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RESUMEN

Una molécula que comprende por lo menos un sitio de enlace
de antigeno, que comprende en secuencia las regiones
hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDR1 tiene la secuencia
de aminodcido Asn-Tyr-lle-lle-His (NYIIH), dicha CDR2 tiene la
sacuencia de aminoécido Tyr-Phe-Asn-ProTyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-
Tyr-Aen-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly (YFNPYNHGTKYNEKFKG) vy dicha
CDR3 tiene la secuencia de aminoacido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-Trp-
Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDT); por ejemplo, ademéis comprende en
secuencia las regiones hipervariables CDR1', CDR2' y CDR3', CDR1'
tiene la secuencia de aminodcido Arg-Ala-Ser-Gin-Asn-lle-Gly-
ThrSer-lle-Gin (RASQNIGTSIQ), CDR2' tiene |a secuencia de
aminoécido Ser-Ser-Ser-Glu-Ser-lle-Ser (SSSESIS) y CDR3' tiene la
secuencia de aminoacido GIn-Gin-Ser-Asn-Thr-Trp Pro-Phe-Thr
(QQSNTWPFT), por ejemplo un anticuerpo quimérico o humanizado,

util como un farmacéutico.
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MOLECULAS DE ENLACE TERAPEUTICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos organicos, tales
como las moléculas de enlace contra isoformas de antigeno CD45,
tales como por ejemplo los anticuerpos monoclonales (mAbs), y su

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un aspecto en el tratamiento de una variedad de enfermedades
es lograr la eliminacién o |la inactivacidon de leucocitos patogénicos y
el potencial para la Induccién de tolerancia a respuestas inmunes
patolégicas inactivas.

Se cree que el rechazo al trasplante de o6rganos, células y
tejidos y las varias enfermedades autoinmunes son el resultado
principal de respuestas inmunes mediadas por célula T que son
capaces de reconocer antigenos especificos que se capturan,
procesan y presentan a las células T auxiliares a través del antigeno
que presenta la célula (APC) tales como macréfagos y células
dendriticas, en la forma de un complejo de antigeno-MCH, es decir la
célula T auxiliar cuando reconoce antigenos especificos se estimula
para producir citocinas tales como IL-2 y para expresar o regular de

manera ascendente algunos receptores de citocina y otras moléculas
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de activacién y para proliferar.

Algunas de ostas células T auxiliares pueden actuar
directamente o Indireactamente, es decir, ayudando a las céluias T o
células B citoto.xicaa activadoras, a destruir las células o tejidos que
expresan el antigeno seleccionado. Después de la terminacién de la
respuesta inmune algunas de las células clonalmente seleccionadas
maduras permanecen como el auxiliar de memoria y la células T
citotéxicas de memoria, que circulan en el cuerpo y rapidamente
reconocen al antigeno si aparece otra vez. Si el antlgeno que activa
esta respuesta es un antigeno ambiental Inocuo el resultado es una
alergla, ésta puede resultar, si el antlgeno no es un antigeno
fordneo, pero es un antigeno homogeneo, puede dar como resultado
una enfermedad auto inmune; si el antigeno es un antigeno de un
érgano trasplantado, el resultado puede ser e! rechazo al injerto.

El sistema inmune se ha desarrollado para reconocer
homogéneos de no homogéneos. Esta propiedad permite a un
organismo sobrevivir en un ambiente expuesto a retos diarios de
patégenos. Esta especificidad para no homogéneos y tolerancia
hacia homogéneos se origina durante el desarroilo del repertorio de
células T hacia en el timo a través de procesos de seleccidon positiva
y negativa, que también comprende el reconocimiento y eliminacién
de células T auto reactivas. Este tipo de tolerancia es referido como
una tolerancia central. Sin embargo, algunas de las células auto
reactivas escapan de este mecanismo selectivo y poseen un riesgo

potencial para el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Para
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controlar las células T auto reactivas que han escapado de la
periferia, el sistema inmune tiene mecanismos reguladores
periféricos que proveen proteccién contra la autoinmunidad. Estos
mecanismos son una base para la tolerancia periférica.

Los antigenos de la superficie de célula reconocidos por mAbs
especificos generalmente se designan a través de un ndmero CD
(Grupo de Diferenciacién) asignado por talleres de Mecanografia de
Leucocitos Internacional y el término CD45 aplicado aqul se refiere
al antigeno comin del leucacito de superficie de célula CD45; y un
mAb a ese antigeno que se designa aqul como "anti-CD45".

Los anticuerpos contra el antigeno coman de leucocito (LCA) o
CD45 con un componente principal de globulina anti-linfocito (ALG).
CD45 pertenece a Ila familia de fosfatasas de tirosina de
transmembrana y es tanto un regulador positivo como negativo de la
activaciéon de la célula, dependiendo de la interaccién del receptor.
La actividad de fosfatasas de CD45 parece que es requerida para la
activacién de cinasas de la familia Src asociadas con el receptor del
antigeno de linfocitos B y T (Trowbridge IS y otros, Annu Rev
Immunol. 1994; 12:85-1168). De esta forma, en la activacién de célula
T, CD45 es esencial para la sefial 1 y ias células deficientes de
CD45 tienen profundos defectos en los eventos de activacién
medidos por TClR.

El antigeno CD45 existe en diferentes isoformas que
comprenden una familia de glicoprotelnas de transmembrana.

