60

120

180

240

300

328



10

15

20

25

Ile Phe Asp
50

Gly Ser Lys

65

Thr Gly Asp

Ser Val Val

<210> 143
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo
<400> 143
Ser Gly Ser
1

<210> 144
<211> 7
<212> PRT

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Asn Lys Arg Pro
55
Gly Thr Ser Ala
70
Ala Asp Tyr Tyr
85

Gly Gly Gly Thr

sapiens

Ser

Thr

Cys

Lys

105

68

Gly Thr

Leu Val

75
Gly Thr
90

Val Thr

Pro Asp Arg Phe Ser
60
Ile Thr Gly Leu Gln
80
Pro Asp Arg Ser Leu
95

Val Leu

Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

5

<213> Homo sapiens

<400> 144

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1
<210> 145
<211> 10

<212> PRT

5

10

158



10

15

20

25

<213>

<400> 145

Homo sapiens

69

Gly Thr Pro Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1
<210> 146
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 146
cagtctgtgt
tcectgcetetg
ccaggaacag
gaccgattcet
actggggacg
ggcggaggga
<210> 147
<211> 109
<212> PRT
<213>
<400> 147

5

Homo sapiens

tgacgcagce
gaagcagctc
cccccaaact
ctggttccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

Homo sapiens

gccctcagtg
caacattggg
cctcatttat
gtctggcacg
ttactgcgca

cgtcectag

10

tctgeggece
aaaaattatg
gacaataata
tcagccaccc

acatgggata

caggacagaa
tatcctggta
agcgaccccce
tgggcatcac

gaagcctgag

ggtcaccatc
ccagcactce
agggattcct
cggactccag

tgtggtatte

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

1

5

10

15

Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn

20

25

30

60

120

180

240

300

328



10

15

20

25

Tyr

Ile

Gly

65

Thr

Ser

Val

Tyxr

50

Ser

Gly

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Val

148

13

PRT

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Tyx

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

148

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

His

Arg

55

Ser

Tyxr

Gly

Ser

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Pro

Pro

Thr

Cys

Lys

105

70

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Val

Thr

Ile

Gly

75

Thx

Thr

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Pro Lys

45

Asp Arg

Thr Gly

Asp Arg

Leu

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

149

PRT

5

Homo sapiens

149

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Pro

1

5

10

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Leu

Ser

Gln

80

Leu

360



10

15

20

25

<210> 150
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 150

Homo sapiens

71

Ala Thr Trp Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 151
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 151
cagtctgtgt
tcectgctcetg
ccaggaacag
gaccgattct
actggggacg
ggcggaggga
<210> 152
<211> 109
<212> PRT
<213>
<400> 152

5

Homo sapiens

tgacgcagcec
gaagcagctc
cccccaaact
ctggttccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

Homo sapiens

gccctcagtg
caacattggg
cctcatttat
gtctggcacg
ttactgcgca

cgtecctag

10

tctgeggece
aaaaattatg
gacaataata
tcagccaccce

acatgggata

caggacagaa
tatcctggta
agcgaccctc
tgggcatcac

gaagcctgag

ggtcaccatc
ccagcacttc
agggattect
cggactccag

tgtggtattc

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

1

5

10

15

60

120

180

240

300

328

361



10

15

20

25

Lys

Tyr

Ile

Gly

65

Thr

Ser

Val

Val

Tyx

50

Ser

Gly

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr Ile Ser
20

Ser Trp Tyr

35

Asp Asn Asn

Lys Ser Gly

Asp Glu Ala
85
Val Phe Gly

100

153
13
PRT
Homo sapiens

153

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Sexr

His

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

72

Ser Ser

Gly Thr

Gly Ile

Leu Gly

75
Ala Thr
20

Val Thr

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Leu

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5

154

PRT

Homo sapiens

10

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Arg

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

15

20

25

<400> 154

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Serx

1

<210> 155
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 155

5

Homo sapiens

73

Ala Thr Trp Asp Arg Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 156
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 156
cagtctgtgt
tcectgetetg
ccaggtacag
gaccgattct
gctgcggacyg
ggcgggggga
<210> 157
<211> 109
<212> PRT
<213>

5

Homo sapiens

tgacgcagcc
gaagcagatc
cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ccaaggtcac

Homo sapiens

gccctcagtg
caacattggg
cctcattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

cgtectag

10

tctgcggecc
aagaattatg
gacaataata
tcagccaccce

acatgggata

caggacagag
tatcctggta
agcgaccctce
tggccatctce

gcagcctgag

ggtcaccatc
ccagcaactc
aggggttcct
cggactccag

tgtggtattc

60

120

180

240

300

328

36>



10

15

20

25

<400>

Gln

Arg

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Ser

Ser

Val

Val

Phe

50

Ser

Ala

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

157

Val

Thr

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Val

158

13

PRT

Homo

158

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

sapiens

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln‘

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

74

Val

10

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly

90

Val

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Thr

Thr

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Leu

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

159

7

PRT

5

10

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Gly

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

15

20

25

<213>

<400> 159

Homo sapiens

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210> 160
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 160

5

Homo sapiens

75

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210> 161
<211> 331
<212> ADN
<213>
<400> 16l
cagtctgtgt
tcctgetcetg
ccaggtacag
gaccgattct
gctgcggacyg
ttcggaactg
<210> 162
<211> 110
<212> PRT

5

Homo sapiens

tgacgcagece
gaagcagatc
ccecccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

ggaccaaggt

gccctcagtg
caacattggg
cctecattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

caccgtccta

10

tctgeggecee
aagaattatg
gacaataata
tcagccaccce

acatgggata

g

caggacagag
tatcctggta
agcgaccctce
tggccatcte

gtgacctgag

ggtcaccatc
ccagcaactc
agggattcct
cggactccag

tgcttatgtc

60

120

180

240

300

331



10

16

20

25

<213>

<400>

Homo

162

Gln Ser Vval

Arg

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Ser

Val

Val

Phe

50

Ser

Ala

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Tyr

163

13

PRT

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val

100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Homo sapiens

163

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Thr

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

105

76

Val

10

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly

90

Lys

Ser

Ser

Thr

Ile

Ala

75

Thr

Val

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

5

10

Pro

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Leu

110

Gly
15

Lys
Leu
Phe

Leu

Asp

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

15

20

25

<210> 164
<211> 7
<212> PRT
<213>
<400> 164

Homo sapiens

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210> 165
<211> 11
<212> PRT
<213>
<400> 165

5

Homo sapiens

77

Gly Thr Trp Asp Ser Asp Leu Ser Ala Tyr Val

1

<210> 166
<211> 328
<212> ADN
<213>
<400> 166
cagtctgtgt
tcctgctctg
ccaggtacag
gaccgattct
gctgcggacg

ggcgggggga

5

Homo sapiens

tgacgcagcece
gaagcagatc
cccccaaact
ctggctcceaa
aggccgatta

ccaaggtcac

gccctcagtg
caacattggg
cctcattttt
gtctggcacg
ctactgcgga

cgtcctag

10

tctgeggecce

aagaattatg

gacaataata

tcagecacee

acatgggata

caggacagag
tatcctggta
agcgaccctce
tggccatcte

gcagcctgag

ggtcaccatc

ccagcaactc

agggattcct

cggactccag

tgtggtattc

60

120

180

240

300

328

26N



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln

Arg

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Ser

Ser

Val

Val

Phe

50

Ser

Ala

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

167
109
PRT
Homo
167

Val

Thr

Ser

35

Asp

Lys

Asp

Val

168

13

PRT

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Phe

100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyxr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys

105

78

Val

10

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly
90

Val

Ser

Ser

Thr

Ile

Ala

75

Thr

Thr

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Val

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Leu

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Ser

15

Lys

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

15

20

25

<400>

les

79

Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5

169

PRT
Homo sapiens

169

5
170
10
PRT
Homo sapiens

170

10

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5
171
328
ADN
Homo sapiens

171

10

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tetgecggecc caggacagaa ggtcaccatce

tcctgetetg gaaacagctc caacattggg aagaattatg tatcctggta ccagcagcectce

ccaggaacag cccccaaact cctcattgat gacaataéta agcgaccctce agggattcct

60

120

180

369



10

15

20

25

80

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacg tcagccaccc tgggcatcac cggactccag
actggggacg aggccgatta ttactgcgca acatgggata gcagcctggg tgtggtcttce

ggcggaggga ccaaggtcac cgtcctag

<210> 172
<211> 109
<212> PRT

<213> Homo sapilens
<400> 172

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Asn Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn
20 25 30
Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Ile Asp Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln
65 70 75 80
Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu
85 90 95
Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
100 105
<210> 173
<211> 13

<212> PRT

240

300

328

PR



10

15

20

25

81

<213> Homo sapiens
<400> 173

Ser Gly Asn Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1 5 10
<210> 174

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 174

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1 5
<210> 175

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 175

Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu Gly Val Val

1 5 10
<210> 176
<211> 328
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 176

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctgcggccecc caggacagag ggtcaccatc

tcctgectctg gaagcagete caacattggg aagaattatg tatcctggta ccagcagctc



ccaggaacag
gaccgattct
actggggacg

ggcggaggaa

<210> 177
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
10 <400> 177

Gln Ser Val

Arg Val Thr

15 Tyr Val Ser
35
Ile Asp Asp
50

Gly Ser Lys

20 65

Thr Gly Asp

Gly Val val

25

cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

cccagctgat

sapiens

Leu Thr Gl

82

cctcattgat gacaataata agcgaccctc agggattcct
gtctggcacg tcagccaccc tgggcatcac cggactccag
ttactgcgca acatgggata gcagcctggg tgtggtctte

catcctag

n Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

10 15

Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn

20

Trp Tyr Gl

25 30
n Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

40 45

Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

55 60

Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln

70

Glu Ala As
85

Phe Gly Gl

100

75 80
p Tyr Tyr Cys Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu
90 95
y Gly Thr Gln Leu Ile Ile Leu

105

180

240

300

328



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser Gly Sexr Ser Ser Asn Ile Gly Lys Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala Thr Trp Asp Ser Ser Leu Gly Val Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

178
13
PRT
Homo sapiens

178

5

179

PRT
Homo sapiens

179

5
180
10
PRT
Homo sapiens

180

5
181
30
PRT

Homo sapiens

83

10

10



10

15

20

25

<400>

181

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys
<210> 182
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo
<400> 182

Trp Val Arg

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

183

32

PRT

Homo

183

Arg Val Thr

1

Leu Ser Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

184

32

PRT

Homo

84

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

20 25 30

sapiens

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

5 10

sapiens

Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15
Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

sapiens

o
%



10

15

20

25

<400> 184
Arg Val Thr
1

Leu Ser Arg

<210> 185
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo
<400> 185
Gln Ser Val
1

Lys Val Thr

<210> 186
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 186
Trp Tyr Gln
1

<210> 187
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo

85

Ser Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15
Leu Arg Ser Asp Asp Thr Val Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

sapiens
Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Ile Ser Cys

20

sapiens

Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

5 10 15

sapiens

%



10

15

20

25

<400>

187

Gly Ile Pro

1

Leu Gly Ile

<210> 188
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 188
Tyr Tyr Tyr
1

Thr Val Ser
<210> 189
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo
<400> 189
Asp Ala Phe
1

<210> 190
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo

86

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr
5 10 15
Thr Gly Leu Gln Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys

20 25 30

sapiens

Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

5 10 15

Ser

20

sapiens

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

5 10 15

sapiens



10

15

20

25

ol

87

<400> 190

Asn Trp Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Sexr Ser

1 5 10 15
<210> 191
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 191

Asn Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10 15
<210> 192

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 192

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

1 5 10
<210> 193

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 193
Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

1 5 10



10

15

20

25

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

<400>

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

88

194
12
PRT
Homo sapiens

194

5 10
195
12
PRT
Homo sapiens

195

5 10
196
20
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 179-Je

196

agagaaccca ctgcttactg

<210>

<211>

<212>

197

17

PRT



10

15

20

25

I

89

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 197

Asn Glu Thr Ile Tyr Asn Thr Thr Leu Lys Tyr Gly Asp Val Val Gly

1 5 10 15
Val

<210> 198

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 074-Je

<400> 198

gtcagwccca gtcaggacac agce 23
<210> 199

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 075-Je

<400> 199

actcctcagt tcaccttctc acm 23



10

15

20

25

90

<210> 200
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 076-Je

<400> 200

tcagttagga cccagasgga a

<210> 201
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 150-Je

<400> 201

caacaggcag gcaggggcag caag

<210> 202
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 151-Je

<400> 202

‘cacctgcagg tcagggccaa ggtt

21

24

24

kY



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

91

203
39
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 077-Je

203

ctgaagcttc catggacatg agggtccccg ctcagctcc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ctgaggectte catgaggcte cctgcectcage tcctggggcet g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

223>

<400>

ctgaagcttc catggaagec ccagcgeage ttetettect ¢

204

41

ADN

Secuencia Artificial

Cebador 078-Je

204

205

41

ADN

Secuencia Artificial

Cebador 007-Je

205

39

41

41



10

15

20

25

92
<210> 206
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cebador 152-Je
<400> 206
ctgaagcttc catggtgttg cagacccagg tcttcatttc tc 42
<210> 207
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cebador 153-Je
<400> 207
ctgaagcttc catggggtcc caggttcacc tcctcagett cc 42
<210> 208
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cebador 066-Je
<400> 208

tagagcgctt gatttccacc ttggtccctt gg 32



10

15

20

25

93

<210> 209
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 067-Je

<400> 209

tagagcgctt gatctccagc ttggtccect gg

<210> 210
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220$

<223> Cebador 068-Je

<400> 210

tagagcgcectt gatatccact ttggtcccag gg

<210> 211
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 069-Je

<400> 211

tagagcgctt gatctccacc ttggtcecte cg

32

32

32

387



10

15

20

25

94

<210> 212
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 070-Je

<400> 212

tagagcgett aatctccagt cgtgtccctt gg

<210> 213
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 258-Je

<400> 213

caggactcag gacaatctcc agc
<210> 214

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 259-Je

<400> 214

yyycsggacg tcyycacc

32

23

18

%\g'



10

15

20

25

95

<210> 215
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 260-Je

<400> 215

atctgggggk ctyycrcc

<210> 216
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 261-Je

<400> 216

gataagcttc catggcecctgs teccectectece tectceac

<210> 217
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia_Artificial
<220>

<223> Cebador 262-Je

<400> 217

gataagcttc catggcctgg gctctgetee tecte

18

37

35



10

15

20

25

96

<210> 218
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 263-Je

<400> 218

gataagcttec catggcctgg acccctctcee tscte
<210> 219

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 264-Je

<400> 219

gagcctagga cggtgacctt ggtccc

<210> 220
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 265-Je

<400> 220

gagcctagga tgatcagectg ggttcctcc

35

26

29



10

16

20

25

97

<210> 221
<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 266-Je

<400> 221

gagcctagga cggtcagctc gctcccectce

<210> 222
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 267-Je

<400> 222

gagcctaggg cggtcagectg ggtgcctcce

<210> 223
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 84-B

<400> 223

ccctgagagce acagytecte acc

29

29

23

28"



10

15

20

25

o8

<210> 224
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 155-Je

<400> 224

agtgactcct gtgcmccacc

<210> 225
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 85-B

<400> 225

gcactgaaca cagaggcatc a

<210> 226
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 161-Je

<400> 226

cmtggayctc mtgyrcraga ac

20

21

22



10

15

20

25

99

<210> 227
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 162-Je

<400> 227

agggcttcat tttctgtect ccaccatce

<210> 228
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 154-Je

<400> 228

gggcagtcac cagagctcca gaca

<210> 229
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 001-Je

<400> 229

ctgaagcttec catggactgg acctggagga tcctcttcectt g

389

28

24

41



10

15

20

25

100

<210> 230
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 158-Je

<400> 230

ctgaagcttc catggacaca ctttgctcca cgctcecctg

<210> 231
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 003-Je

<400> 231

ctgaagcttc catggagttt gggctgagct gggttttcct tg

<210> 232
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 159-Je

<400> 232

ctgaagcttc catgaaacac ctgtggttct tcctcctsct gg

38

42

42

29°



10

16

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ctgaagctte catggggtca accgccatcc tcgcececctect ce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ctgaagcttc catgtctgte tceccttectca tettectgee cg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

101

233
42
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 156-Je

233

234
42
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 157-Je

234

235
34
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 062-Je

235

tagagcgctg gagacggtga ccagggttcc ctgg

42

42

34

241



10

15

20

25

102

<210> 236
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 063-Je

<400> 236

tagagcgctg gagacagtga ccagggtgcc acg

<210> 237
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 065-Je

<400> 237

tagagcgcta gagacggtga ccattgtccc ttgg

<210> 238
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 064-Je

<400> 238

tagagcgctg gagacggtga ccgtggtgee ttttt

33

34

35

24l



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

239

906

PRT

Homo

239

Met Glu Ser

Val

Ser

Thr

His

65

Val

Ala

Ser

Tyr

Lys

145

Cys

Ser

Arg

50

Arg

Val

Gln

Met

Lys

130

Val

Leu

Thr

35

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

115

Arg

Leu

sapiens

Arg

Gly

20

His

Val

Asn

Val

Thr

100

Pro

Asn

Thr

Ile

Ala

Asn

Tyr

Glu

Asn

85

Asp

Ile

Ile

Phe

Trp

Ala

Gly

Ser

Thr

70

Thr

Leu

Asn

Val

Arg

150

Val

Ser

Gln

55

Ile

Thr

Ile

Glu

Ala

135

Arg

Leu

Ser

His

40

His

Tyr

Lys

Arg

Asp

120

His

Ser

Val

Ser

25

Thr

Val

Asn

Tyr

Phe

105

Leu

Thr

Tyr

103

Val

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

90

Glu

Asp

Phe

Ala

Ser

Arg

Ser

Thr

75

Tyx

Arg

Glu

Lys

Tyr

155

Val

Thr

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Gly

Val

140

Ile

Asn

Ser

Thr

45

Glu

Lys

Val

Ile

Ile

125

Arg

Tyr

Leu

His

30

Ser

Ala

Tyxr

Cys

Ile

110

Met

Val

Thr

Cys

15

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

95

Cys

Val

Tyr

Thr

Ile

Thr

Gln

Ser

Asp

80

Met

Thr

Val

Gln

Tyxr

160

345
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Leu

His

Ile

Lys

Arg

225

Leu

Ala

Val

Tyr

Ile

305

Leu

Gln

Leu

His

Gly

Thr

210

Tyxr

Tyr

Arg

Val

Phe

290

Val

Val

Asp

Gly

Ile

Gly

195

Met

Val

Arg

Ser

Tyx

275

Gly

Ser

Ala

Glu

Ser

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

Glu

Asp

Phe

Lys

340

Asn

165

Lys

Val

Leu

Val

Thr

245

Tyr

Ser

Asn

Phe

Leu

325

Asn

Thr

Phe

Phe

Ile

Lys

230

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

310

Glu

Val

Glu

Ala

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Arg

Thr

Tyr

Gln

Ala

200

Asp

Gln

Leu

His

Tyx

280

Lys

Pro

Ala

Cys

Val

Cys

185

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Gln

345

104

Ala

170

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Phe

Ala

Ser

330

Leu

Pro

Ser

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

315

Val

Thr

Pro

Ser

Asp

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe

300

Pro

Ile

Phe

Met

Tyr

Ser

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Ser

Trp

Trp

Ser

130

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Giu

350

Glu

175

Arg

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

335

Ala

Ile

Val

Asn

Thx

Trp

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg

320

Ile

Ser

AU
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Glu

Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Sex

Asn

465

Ala

Ala

Leu

Ser

Arg

Lys

370

Asp

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Leu

Glu

Ala

530

Thr

355

Met

Ser

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Ala

Val

3515

Ile

Ile

Thr

Ala

Phe

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Phe

Tyr

Arg

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

485

Ile

Lys

Asn

Ser

Thr

Asp

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Glu

Lys

Glu

Phe

375

Cys

Ser

Thr

Leu

His

455

Serx

Tyx

Glu

Leu

Pro

535

Ala

360

Leu

Val

Tyr

Ser

Val

440

Arg

Met

Asp

Ala

Ser

520

Ile

Glu

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Thr

Glu

Thr

105

Asp

Lys

Asp

Gln

410

Gly

Leu

Arg

Ser

Leu

© 490

Trp
505

Lys

Ala

Cys

Ile

Ala

Ser

Lys

Glu

385

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

475

Arg

Val

Asn

Arg

Tyr

Gln

380

Ala

Tyr

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Pro

Phe

540

His

365

Glu

Ile

Glu

Val

Leu

445

Thxr

Asn

Tyr

Gln

Serxr

525

Met

Phe

Val

Asn

Lys

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Arg

510

Ala

Gly

Ser

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

Ile

Asp

Ser

Met

Leu

400

Gly

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg

Thr

Leu

Val
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Leu

545

Leu

Pro

Gln

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Sexr

Tyr

Pro

705

Ala

Gly

Arg

Val

Leu

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

690

Pro

Gly

Leu

Asp

Val

Gly

595

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

Tyr

Lys

Ala

Met

Ile

580

Glu

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

Arg

Leu

Ala

Ser

Asn

565

Phe

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Val

Lys

Val

725

Cys

550

Val

Asn

Asn

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

710

Gly

Val

Lys

Phe

Glu

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

695

Leu

Val

Thr

Glu

Ala

Ile

600

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

Val

Asp

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

Glu

Asp

Ile

106

Asn

Pro

570

Ser

Leu

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Asp

Leu

Gly

730

Gln

555

Gly

Ser

Gly

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Lys

Met

715

Ala

Thr

Arg

Tyr

Asn

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Val

700

Ser

Val

Ser

Cys

Val

His

605

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Val

Gly

Gly

Val

Tyx

Gln

590

Arg

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

Asp

Leu

Gly

Lys

Ser

575

Tyr

Thr

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Pro

Gly

Ala

735

Val

560

Arg

Gly

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser

Leu

Ala

720

Val
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Ala

Ala

Leu

Leu

785

Ser

Val

Ser

Leu

Thr

865

Pro

Leu

Ser

Phe

Ile

770

Phe

Thr

Tyxr

Thr

Ala

850

Asp

Asn

Lys

<210>

<211>

<212>

Val

Thr

755

Tyr

Pro

Lys

Asn

Ala

835

Leu

Sexr

Leu

Asp

240

907

PRT

Val

740

Ile

Thr

Tyr

Asp

Ser

820

Ala

Ala

Leu

Leu

Ser

900

Glu

Ile

Arg

Leu

Thr

805

Gly

Pro

Arg

Asp

Asp

885

Asp

Gly

Leu

Gln

Val

790

Ser

Arg

Pro

Leu

Gly

870

Arg

Glu

Val

Val

Arg

775

Ser

Leu

Lys

Tyr

Asp

855

Gln

Leu

Glu

Ala

Ala

760

Arg

Ala

Gln

Gly

Thr

840

Ala

Thr

Arg

Glu

Thr

745

Ile

Leu

Asp

Ala

Pro

825

Asn

Glu

Gly

His

Asn

905

107

Phe

Ala

Cys

Gly

Pro

810

Gly

Glu

Gln

Thr

Arg

890

Val

Leu

Val

Thr

Thr

795

Pro

Pro

Gln

Arg

Gln

875

Lys

Lys

Val

Gln

780

Thr

Ser

Pro

Ala

Ala

860

Asp

Asn

Asn

Ile

765

Pro

Val

Tyr

Ser

Tyx

845

Gln

Lys

Gly

Pro

750

Ile

Leu

Thr

Glu

Ser

830

Gln

Gln

Gly

Tyr

Phe

Thr

Gln

Ser

Glu

815

Asp

Met

Asn

Gln

Arg

895

Gly

Tyr

Asn

Gly

800

Ser

Ala

Leu

Gly

Lys

880

His

>4
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<213>

<400>

Homo

240

Met Glu Ser

Val

Ala

Arg

His

65

Val

Ala

Ser

Tyr

Lys

145

Leu

Cys

Thr

Ser

50

Gly

Val

Gln

Met

Lys

130

Val

Leu

Leu

His

35

Gly

Val

Gly

Gly

Lys

115

Arg

Leu

Gly

sapiens

Arg

Gly

20

Ser

Ser

Asn

Val

Thr

100

Pro

Asn

Thr

Ser

Ile

Ala

His

Val

Glu

Asn

85

Asp

Ile

Ile

Phe

Asn

165

Trp

Ala

His

Ser

Thr

70

Thr

Leu

Asn

Val

Arg

150

Thr

Val

Ser

Gln

55

Ile

Thr

Ile

Glu

Ala

135

Arg

Glu

Leu

Ser

Ser

40

Arg

Tyx

Lys

Arg

Asp

120

His

Ser

Tyr

Val

Ser

25

His

Val

Asn

Tyr

Phe

105

Leu

Thr

Tyr

Val

108

Val

10

Ser

Thr

Thr

Thr

Pro

90

Glu

Asp

Phe

Ala

Ala

170

Cys

Ser

Thr

Ser

Thr

75

Tyr

Arg

Glu

Lys

Tyr

155

Pro

Val

Thr

Sexr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Gly

Val

140

Ile

Pro

Asn

Arg

Ala

45

Gln

Lys

Val

Ile

Ile

125

Arg

His

Met

Leu

Gly

30

Ala

Thr

Tyr

Cys

Val

110

Met

Val

Thr

Trp

Cys
15

Thr
His
Val
Gly
Ser
95

Cys
Val
Tyr

Thr

Glu

175

Ile
Ser
Ser
Ser
Asp
80

Met
Thr
Val
Gln
Tyx

160

Ile

348
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His

Ile

Lys

Arg

225

Leu

Ala

Val

Tyr

Ile

305

Leu

Gln

Glu

His

Ala

Thr

210

Tyx

Tyr

Arg

Val

Phe

290

Val

Val

Asp

Arg

Ile

Gly

195

Met

Val

Arg

Ser

Asp

275

Gly

Ser

Ala

Glu

Thr

355

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

Glu

Asp

Phe

Lys

340

Ile

Ser

Val

Leu

Val

Thr

245

Tyx

Ser

Asn

Phe

Leu

325

Asn

Arg

His
Phe
Met
Lys
230
Cys
Pro
Pro
Ala
Gly
310
Glu

Val

Ser

Ser

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Arg

Thr

Glu

Gln

Ala

200

Asp

Gln

Leu

His

Tyr

280

Lys

Pro

Ala

Cys

Ala

360

Cys

185

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Gln

345

Glu

109

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Phe

Ser

Ser

330

Leu

Asp

Ser

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

315

Val

Thr

Serxr

Ser

Asp

Asn

220

Arg

Val

Thr

Asn

Phe

300

Leu

Ile

Phe

Tyr

Tyr

Serxr

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Ser

Trp

His

365

Ser

190

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Glu

350

Phe

Arg

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

335

Ala

Ser

Val

Asn

Thr

Trp

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg

320

Ile

Ser

Ser

>4
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Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Tyxr

Thr

Leu

val

545

Lys

370

Asp

Gln

Val

Ile

Ser

450

Asn

Ala

Ala

Leu

Ser

530

Leu

Met

Ser

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Ala

Gln

Leu

Glu

515

Ala

Gly

Thr

Ala

Phe

Val

420

Gln

Asn

Thr

Leu

Ala

500

Val

Ile

Leu

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Leu

His

Gln

485

Gln

Phe

Tyr

Ala

Thr

Asp

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Leu

470

Phe

Ile

Lys

Asn

Ser

550

Phe

375

Cys

Ser

Thr

Leu

His

455

Ser

Thr

Ala

Glu

Lys

535

Cys

Leu

Val

Tyr

Thr

Val

440

Asn

Asn

Tyr

Glu

Leu

520

Pro

Val

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Arg

Met

Asp

Ala

505

Ser

Ile

Thr

110

Lys

Asp

Gln

410

Gly

Leu

Thx

Glu

Thx

490

Trp

Lys

Ala

Ile

Lys

Glu

395

Thr

Leu

Glu

Lys

Ser

475

Leu

Cys

Ile

Ala

Asn

555

Gln

380

Ala

Tyr

Val

Arg

Arg

460

Val

Arg

Val

Asn

Arg

540

Gln

Glu

Ile

Glu

Val

Leu

445

Ser

His

Gly

Asp

Pro

525

Phe

Thr

Val

Asn

Lys

Phe

430

Ala

Thr

Asn

Tyr

Gln

510

Ser

Met

Ser

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Leu

Ile

495

Arg

Ala

Gly

Val

Met

Leu

400

Gly

Gln

Arg

Gly

Val

480

Asn

Arg

Ile

Asp

Lys

560
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Val

Arg

Gly

Glu

Ala

625

Serxr

Glu

Arg

Ser

Leu

705

Ala

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

610

Tyr

Ile

Asn

Ser

Tyr

690

Pro

Ala

Ala

Arg

Val

Leu

595

Cys

Glu

Ser

Thr

Ser

675

Lys

Pro

Gly

Ser

Asp

Val

580

Gly

Gln

Tyr

Thr

Asp

660

Asn

Gln

Tyr

Lys

Val

740

Met

565

Ile

Glu

Leu

Val

Val

645

Phe

Val

Arg

Leu

Ala

725

Val

Asn

Phe

Asp

Pro

Asp

630

Asp

Arg

Phe

Val

Lys

710

Val

Glu

Val

Asn

Asn

Ser

615

Tyr

Ser

Val

Asp

Lys

695

Gly

Gly

Gly

Lys

Phe

Glu

600

Leu

Leu

Met

Leu

Leu

680

Tyr

Leu

Val

Val

Glu

Ala

585

Ile

Lys

Phe

Ile

Glu

665

Glu

Val

Asp

Ala

Ala

745

111

Ser

570

Asn

Leu

Ile

Lys

Ala

650

Leu

Glu

Glu

Asp

Ile

730

Thx

Pro

Ser

Leu

Phe

Arg

635

Leu

Tyr

Ile

Asp

Leu

715

Gly

Phe

Gly

Ser

Gly

Ile

620

Met

Asp

Ser

Met

Lys

700

Met

Ala

Leu

Arg

Tyr

Asn

605

Ala

Ile

Ile

Gln

Arg

685

Val

Ser

Val

Lys

Cys

Val

590

His

Gly

Asp

Asp

Lys

670

Glu

Val

Gly

Gly

Asn

750

Tyr

575

Gln

Arg

Asn

Leu

Pro

655

Glu

Phe

Asp

Leu

Gly

735

Pro

Ser

Tyr

Thr

Ser

Ser

640

Leu

Leu

Asn

Pro

Gly

720

Ala

Phe
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Gly

Tyr

Asn

785

Gly

Ser

Ala

Leu

Gly

865

Lys

His

Ala

Leu

770

Leu

Asn

Val

Ser

Leu

850

Thr

Pro

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

Phe

755

Ile

Phe

Thx

Tyx

Thr

835

Ala

Asp

Asn

Lys

241

375

ADN

Thr

Tyr

Pro

Lys

Asn

820

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

900

Ile

Thr

Tyr

Asp

805

Ser

Ala

Val

Leu

Leu

885

Ser

Homo sapiens

Ile

Arg

Leu

790

Thr

Gly

Pro

Arg

Asp

870

Asp

Asp

Leu

Gln

775

Val

Ser

Arg

Pro

Leu

855

Gly

Arg

Glu

Val

760

Arg

Ser

Leu

Lys

Tyr

840

Asp

Gln

Leu

Glu

Ala

Arg

Ala

Gln

Gly

825

Thr

Ala

Thr

Arg

Glu

905

112

Ile

Leu

Asp

Ala

810

Pro

Asn

Glu

Gly

His

890

Asn

Ala

Cys

Gly

795

Pro

Gly

Glu

Gln

Thr

875

Arg

Val

Val

Met

780

Thr

Pro

Pro

Gln

Arg

860

Gln

Lys

Val

765

Gln

Thr

Ser

Pro

Ala

845

Ala

Asp

Asn

Ile

Pro

Val

Tyr

Ser

830

Tyr

Gln

Lys

Gly

Ile

Leu

Thr

Glu

815

Ser

Gln

Gln

Gly

Tyr

895

Ile

Gln

Ser

800

Glu

Asp

Met

Asn

Gln

880

Arg

e
qol
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<400> 241
caggtgcagc
acctgcactg
cagtccccag
tacaacccgt
tcecectgaace
gcctatgact
gtcaccgtcet
<210> 242
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo
<400> 242

Gln Val Gln
Thr

Leu Ser

Asp Ser Tyr

35

Ser Ile Gly

50

Phe Lys Ser

65
Asn

Ser Leu

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggact
ccttcaagag
tgaagtctgt
tttgggttceg

cctca

sapiens

Leu Gln

Leu Thr
20
Trp

Gly

Ser Ile

Arg Val
70
Leu

Lys Se

85

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

gggcccagga

ctccatcggc
ggagtcgatt
tcgagtcacc
gaccgccgca

tggggtgtcc

Ser Gly

Thr Val

Leu Arg
40
Phe Thr
55
Ile

Ser

r Val Thr

113

ctggtgaagce
gttggtgact
gggagtatat
atatccgtag
gacacggcta

tggatcgccc

Pro Gly Leu

10

Ser Gly Gly

25

Gln Ser Pro

Gly Thr Thr

Val Asp Pro

75
Ala

Ala Asp

90

cttcggagac
cctactgggg
attttactgg
acccgcccaa
tttactattg

cctggggecce

Val Lys Pro

Ser Ile Gly

30

Gly Lys Gly

45

Leu Tyr Asn

60

Pro Lys Lys

Thr Ala Ile

cctgtccecte
ctggctcege
gaccaccctc
gaagcagttc
cgccagacac

gggaattttg

Ser Glu
15
Val Gly

Leu Glu

Pro Ser

Gln Phe
80
Tyxr

Tyxr

95

60

120

180

240

300

360

375
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25

Cys Ala Arg

Ala Pro Trp

115
<210> 243
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 243
Val Gly Asp
1
<210> 244
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo

<400> 244

114 Qot(/

His Ala Tyr Asp Phe Trp Val Arg Gly Val Ser Trp Ile

100

105 110

Gly Pro Gly Ile Leu Val Thr Val Ser Ser

120

sapiens

Ser Tyr Trp Gly

5

sapiens

125

Ser Ile Tyr Phe Thr Gly Thr Thr Leu Tyr Asn Pro Ser Phe Lys Ser

1

<210> 245
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 245

5

sapiens

10 15

His Ala Tyr Asp Phe Trp Val Arg Gly Val Ser Trp Ile Ala Pro

1

5

10 15



10

15

20

25

<210> 246
<211> 375
<212> ADN
<213> Homo
<400> 246
caggtgcagce
acctgcactg
ccagggaagyg
cccteectcea
aagctgagct
agcagcagcc
gtcaccgtct
<210> 247
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo
<400> 247

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Tyr Trp Ser
35
Gly Tyr Ile

50

sapiens

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgce
ctccagtcta

cctca

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Gln Glu

Thr Cys

Ile Arg

Tyr Ser

gggcccagga

ctccatgagt
gattggatat
caccatatca
tgcggacacg

ctactactac

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro
40
Gly Ser

55

115

ctggtgaagc
agttactact
atctattaca
gtagacacgt
gccgtgtatt

ggtatggacg

Pro Gly Leu
10

Ser Gly Gly
25
Pro Gly Lys

Thr Asn Tyr

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag

tctggggceca

Val Lys Pro

Ser Met Ser
30
Gly Leu Glu
45
Asn Pro Ser

60

cctgteecte

ccggecagece |

caactacaac
gttctccctg
agacgtgcgt

agggaccacg

Ser Glu
15
Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

60

120

180

240

300

360

375



10

15

20

25

Ser Arg Val
65

Lys Leu Ser

Arg Asp Val
Asp Val Trp
115
<210> 248
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo
<400> 248

Ser Tyr Tyr

1

<210> 249
<211> 16
<212> PRT
<213>. Homo
<400> 249

Thr Ile

Ser Val

85

Arg Ser

100

Gly Gln

sapiens

Trp Ser

sapiens

Ser Val Asp
70

Thr Ala Ala

Ser Ser Pro

Gly Thr Thr

120

Thr

Asp

Pro

105

Val

116

Ser Lys Asn
75

Thr Ala Val

90

Val Tyr Tyr

Thr Val Ser

Gln Phe Ser Leu
80
Tyr Tyr Cys Ala
95
Tyr Tyr Gly Met
110
Ser

125

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1

<210> 250
<211> 17
<212> PRT

5

10

15



10

15

20

25

<213>

<400> 250

Homo sapiens

117

Asp Val Arg Ser Ser Ser Pro Pro Val Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp

1

Val

1 <210> 251
<211> 390
<212> ADN
<213>
<400> 251
caggtgcagc
atctgcactg
ccaggaaggyg
ccctecectea
acggtcagct
caccgctacg
ggccgeggga
<210> 252
<211> 130
<212> PRT
<213>
<400> 252

5

Homo sapiens

tgcaggagtc
tctctggtge
gactggagta
ggggtcgagt
ctctgaccge
attctttgac

ccacggtcac

Homo sapiens

gggcecggga

ccccattagg
cattgggtgt
caccatatca
agcggacacg
tggctcttat

cgtttcctca

10

ctggtgaagc
agttactact
atcaacacca
gtggactcgt
gcegtgtatt

cgctattatc

cttcggagac
ggagctggat
atgggaggtc
cccagaatca
actgtgcgac

cctatgtaat

15

cctgtecectce
ccggcagtee
caactacaac
gttctccctg

tgcaagccaa

ggacgtctgg

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

390



10

15

20

25

Thr

Tyr

Gly

Gly

65

Thr

Thr

Tyr

Ser

Leu

Trp

Cys

50

Arg

Val

Ala

Pro

Ser

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser

Ser

35

Ile

Val

Ser

Ser

Tyr

115

253

PRT

Leu
20

Trp

Asn

Thr

Ser

Gln

100

Val

Ile

Ile

Thr

Ile

Leu

85

His

Met

Homo sapiens

253

Ser Tyr Tyr Trp Ser

1

5

Cys

Arg

Asn

Ser

70

Thr

Arg

Asp

Thr

Gln

Gly

55

Val

Ala

Tyr

Val

Val

Ser

40

Arg

Asp

Ala

Asp

Trp

120

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Asp

Ser

105

Gly

118

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Leu

Arg

Ala

Arg

Tyr

Gln

75

Ala

Thr

Gly

Pro

Gly

Asn

60

Asn

Val

Gly

Thr

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ser

Thr

125

Arg

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyr

110

Val

Ser

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Arg

Thr

Tyx

Ile

Arg

Leu

80

Ala

Tyr

Val



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

119

254
16
PRT
Homo sapiens

254

Cys Ile Asn Thr Asn Gly Arg Ser Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5 10 15
255
22
PRT
Homo sapiens

255

Ala Ser Gln His Arg Tyr Asp Ser Leu Thr Gly Ser Tyr Arg Tyr Tyr

5 10 15

Pro Tyr Val Met Asp Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20
256
360
ADN
Homo sapiens

256

cagctgcage tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtcecectce

acctgcactg tgtctggtgc ctccatcgac aggagtactt actactgggg ctggatccge

cagcccccag ggaagggect ggaatggatt gcaaatatct attataatgg gagggecegte

tacagccegt ccctcaagag tcgagtcacc atatcagtag acacgtccaa gaatcagttce

60

120

180

240



10

15

20

25

120

tccectgaagg tgaggtctet gaccgececgca gacacggetg tgtattattg tgecgaccegg

tggaattatt tcttcgactt tgactattgg ggccggggaa ccctggtcac cgtctcctca

<210> 257
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 257

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ala Ser Ile Asp Arg Ser
20 25 30
Thr Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Ala Asn Ile Tyr Tyr Asn Gly Arg Ala Val Tyr Ser Pro Ser

50 55 60

" Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe

65 70 75 80
Ser Leu Lys Val Arg Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Thr Arg Trp Asn Tyr Phe Phe Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Arg
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

300

360



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

121

258

PRT
Homo sapiens

258

Arg Ser Thr Tyr Tyr Trp Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asn Ile Tyr Tyr Asn Gly Arg Ala Val Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Ser

1

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

<400>

5
259
16
PRT
Homo sapiens

259

5 10
260
10
PRT
Homo sapiens

260

Arg Trp Asn Tyr Phe Phe Asp Phe Asp Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5 : 10
261
336
ADN

Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 261
gatattgtga
atctcctgea
tacctacaga
tcecggggtcee
agcagagtgg
ctcactttceg
<210> 262
<211> 112
<212> PRT
<213> Homo
<400> 262
Asp Ile Val
1

Glu

Pro Ala

Asn Gly Asn

35
Gln

Pro Leu

50

Asp Arg Phe

65
Val

Ser Arg

tgacccaatc
ggtctagtca
agccagggca
ctgacaggtt
gggctgaaga

gcggagggac

sapiens

Met Thr Gl

Ser Ile
20
Asn

Tyr

Leu Ile

Ser Gly Se
70
Gly Ala Gl

85

Ser

Leu Asp

Tyxr

tccactctce
gaccctectg
gtctccgeaa
cagtggcagt
tgttggggtt

caagctggag

n Ser Pro

Cys Arg
Trp
40
Tyr Ala
55

Ser

r Gly

u Asp Val

122

ctgceccgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggttcaggca
tattactgca

atcaaa

Leu Ser Leu

10

Ser Ser Gln

25
Gln

Tyr Leu

Ser Asn Arg

Gly Thr Ser

75
Val

Gly Tyr

90

cccctggaga
gaaacaatta
attatgcttc
catctttcac

tgcaagctct

Pro Val Thr

Thr Leu Leu

30

Lys Pro Gly

45
Ala Ser

60

Phe Thr Leu

Tyr Cys Met

gccggcectee
tttggattgg
taatcgggcce
actgaaaatc

acaatctccg

Pro Gly
15
His Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80
Gln Ala

95

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

123

Leu Gln Ser Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

100 105 110

263
16
PRT
Homo sapiens

263

Arg Ser Ser Gln Thr Leu Leu His Ser Asn Gly Asn Asn Tyr Leu Asp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5 10 15

264

PRT
Homo sapiens

264

Tyr Ala Ser Asn Arg Ala Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5

265

PRT
Homo sapiens

265

Met Gln Ala Leu Gln Ser Pro Leu Thr

——



10

15

20

25

<210> 266

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo
<400> 266

gatattgtga

atctcctgea

tacctgcaga

tcecggggtcece

agcagagtgg

cggacttttg

<210> 267

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo
<400> 267

Asp Ile Val
1

Glu Pro Ala

Asn Gly Tyr

35

Pro Gln Leu

50

sapiens

tgactcagtc
ggtctagtca
agccagggca
ctgacaggtt
aggctgagga

gccaggggac

sapiens

Met

Ser

20

Asn

Leu

tccactctcc

gagcctcectg

gtctccacag

cagtggcagt

tgttggggtt

caagctggag

Thr Gln Ser Pro Leu

Ile Ser Cys Arg Ser

Tyr Leu Asp Trp Tyr

40

Ile Tyr Leu Gly Ser

55

124

ctgcccgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggattaggca
tattactgca

atcaaa

Ser Leu
10
Ser Gln
25

Leu Gln

Asn Arg

ccecectggaga
gatacaacta
atttgggttc
cagattttac

tgcaagctct

Pro Val

Ser Leu

30

Lys Pro
45

Ala Ser

60

Thr Pro

Leu His

Gly Gln

Gly Vval

gccggectcece
tttggattagg
taatcgggcc
actgaaaatc

acaaactcct

Gly

15

Ser

Ser

Pro

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

r*%
~ N

125 C&

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Leu Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

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

Leu Gln Thr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110

<210> 268
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 268

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp

1 5 10 15
<210> 269

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 269

Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser

1 5
<210> 270

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens



10

15

20

25

<400> 270

126

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Arg Thr

1

<210> 271
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo
<400> 271
gacatccaga
atcacttgcee
gggatagcce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
<210> 272
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 272
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

5

sapiens

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaagtcct
gaagtggatc
caacatatta

tggagatcaa

sapiens

tcecatcctcece

ggacattagg

gatctacgac

tgggacacat

ctgtcaacat

a

ctgtatgcat

aagtctttaa

gcatccaatt

tttaccttca

tacgataatt

ctgtaggaga

attggtatca

tggaaacagg

ccatcggcag

ttcecgeccac

cagagtcacc

gaagaaagta

cgtcccatcea

cctgcagcect

tttcggcgga

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Tyr Ala Ser Val Gly

5

10

15

Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Axrg Lys Ser

20

25

30

Tyr Gln Lys Lys Val Gly Ile Ala Pro Lys Val Leu Ile

40

45

60

120

180

240

300

321



10

15

20

25

Tyf Asp Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 273
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 273
Gln Ala Ser
1

<210> 274
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo

<400> 274

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly Gly

100

sapiens

Leu

His

70

Tyx

Thr

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Thr

Cys

Val

Gly

Phe

Gln

Glu

105

127

Val

Thr

His

90

Ile

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln Asp Ile Arg Lys Ser Leu Asn

5

sapiens

Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr

1

<210> 275
<211> 9
<212> PRT

5

10

Ser Arg Phe Ser Gly

60

Gly Ser Leu Gln Pro
80

Asp Asn Phe Pro Pro

95



10

15

20

25

<213>

<400> 275

Homo sapiens

128

Gln His Tyr Asp Asn Phe Pro Pro Thr

1

<210> 276
<211> 324
<212> ADN
<213>
<400> 276
cagtctgtge
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgéttct
tccgaggatg
ggagggacca
<210> 277
<211> 108
<212> PRT
<213>
<400> 277

5

Homo sapiens

tgactcagcce
gaagcagttc
cccccaaget
ctggctecaa
aggctgagta

agctgaccgt

Homo sapiens

accctcagcg
caacatcgaa
cctcatctat
gtctggcacc
ttactgtgga

ccta

tctgggaccce
actaattatg
aggaataatc

tcagcctcece

acgtgggatg

ccgggcagag
tatecctggta
agcggcecctce
tggccatcag

acaattcctg

ggtcaccatc
ccagcagttc
aggggtccct
tgggctccgg

ggtgttcgge

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

5

10

15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Glu Thr Asn

20

25

30

60

120

180

240

300

324

418



10

15

20

25

Tyr

Ile

Gly

65

Ser

Trp

Val

Tyxr

50

Ser

Glu

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser

35

Arg

Lys

Asp

Phe

278

13

PRT

Trp

Asn

Ser

Glu

Gly

100

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

278

Gln

Gln

Thr

70

Glu

Gly

Gln

Arg

55

Ser

Tyx

Thr

Phe

40

Pro

Ala

Tyx

Lys

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

105

129

Gly

Leu

Gly
90

Thx

Thr

Val

Ala

75

Thr

Val

Ala Pro Lys Leu
45

Pro Asp Arg Phe

60

Ile Ser Gly Leu

Trp Asp Asp Asn
95

Leu

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Glu Thr Asn Tyr Val Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

279

PRT

5

Homo sapiens

279

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

5

10

Leu

Ser

Arg

80

Ser



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

130

280

PRT
Homo sapiens

280

Gly Thr Trp Asp Asp Asn Ser Trp Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

1

5
281
30
PRT
Homo sapiens

281

5 10

20 25

282

14

PRT

Homo sapiens

282

5 10

30

A0



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

283

32

PRT

Homo

283

Arg Val Thr

1

Leu Ser Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

284

30

PRT

Homo

284

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

285

14

PRT

Homo

285

Trp Ile Arg

1

131 qu

sapiens

Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
5 10 15
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala vVal Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

sapiens

Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
5 10 15
Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Val Ser

20 25 30

sapiens

Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

5 10



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

286

32

PRT

Homo

286

Arg Val Thr

1

132

sapiens

Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

) 10 15

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

287

23

PRT

Homo

287

20 25 30

sapiens

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

1

Glu Pro Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

288
15
PRT
Homo

288

5 10 15
Ser Ile Ser Cys

20

sapiens

Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr

1

5 10 15

{rt



10

15

20

25

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

289

32

PRT

Homo

289

Gly Val Pro

1

Leu Lys Ile

<210>
<211>
<212>
<2i3>

<400>

290

23

PRT

Homo

290

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

291

15

PRT

Homo

291

Trp Tyr Gln

1

133

sapiens

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
5 10 15
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

sapiens

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

20

sapiens

Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

5 10 15

Lm



10

15

20

25

<21i0>

<211>

<212>

<213>

<400>

292

32

PRT

Homo

292

Gly val Pro

1

Phe Thr Ile
<210> 293
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo
<400> 293
Gln Ser Val
1

Arg Val Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

294

15

PRT

Homo

294

Trp Tyr Gln

1

4

134

sapiens

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

5 10 15
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30
sapiens

Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln
5 10 15

Ile Ser Cys

20

sapiens

Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

5 10 15



10

15

20

25

135 &’\/3

<210> 295
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 295

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
1 5 10 15

Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys

20 25 30
<210> 296
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 5'Ig L VH 4/6

<400> 296

cccagatggg tcctgtccca ggtgcag 27
<210> 297

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig L V kappa 1/2
<400> 297

atgaggstcc cygctcaget getg 24



10

15

20

25

136

<210> 298
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig L V lambda 3

<400> 298

gctctgtgac ctcctatgag ctg 23
<210> 299

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig L V lambda 1

<400> 299

ggtcctggge ccagtctgtg ctg 23
<210> 300

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'Ig C gamma CH 1
<400> 300

ggaaggtgtg cacgccgctg gtc 23
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<210> 301
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'Ig C kappa 543
<400> 301

gtttctcgta gtctgctttg ctcea

<210> 302
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 3'Ig C lambda chain
<400> 302

caccagtgtg gccttgttgg cttg

<210> 303
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cebador 5'Ig Agel VH{

<400> 303

ctgcaaccgg tgtacattcc caggtgcagc tgcaggag

24

24

38
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20

25
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<210> 304
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig Agel V kappa 2-24
<400> 304

ctgcaaccgg tgtacatggg gatattgtga tgacccaga

<210> 305
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig Agel V kappa 2-28
<400> 305

ctgcaaccgg tgtacatggg gatattgtga tgactcagtc

<210> 306
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Ig Agel V lambda 3
<400> 306

ctgctaccgg ttctgtgacc tecctatgagce tgacwcag

39

40

38
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25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ctgcaaccgg tgtacattct gacatccaga tgacccagtc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

139

307
40
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 5'Ig Agel V kappa 1-5

307

308
38
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 5'Ig Agel VH 4-39

308

ctgcaaccgg tgtacattcc cagctgcagce tgcaggag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

223>

<400>

309
38
ADN

Secuencia Artificial

Cebador 5'Ig Agel V lambda 1

308

ctgctacecgg ttcctgggecc cagtctgtge tgackcag

40

38

38
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<210> 310
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'Ig Sall JH
<400> 310

tgcgaagtcg acgctgagga gacggtgacc ag

<210> 311
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 3'Ig BsiWI J kappa 2
<400> 311

gccaccgtac gtttgatctc cagecttggte

<210> 312
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'Ig Sall JH 6
<400> 312

tgcgaagteg acgctgagga gacggtgacc gtg

32

30

33

(>
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<210> 313
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 3'Ig Bsi WIJ kappa 1/4

<400> 313

gccaccgtac gtttgatytc caccttggtce 30
<210> 314

<211> 2§

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 3'Ig Xhol C lambda

<400> 314

ctcctcactc gagggyggga acagagtg 28
<210> 315

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador 5'Absense

<400> 315

gcttegttag aacgcggeta ¢ 21
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15

20

25
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<210> 316
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'IgG internal
<400> 316

gttcggggaa gtagtccttg ac

<210> 317
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'C kappa 494
<400> 317

gtgctgtcct tgctgtectg ct

<210> 318
<211> 24
<212> ADN

<213; Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador 3'C lambda
<400> 318

caccagtgtg gececttgttgg cttg

22

22

24

$
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25

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

143

319

PRT

Secuencia Artificial

Linker sequence

319

Ile Ala Gly Ser Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Pro Ala Pro Arg Gly Leu Leu Arg Ala Thr Phe Leu Val Leu Val

1

5
320
27
PRT
Homo sapiens

320

5 10

Ala Phe Gly Leu Leu Leu His Ile Asp Phe Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

20 25

321

PRT

Secuencia Artificial

HA tag

15
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30

35

40

45

<400> 321

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala

1

WPC19527/1D.220825

5

144
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

(Chapter Il of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)
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R3017 POT - ° FOR FURTHER ACTION See Form PCTAPEA16
international application No. Intemnational filing date (day/nonth#ear) Priority date (day/fnonthjear)
PCTEP2010070568 22.12.2010 23.12.2009

International Patent Classification {IPC) or national classification and IPC

INV. CO7K16/08

Applicant

4-Antibody AG

a

O

1. This reportis the international preliminary examination report, established by this International Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36. '

2. This REPORT consists of a total of 8 sheets, including this cover sheet.
3. This report is also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. X (sent to the applicant and to the International Bureau) a total of 18 sheets, as follows:

sheets of the description, claims and/or drawings which have been amended and/or sheets containing
rectifications authorized by this Authority, unless those sheets were superseded or cancelled, and any
accompanying letters (see Rules 46.5, 66.8, 70.16, 91.2, and Section 607 of the Administrative
Instructions).

sheets containing rectifications, where the decision was made by this Authority not to take them into account
because they were not authorized by or notified to this Authority at the time when this Authority began to
draw up this report, and any accompanying letters (Rules 66.4bis, 70.2(e), 70.16 and 91.2).

superseded sheets and any accompanying letters, where this Authority either considers that the
superseding sheets contain an amendment that goes beyond the disclosure in the international application
as filed, or the superseding sheets were not accompanied by a letter indicating the basis forthe
amendments in the application as filed, as indicated in item 4 of Box No. | and the Supplemental Box (see
Rule 70.16(b)).

b. 0 (sent to the International Bureau only) a total of (indicate type and number of electronic carrier(s)) , containing a
sequence listing, in electronic form only, as indicated in the Supplemental Box Relating to Sequence Listing (see
paragraph 3bis of Annex C of the Administrative Instructions).

4,  This report contains indications relating to the following items:

456

K BoxNo.l  Basis of the report
O BoxNo.il  Priority '
O BoxNo. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
[0 BoxNo.IV  Lack of unity of invention o
K BoxNo.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement '
{0 BoxNo.VI  Certain documents cited
O BoxNo. VIl Certain defects in the international application
& Box No. VIl Certain observations on the international application
| Date of submission of the demand Date of completion of this report
24.10.2011 02.07.2012
Name and mailing address of the international Authorized officer
preliminary examining authority: : aw“" Mo,
European Patent Office , ¢ %
-@ D-80298 Munich Heder, Andreas g -@ i
Tel. +49 89 2399 - 0 : N $
~—== Fax: +48 89 2399 - 4465 Telephone No. +49 89 2399-7102 e

Form PCTAPEA/409 (Cover Sheet) (July 2011)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY _ PCT/EP2010070568

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
& the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:

] international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) and/or 55.3(a) and (b))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed" and are not annexed to this report).

Description, Pages ) :
1-168 as originally filed

Sequence listings, SEQ ID NO
~1-321 as originally filed

Claims, Numbers ‘
1-41 filed with the letter of : 24-10-2011

Drawings, Sheets
. 1A3-13A3 as originally filed

® asequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos. '

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4, [0 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not
accompanied by a letter indicating the basis for the amendments in the application as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rules 70.2(c) and (c-bis)): '

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfligs

O the sequence listing (specify):

Form PCTAPEA/409 (July 2011)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
“ON PATENTABILITY ' PCT/EP2010070568

5. O This report has been established:

O taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notufned to this Authority
under Rule 91 (Rules 66.1(d-bis) and 70.2(e)).

O without taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91(Rules 66.4bis and 70.2(e)).

6. O Supplementary international search report(s) from Authority(ies) hashave been received and taken into
account in establishing this report (Rule 45bis.8(b) and (c)).

Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-41
No: Claims
inventive step (IS) Yes: Claims 1-6. 8,10, 12-14, 16, 18

No: Claims 7.9 11,15, 17 19-41

—
E~Y

Industrial applicability (1A) Yes: Claims

2

No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTAPEA/409 (July 2011)




INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ' International application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2010/070568

Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or
furnished:

a. (means)
00 on paper
K in electronic form

b. (time)
& in the international application as filed
O together with the international appiication in electronic form
O subsequently to this Authority for the purposés of search and/or examination
[0 to this Authority as an amendment on

2. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in'the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

if item 4 in Box No. | applies; the sequence listing, which forms part of the basis of the report, may be marked
“superseded.” . . -

Form PCTAPEA/409 (July 2011)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY : International application No. -
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) ' PCT/EP2010/070568
Re item V

Reasoned statement with regérd to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:
D1 WO 2008/084410 A2 cited in the application

D2 FUNARO ADA ET AL: "Generation of potent neutralizing human
monoclonal antibodies against cytomegalovirus infection from immune B
cells." BMC BIOTECHNOLOGY 2008 vol. 8, page 85

Note regarding methods of treatment

1 Claims 34, 35, and 41 relate to subject-matter considered by this Authority to
be covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability
can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example,
does not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment.Patentability, in
particular novelty and inventive step, of said claims has been assessed on the
basis of a purpose-limited product claim taking into account the alleged effects
of the substance or composition.

Disclosure of the application, and subject-matter of the present claims -

2 The application discloses monoclonal antibodies (mAb) to hCMV. B-cells from
human hCMV-infected donors were immortalized with EBV, and mAb were
derived from these immortalized B-;:ells (see pp.16, 17, 89-91).

3 The mADb28 ("Invention 1"in the International Search Report) to which the
" present claims are restricted, is directed to the AD4/AD5 epitopes of gB
protein (see pp. 12, 13). Immortalized cell line 5-1 produces mAb28.

- Form PCT/Separate Sheat/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY : International application No.

REPORT ON PATENTABILITY S
(SEPARATE SHEET) : PCT/EP2010/070568

Disclosure of the prior art

4 D1 discloses mAb directed to gB protein of hCMV. The mAb were obtained by
immortalizing B-cells of hCMV-infected patients with EBV (see p.21 of D1).
mAb with various specificities were obtained, including mAb which recognise
gB (see Tab.2 on p. 22 of D1). Some mAb of D1 showed 50% neutralization

of hCMV-infection (IC50) of 0.3 pg/ml as measured both with fibroblasts and
endothelial cells.

5 D2 relates to a modified method of generating hCMV-specific mAb. gB-
specific mAb are obtained which are effective in inhibiting infection by both the
AD169 laboratory hCMV strain, as well as a clinical isolate, as tested on both
fibroblasts, and endothelial cells (see p.5, left col.) The paper discusses the
advantages of the method which include that the mAb are fully human, and
result from the natural immune response of the human donor. Ease of
handling and low cost are also among the advantages of the method which is
said to be applicable to a wide range of infectious and other diseases.

Novelty

6 No antibodies specific for antigenic determinant AD4 of gB were found in the
prior art. Therefore, Ab28 is novel. Consequently, all claims are novel.

Inventive step

7  Claim 1 involves an inventive step. The claim relates to Ab28, a mAb which
binds hCMV gB within residues 121-132 and 344-438, as defined by the SEQ
ID NO: 3-5 and 93-95 of its heavy and light chain CDR1-3 regions. D1, the
closest prior art, discloses mAb to hCMV gB. The difference is that Ab28
binds to AD4. The objective technical problem was: the provision of an
alternative mAb to hCMV. ' '

Form PCT/Separate Sheat/409 (Shaet 2) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY , _

(SEPARATE SHEET) . PCT/EP2010/070568
8 The skilled man was motivated to solve the problem because of the potential

medical benefit of alternative (and possibly improved) anti-hCMV mAb. The
problem could be solved by routine methods; in fact, the method used in the
application is essentially described in both D1 and D2.

9 Ab28 is one of many equally obvious solutions of the technical problem.
Hence, acknowledgement of an inventive step would require an unpredictable
effect of Ab28. The fact that Ab28 binds to AD4 is in itself not a surprise. It
was clear that an antibody obtained by the method disclosed in D1 and D2,
would bind to an epitope of hCMV, which ever that is. Ab28 binds to the
epitope between amino acids 121-132 or 344-438 of gB, which is one of many
equally obvious alternatives. An unexpected technical property is not
connected with this binding.

10 The IC50 of Ab28 (see pp. 113, 119, and 122) is in the same range as the
IC50 of the gB-antibodies in D1 (see Tab.2 in D1). However mAb28 has a
lower IC50 as compared to some of the other, equally obvious mAb in said
tables. Therefore, those claims which are restricted to mAb having SEQ ID
NO: 1-3 and 93-95 (these sequences of the heavy and light chain CDR1-3
regions providing the structural basis for the effect of said IC50), i.e. claims

- 1-6, 8, 10, 12, 14, 16, and 18, involve an inventive step.

11 However, claim 7 does not involve an inventive step because the HCDR1
region of the claimed antibody deviates from SEQ ID NO: 3. It has not been
shown, and it is not credible, that with these alterations in the HCDR1 region,
an Ab28-derived antibody will still maintain the same IC50 as Ab28 itself.
Hence, the subject-matter of claim 7 is merely a further gB-antibody without
any unexpected effect. Consequently, claim 7 does not involve an inventive
step. For essentially the same reason, claims 9, 11, 15, 17, and 19-41 lack an
inventive step, as well.

Form PCT/Separate Shaet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.

REPORT ON PATENTABILITY .

(SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/070568
Re Item Vil

Certain observations on the international application

12 The term in claim 1 and the dependent claims, " binding member" is vague.
The description supports, in a technical sense antibodies, but no other
unspecified binders. '

13 Claim 33 fails to recite the medical use indication of claims 55-58. The claim is
hence unclear. Claim 33 as it stands is a compound claim although it is
drafted as a dependent claim of medical use claims.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Shest 4) (EPO-April 2005) ' :
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ISORERLY CHlER:2010/070568
VOSSIUS & PARTNER - 3

gB antibodies of WO 2008/084410 (D1). The Examiner furthermore emphasizes
that the method used in the present application for obtaining antibodies would be
essentially the same as that described in both D1 and D2.

3.3  We respectfully disagree with this assessment.
3.3.1 Ab28 provides advantageous technical effects

First, Ab28 of the present invention is characterized by superior performance.
More specifically, it is apparent from Table 2 at page 22 of WO 2008/084410
(D1) that two out of four antibodies have 50% neutralization values in the one
digit yg/ml range which is significantly above the [Cgy values of Ab28. Two
‘ further antibodies (10C6 and 5F1) have 50% neutralization values of 0,3 pg/mi
on fibroblasts and endothelial cells.

In contrast thereto, the antibodies according to the present invention are
characterized by high potency in hCMV neutralization using a_broad range of
hCMV susceptible cell types, namely not only fibroblasts and endothelial cells,
but also epithelial and dendritic cells. Furthermore, these antibodies have high
potency not only on laboratory strain AD-169 but on all clinical isolates tested so
far; see page 8, lines 12 to 17 of the application as filed. The corresponding data
can be found in Examples 4 and 7; see in particular Table 13 af'page 113 as well
as Table 17A at page 122. Ab28 is characterized by 50% neutralizing activity of
0.2 ya/mi on two different cell lines, a value which is not observed for any of the

antibodies of WO 2008/084410 (D1).

3.3.2 The conditions used in WO 2008/084410 (D1) fall short of the state of the art

In addition, we note that in WO 2008/084410 (D1), unpurified cell culture
supernatants from transformed EBV cell clones have been used. It is likely
therefore, that there are other factors present in the cell culture supernatant that
could influence the neutralization efficacy. Also, it cannot be excluded that the
cell culture supernatants are not producing monoclonal antibodies. If one of the
cells is a mix of two clones, then there could be synergistic effects on the
neutralization.

Thus, with the methodology provided in D1 it is highly questionable how precise
the IC5q data is. In the present application and in many other patent applications
and scientific publications, IC5;s are measured as monoclonal antibodies
expressed as recombinant protein expressed from a defined heavy and light
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antibodies. There is no indication whatsoever that epitopes other than AD-1 or
AD-2 were expected to be found or could be identified. Even in WO 2008/084410
(D1), the focus is clearly on antibodies that recognize a combination of the hCMV
proteins UL130 and UL131A. The rather brief disclosure relating to anti-gB
antibodies is confined to four antibodies (the binding site of which is not
characterized) and which perform worse than Ab28 according to the present

invention.

Specific technical effects conferred by binding to AD-4

Moreover, we would like to direct the attention to the following findings which
establish that Ab28, owing to its binding to an epitope in AD-4, has unique
properties.

Ab28 recognises a di-lysine sequence (K378, K379) within AD-4 (see Example
13:1). These amino acids are highly conserved across all known genotypes of
hCMV. In fact, all known sequenced clinical and lab strains of hCMV display
conservation of these two amino acids. Ab28 also neutralises different lab strains
of hCMV including AD-169, Towne, Pan and Altu and it also neutralises hCMV in
fresh clinical isolates, namely urine, blood and saliva with equal potency.

Many commercial immunoglobulin preparations neutralise the virus but not
across strains. ITC88, which is the antibody most researchers use as a reference

(see entry 3 of Annex A) and which binds AD-2, is less effective in neutralising |

the virus in fibroblasts, is less effective in neutralising the strains AD-169 and
Towne, and is less effective in neutralising fresh clinical isolates than Ab28.
Antibody ITC88 is an established standard for comparison in the field and is far
better characterized than the antibodies of WO 2008/084410 (D1).

Furthermore, Ab28 binds hCMV with picomolar affinity (5.7x10"'!; tested on
fibroblasts), a 100 fold higher affinity than ITC88; see the enclosed experimental
report.’

The enclosed experimental data (Annex B) provide a comparison between Ab28
(in the Tables designated “4Ab-028") with the mentioned prior art antibody ITC88
in terms of (i) binding affinity, (ii) IC5y concentration for neutralization, and (iii)
performance across different virus strains. Ab28 consistently performs superior.

Finally, it should also be mentioned that Ab28 — as opposed to the antibodies of
WO 2008/084410 (D1) — is currently in pre-clinical development.
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Summary of prior art gB binding antibodies

Reference

USS,043,281

J. Virology
(1993) 67: 703
WO 93/021952A1
US20090004198
WO 08/084410A2

WO 09/024445A1

WO 09/114560A2

Inventor/Author

Masuo et al

Chlin et al

Borrebaeck & Ohlin

Nakajima

Lanzavecchia &

Macagno

Funaro et al

Qlsen

Ab ID

ca23
C41

1mCc33
1TC39
1TC48

1TCc8s
1TC63b
1TC52

G3D

10C6
SF1
684
7H3

8C10
1087
8A11

2F10
2M16
2N
3C21
3G7
4P12
5P9
9C16

gB

g8
gB
gB
g8
gB
gB

gB

AD-2
unknown

AD-1
AD-1
AD-1

AD-2
AD-1
AD-1

AD-1

unknown
unknown
unknown
unknown

AD-2
AD-2
AD-2

AD-2
AD-2
AD-2
AD-2
AD-2
AD-2
AD-2
AD-2

L

X QLLL L Lk«

Method used

hybridoma method - human lymphocytes fuéed with mouse
myeloma cells :

EBV transformation of peripheral blood mononuclear cells
from CMV-seropositive blood donors

EBV transformation of peripheral blood mononuclear cells
from CMV-seropositive blood donors

EBV transformation of biood mononuclear cells
vs AD-1 epitope only

EBV transformation of isolated memory B cells

EBV transformation of PBMCs cells from hCMV patient

Human plasma samples screened for present of CMV
antibodies by ELISA using CMV AD2 epitope

v Xauuy
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4AB-028 Binds hCMV gB with High Affinity

10d 210€Yd 43y IO
895020/0102d3/L0d

oV Apoqnuy-p ‘BiaquinN-uabuey3 Jglisianun-Japuexaly-youpali4

4Ab-028 4.0x105 2.4x105 | .5.7x1011*

ITC88 1.2x10% 9.8x10°% 8.2x10° ™

*: monovalent affinity measured with Fabs on recombinant gB protein
**: close to Biacore detection limit
***: literature: K;=3x108M, Ohlin et al. (1993) J. Virol. 67, pp703-710
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4AB-028 Neutralizes Different hCMV Genotypes
with Comparable Potency

AD-169 0.25 pg/ml 2.0 pg/ml

Towne 0.3 pg/ml ’ 1.0 pg/ml
Pan 0.15 ug/fnl _ 0.2 pg/mi %
Altu 0.1 pg/ml | 0.3 pg/mi @

Assays performed on primary human foreskin fibroblasts
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CERSRAMD! PCT/EP 2010/ CBE T/ERT2070/070:560.

PCT/EP2010/070568
Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nirnberg; 4-Antibody AG
Our Ref.: R3017 PCT

Claims

1. An isolated binding member for human cytomegalovirus (hCMV) gB protein,

which binds hCMV gB protein at a region within residues 121 to 132 and 344
- to 438, the residue numbering being defined according to the full length gB

strain AD169 amino acid sequence SEQ ID No: 239,
said isolated binding member comprising a set of CDRs: HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 and LCDR3, wherein the set of CDRs Has 22 or
fewer amino acid alterations from a set of CDRs in which:
HCDR1 has amino acid sequence SEQ ID No: 3;
HCDR2 has amino acid sequence SEQ ID No: 4;
HCDR3 has amino acid sequence SEQ ID No: §;
LCDR1 has amino acid sequencé SEQ ID No: 93;
LCDR2 has amino acid sequence SEQ ID No: 94; and
LCDR3 has amino acid sequence SEQ ID No: 95,
and wherein the binding member has a Kp of not more than 50nM as defined
by surface plasmon resonance.

2. The isolated binding member for hCMV gB protein of claim 1, which binds
hCMV gB protein with a Kp of not more than 1nM as defined by surface

plasmon resonance.

3. The isolated binding member according to claim 2, wherein the Kp is not
more than 0.5nM.

4, The isolated binding member according to claim 2 or claim 3, wherein the Kp
is not more than 0.1nM.
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1.

12.

13.

14,

15.

16.

Protheriol et N S

The isolated binding member according to any of the preceding claims,
comprising an HCDR3 wherein:

Kabat residue 99 is Thr or Ala;

Kabat residue 100 is Val or Met;

. Kabat residue 100A is Ser or Thr

Kabat residue 100B is Asn or Thr;
Kabat residue 100C is Ser or Phe;
Kabat residue 100k is Leu, Met or Ala;
Kabat residue 100F is Ser or Gly;
Kabat residue 100K is His or Tyr;
Kabat residue 100L is Asn, Ser or Asp;
Kabat residue 100M is Arg, Val or lie;
Kabat residue 100N is Leu or Met;
Kabat residue 101 is Asp or Gly; and
Kabat residue 102 is Ala, Val or lle.

The isolated binding member accbrding to claim 11, wherein HCDR3 has
amino acid sequence SEQ ID No: 5.

The isolated binding member according to any of claims 7 to 12, wherein
Kabat residue 26 in LCDR1 is Ser or Asn or where Kabat residue 27 in

LCDR1 is Ser or Arg.

The isolated binding member according to claim 13, wherein LCDR1 is SEQ
D No: 93.

The isolated binding member according to any of claims 7 to 14, wherein
Kabat residue 56 in LCDR2 is Ser or Pro.

The isolated binding member according to claim 15, wherein LCDR2 is SEQ
ID No: 94.
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22. An isolated antibody molecule comprising a heavy chain comprising amino
acid sequence SEQ ID No: 2 and a light chain comprising amino acid
sequence SEQ ID No: 92.

23. An isolated antibody molecule that binds hCMV gB protein, wherein the
antibody molecule comprises a V4 domain amino acid sequence at least 90%
identical to SEQ ID No: 2 and a V. domain amino acid sequence at least 90%
identical to SEQ ID No: 92.

24, A bihding member or antibody molecule that competes for binding to hCMV
. gB protein with a binding member or isolated antibody molecule of any of the
preceeding claims.

25. An antibody molecule according to claim 22 or 23, wherein the antibody
molecule is an IgG.

26. Anisolated Vi domain of an antibody molecule according to any of claims 20
or 22 to 25.

27.  Anisolated V. domain of an antibody molecule according to any of claims 21
to 25.

28. A composition comprisi‘ng an isolated binding member according to any of
claims 1 to 21, or an antibody molecule according to any of claims 22 to 25,
and a pharmaceutically acceptable excipient.

29. A composition comprising an isolated binding member according to any of
claims 1 to 21, or an antibody molecule according to any of claims 22 to 25,
for use in a method of treatment of the human or animal body by therapy.

30. The composition according to claim 29 for use in treating a disorder
associated with hCMV.

IR, FPR RN NS
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39. The method according to claim 38, further comprising isolating and/or
purifying the binding member, antibody molecule, V4 domain or Vi domain.

40. The method according to claim 38 or claim 39, further comprising formulating
the binding member, antibody molecule, V4 domain or V_ domain into a
composition comprising at least one additional component.

41. A method of neutralising hCMV in a subject or sample, comprising
administering to said subject or sample a binding member according to any of
claims 1 to 21, or an antibody molecule according to any of claims 22 to 25,

' in an amount sufficient to reduce hCMV infectivity by at least 50% at a

concentration of from about 0.1 to about 5.0 yg/mi.
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REIVINDICACIONES

1. Un miembro enlazador aislado para la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV), el cual se enlaza a la proteina gB
del citomegalovirus humano (hCMV) en una regién dentro de los
residuos 121 a 132 y 344 a 438, siendo definida la numeracién de
residuos de acuerdo con la secuencia de aminoacidos de gB de la
cepa AD169 de longitud completa SEQ D No: 239,

comprendiendo este miembro enlazador aislado un
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs):
HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde el
conjunto de regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
tiene 22 o menos alteraciones de aminoacidos a partir de un conjunto
de regiones determinantes de complementariedad (CDRs) en donde:

HCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 3;

HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 4;

HCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 5;

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

93;

LCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

94y

LCDRS3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No:

95,

y en donde el miembro enlazador tiene una Kp de no mas
de 50 nM, como se define mediante resonancia de plasmén
superficial.

2. El miembro enlazador aislado para la proteina gB del
citomegalovirus humano (hCMV) de la reivindicacién 1, el cual se
enlaza a la proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV) con una
Kp de no mas de 1 nM, como se define mediante resonancia de

plasmén superficial.
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3. El miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde la Kp no es mayor de 0.5 nM.

4. El miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicacién 2 o con la reivindicacién -3, en donde la Kp no es
mayor de 0.1 nM.

5. El miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador no
se enlaza a un dominio antigénico 1 (AD-1) o a un dominio antigénico
2 (AD-2) de la proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV).

6. El miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del
miembro enlazador requerida para una neutralizacién del 50 por
ciento de un aislado clinico del citomegalovirus humano (hCMV) es
de 10 microgramos/mililitro 0 menos en un ensayo de neutralizaciéon
para la neutralizacién de la infeccién por el citomegalovirus humano
(hCMYV) de los fibroblastos de prepucio humano.

7. El miembro enlazador aislado de acuerdo con Ila
reivindicacion 6, el cual comprende una HCDR1 en donde:

el residuo de Kabat 31 es Asp o Gly;

el residuo de Kabat 32 es His, Phe o Tyr;
el residuo de Kabat 33 es Tyr;

el residuo de Kabat 34 es Met, lle 0o Leu; y
el residuo de Kabat 35 es Val o Asn.

8. El miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde la HCDR1 es la SEQ ID No: 3.

9. El miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 6 é 8, el cual comprende una HCDR2 en
donde:

el residuo de Kabat 50 es Trp, Ser o Cys;
el residuo de Kabat 53 es Gin, Asn o His;

el residuo de Kabat 54 es Ser o Thr;
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el residuo de Kabat 58 es Gly, Lys, Asn o His;
el residuo de Kabat 60 es Gly o Ala; y
el residuo de Kabat 64 es Gln o Arg.

10. EI miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicaciéon 9, en donde la HCDR2 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 4.

11. EIl miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, él cual comprende una HCDR3 en
donde:

el residuo de Kabat 99 es Thr o Ala;

el residuo de Kabat 100 es Val o Met;

el residuo de Kabat 100A es Ser o Thr

el residuo de Kabat 100B es Asn o Thr;

el residuo de Kabat 100C es Ser o Phe;

el residuo de Kabat 100E es Leu, Met o Ala;
el residuo de Kabat 100F e’s Ser o Gly;

el residuo de Kabat 100K es His o Tyr;

el residuo de Kabat 100L es Asn, Ser o Asp;
el residuo de Kabat 100M es Arg, Val o lle;
el residuo de Kabat 100N es Leu o Met;

el residuo de Kabat 101 es Asp o Gly; y

el residuo de Kabat 102 es Ala, Val o lle.

12. ElI miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicacion 11, en donde la HCDR3 tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 5.

13. EI miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 12, en donde el residuo de Kabat 26 en la
LCDR1 es Ser o Asn, o en donde el residuo de Kabat 27 en la
LCDR1 es Ser o Arg.

14. E! miembro enlazador aislado de acuerdo con la

reivindicacion 13, en donde la LCDR1 es la SEQ ID No: 93.
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15. EIl miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 14, en donde el residuo de Kabat 56 en la
LCDR2 es Ser o Pro.

16. El miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicaciéon 15, en donde la LCDR2 es la SEQ ID No: 94.

17. El miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, el cual comprende una LCDR3 en
donde:

el residuo de Kabat 89 es Gly o Ala;

el residuo de Kabat 91 es Pro o Trp;

el residuo de Kabat 93 es Arg o Ser;

el residuo de Kabat 94 es Ser o Asp;

el residuo de Kabat 95a es Ser, Gly o Ala;
el residuo de Kabat 96 es Val o Tyr; y

el residuo de Kabat 97 es lle o Val.

18. EI miembro enlazador aislado de acuerdo con la
reivindicacién 17, el cual comprende una LCDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 95.

19. EI miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, el cual comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad (CDRs): HCDRH1,
HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDRS3, en donde:

HCDR1 es la SEQ ID No: 3;
HCDR2 es la SEQ ID No: 4;
HCDR3 es la SEQ ID No: 5;
LCDR1 es la SEQ ID No: 93;
LCDR2 es la SEQ ID No: 94; y
LCDR3 es la SEQ ID No: 95.

20. EIl miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera

de las reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador

comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de



10

15

20

25

la misma, que comprende un dominio de anticuerpo Vy, y en donde el
dominio Vy tiene l|la secuencia de aminoacidos del dominio Vy
mostrada en la SEQ ID No: 2.

21. EI miembro enlazador aislado de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde el miembro enlazador
comprende una molécula de anticuerpo o un fragmento funcional de
la misma, que comprende un dominio de anticuerpo V. en donde el
dominio V_ tiene la secuencia de aminoacidos del dominio V_
mostrada en la SEQ ID No: 92.

22. Una molécula de anticuerpo aislada, la cual comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
SEQ ID No: 2, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID No: 92.

23. Una molécula de anticuerpo aislada, que se enlaza a la
proteina gB del citomegalovirus humano (hCMV), en donde Ila
molécula de anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
del dominio Vy cuando menos el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID
No: 2, y una secuencia de aminoacidos del dominio V_ cuando menos
el 90 por ciento idéntica a la SEQ ID No: 92.

24. Un miembro enlazador o una molécula de anticuerpo que
compite para enlazarse a la proteina gB del citomegalovirus humano
(hCMV) con un miembro enlazador o con una molécula de anticuerpo
aislada de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

25. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 22 6 23, en donde la molécula de anticuerpo es una
1gG.

26. Un dominio Vy aislado de una molécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 20 6 22 a 25.

27. Un dominio V_ aislado de una moliécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25.

28. Una composicion que comprende un miembro enlazador
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aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, o
una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 25, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

29. Una composicién que comprende un miembro enlazador
aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, o
una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 25, para utilizarse en un método para el
tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

30. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 29, para
utilizarse en el tratamiento de un trastorno asociado con el
citomegalovirus humano (hCMV).

31. Una composicion que comprende un miembro enlazador
aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, o
una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera dé las
reivindicaciones 22 a 25, para utilizarse en el tratamiento de un
trastorno asociado con el citomegalovirus humano (hCMV).

32. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 30, o la
composicién para usarse de acuerdo con la reivindicacién 31, en
donde el trastorno es una infeccién por el citomegalovirus humano
(hCMV).

33. La composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 29 a 32, la cual comprende ademas un miembro
enlazador aislado o una molécula de anticuerpo que se enlaza a la
proteina gB, gH, gL, UL128, UL130 y/o UL131A del citomegalovirus
humano (hCMV).

34. Un método para el tratamiento de un trastorno asociado
con el citomegalovirus humano (hCMV) en un individuo, el cual

comprende administrar un miembro enlazador de acuerdo con

~cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, o una molécula de

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22 a

1
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25, al individuo, y de preferencia en donde el individuo tiene un
sistema inmunolégico comprometido.

35. EI| método de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde
el individuo es una mujer embarazada, un recién nacido, un receptor
de trasplante, o un individuo infectado con VIH.

36. Una molécula de acido nucleico aislada, la cual
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un miembro
enlazadér de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21,
un dominio Vy de acuerdo con la reivindicacién 26, un dominio V_ de
acuerdo con la reivindicacion 27, o una molécula de anticuerpo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25.

37. Una célula huésped transfectada in vitro o transducida
con una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
36.

38. Un método para la produccién de un miembro enlazador,
una molécula de anticuerpo, o un dominio de anticuerpo Vy o V., el
cual comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con Ila
reivindicacién 37, bajo condiciones para la produccién del miembro
enlazador, la molécula de anticuerpo, o el dominio de anticuerpo Vy
oV..

39. EIl método de acuerdo con la reivindicacion 38, el cual
comprende ademas aislar y/o purificar el miembro enlazador, la
molécula de anticuerpo, el dominio V4, o el dominio V.

40. EI método de acuerdo con la reivindicacién 38 o con la
reivindicacién 39, el cual comprende ademas formular el miembro
enlazador, la molécula de anticuerpo, el dominio Vy, o el dominio V,
en una composicion que comprende cuando menos un componente
adicional.

41. Un método para la neutralizacion del citomegalovirus
humano (hCMV) en un sujeto o en una muestra, el cual comprende

administrar a este sujeto o a esta muestra, un miembro enlazador de

de!
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acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, o0 una
molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 25, en una cantidad suficiente para reducir la
infectividad del citomegalovirus humano (hCMV) por cuando menos
el 50 por ciento, en una concentracién de aproximadamente 0.1 a

aproximadamente 5.0 microgramos/mililitro.

WPC19527/1D.220824
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*** Soporte del Pago ***
TIPOQ PAGQ BANCO CUENTA No_ PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 446258680 13/07/2012 51.725.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTQO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1IL%MI(:T|%§\IDE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
$590.000.00

SON: *

. Resgdonsable:

Recibp de Caja A})éado al Expediente No.

NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

[T,

Fecha: 2012-07-23 11:54:00 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: 466

- N

Act. 411 PRESENTACION ~ Folios: 363

(Dley 1972934 —ook-2.
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“** Soporte del Pago ***

TIRPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGQO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 57984 12/06/2012 20.000.00
RECIBO DE CA 999999999 63659 25/06/2012 720.000.00
RECIBO DE CA 999999999 66433 03/07/2012 170.000.00

' RECIBO DE CA 999999999 67209 04/07/2012 20.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

A LAS 10 INICICIALES

R *s*ggnsable:

Rexibo de Caja Aplicadg/al Expediente No.

SO @ NTOS TRE\NTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
31 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICAGION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 930.000.00

$930.000.00
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Fecha: 2012-07-23 11:54:00 Dep. 2020 DIR.NUEVA
Tra. 11 PATENTEIY) Eve: 379 FASENACIONEISIR
Act. 411 PRESENTACION Folios: 466

ACL 411 PRESENTACION Folios: 363

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
' DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA . SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
(21) N° de solicitud; (57 Int o CO7K 0161008

22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) ~ 4-ANTIBODY AG

(30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

09015951.8 2009/12/23 EP
61/289,835 2009/12/23 US |(72) Inventor(es)  ULF GRAWUNDER
10003669.8 2010/04/01 EP Y OTROS
611320,057 2010/04/01 us
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2012/07/23 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2011/06/30
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2010/12/22 N° publicacion: WO 2011/076883 A1

No. de solicitud PCT/EP2010/070568

(54) Titulo: ~ MIEMBROS ENLAZADORES PARA CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Resumen:

La invencion se refiere a miembros enlazadores, en especial a
moléculas de anticuerpos, que neutralizan los efectos
bioldgicos de! citomegalovirus humano (hCMV).

Los miembros enlazadores son utiles para el tratamiento y la
profilaxis de la infeccion por el citomegalovirus humano
(hCMV).
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No. 12-122672- -00000-0000
. 2 Fecha: 2012-07-23 11:54:00 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
,ﬂlmz‘ﬂlx_msﬂ:ri;n_ v Comereio Tra. 11 PATENTE!YII Eve: 379 FASENACIONALII
SUPERINTEND EMNET 4 Act. 411 PRESENTACION Folios: 466
. ACL 4711 FRESENTACIUN OII0S. 3B
PATENTE DE INVENCION [_| ‘MODELODE UTILIDAD || - Art 33 Decisién 486/00

1]

L

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Descripcidn de la invencidn
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta D

PATENTE DENVENCION PCT (Y3 MODELO DE UTILIDAD PeT [ Art33 Desisisn 486100, Gircular Unica

AL B4

Indicacion que se soliclta una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
relvindicatotio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa : Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL || (Art. 119 Decisién 486/00)

[ 0od

Indicacidn que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del matetial que incorpora el

disefio,

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa ‘:] Incompleta D

ESQUEMADETRAZADO [ | . (Art. 92 Decision 486/00)

OO0 00

Indicacidn que se soliclta un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de frazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta l:l
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