Diferentes isoformas de CD45 difieren en su estructura del domino
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extracelular que tiene origen de la divisién alternativa de tres exones
variables que codifican parte de la regién extracelular de CD45
(Streuli MF. y otros, J. Exp. Med. 1987; 166:1548-15668). Las varias
isoformas de CD45 tienen diferentes dominios extracelulares, pero
tienen ios mismos segmentos de transmembrana y citoplasmicos que
tienen dos dominios de fosfatasa altamente conservados, homélogos
de aproximadamente 300 residuos. Las diferentes combinaciones de
isoformas son diferencialmente expresadas en sub-poblaciones de
linfocitos T y B (Thomas ML. y otros, Immunol. Today 1888; 8:320-
325). Algunos anticuerpos monoclonales reconocen un epitopo comun
para todas las diferentes isoformas, mientras que otros mAbs tienen
una especificidad restringida (CD45R), dependiente de cuales exones
alternativamente divididos reconocen. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales que reconocen el producto de exén A son
consecutivamente designados CD45RA, estos reconocen las varias
isoformas que contienen el exén B que ha sido designado CD45RB
(Beverley PCL y otros, Immunol. Supp. 1888; 1:3-5). Los anticuerpos
tales como UCHL1 selectivamente se enlazan a la isoforma de 180
kDa CD45RO (sin ninguno de los exones variables, A, B o C) que
parece que estan restringidos a un subgrupo de células T activadas,
células de memoria y timocitos corticales y no se detectan en células

B (Terry LA y otros, Immunol. 1988; 84:331-3386).

%
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra que la inhibicién del MLR primario a través
del “mAb candidato” depende de la dosis en el rango de 0.001 y
10 ug/ml. "Concentracién" es la concentracién del "mAb candidato”.

La Figura 2 muestra el mapa del pldasmido de ia expresién del
vector HCMV-G1 HuA8-VHQ que comprende la cadena pesada que
tiene la secuencia de nucleétido SEC ID NO: 12 (3821-4274) en la
secuencia de nucledtido del vector de exprasiéon completo ID NO: 15.

La Figura 3 muestra el mapa del plasmido del vector de
expresion HCMV-G1 HuAB-VHE que comprende la cadena pesada que
tiene la secuencia de nucledtido SEC ID NO: 11 (3921-4274) en la
secuencia de nucleétido del vector de expresién completo SEC ID
NO: 186.

La Figura 4 muestra el mapa del plasmido del vector de
expresion HCMV-K HuAb-VL1 humV1 que comprende la cadena ligera
que tiene la secuencia de nucleétido SEC ID NO: 14 (3984-4284) en
la secuencia de nucleétido del vector de expresidn completo SEC ID
NO: 17.

La Figura 5 muestra el mapa del pldsmido del vector de
expresion HCMV-K HuAb-VL1 humV2 que comprende la cadena ligera
que tiene la secuencia de nucleétido SEC ID NO: 13 (3926-4248) en
la secuencia de nucleétido del vector de expresién completo SEC ID
NO: 18.

La Figura 8 muestra el mapa del plasmido del vector de
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expresion LCVL1SP20 que comprende la cadena ligera que tiene |a
secuencia de nucleétido SEC ID NO: 33 en l|a secuencia de
nucledtido del vector de expresidn completo SEC ID NO: 36.

La Figura 7 muestra el mapa del plasmido del vector de
expresién LCVL2SP20 que comprende la cadena ligera que tiene la
secuencia de nucledétido SEC ID NO: 13 en la secuencia de
nucleétido del vector de expresién completo SEC 1D NO: 38.

La Figura 8 muestra el mapa del plésmido del vector de
expresion HCVHEN73D Sp20 que comprende la cadena pesada que
tiene la secuencia de nucleétido SEC ID NO: 34 en la secuencia de
nucleétido del vector de expresiéon completo SEC ID NO: 37.

La Figura 9 muesira el mapa del! plasmido del vector de
expresién HCVHQN73D Sp20 que comprende |la cadena pesada que
tiene |la secuencia de nucleétido SEC ID NO: 35 en |la secuencia de
nucleétido del vector de expresién completo SEC ID NO: 38.

La Figura 10 muestira el mapa del pldsmido del vector de
expresién HCVHESp20 que comprende la cadena pesada que tiene la
secuencia de nucledtido SEC ID NO: 11 en la secuencia de
nucleétido del vector de expresién completo SEC ID NO: 40.

La Figura 11 muestra el mapa del plasmido del vector de
expresién HCVHQSp20 que comprende la cadena pesada que tiene la
secuencia de nucleédtido SEC ID NO: 12 en la secuencia de
nucledtido del vector de expresién completo SEC ID NO: 41.

La Figura 12 muestra el andlisis de Cromatografia de Exclusién

de Tamafio de VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2,

r¥
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y de VHE/humV1 junto con VHE-N73D/humV1.

La Figura 13 muestra la Cromatografia de Intercambio de lon
de VHE/humV2, VHE/humV1, VHQ/humV2, VHQ/humV1 y de
VHE/humV2 junto con VHE-N73D/humV1.

La Figura 14 muestra la Cromatografla de Fase [nversa de

VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se ha encontrado una molécula de enlace que comprende una
secuencia de polipéptido que se enlaza a CD45RO y CD45RB, a
partir de este momento también designada como una “molécula de
enlaza "CD45RO/RB ". Estas moléculas de enlace de acuerdo con la
invencién pueden inducir la inmunosupresién, inhibir las respuestas
de la célula T e inducir la tolerancia de la célula T. Ademds, las
moléculas de enlace de la invencidén inhiben las respuestas de
linfocito mezcladas primarias (MLR). Las células derivadas de
cultivos tratados con las moléculas de enlace CD45RO/RB
preferiblemente también tienen respuestas proliferativas debilitadas
en MLR secundario aun en ausencia de las moléculas de enlace
CD45RO/RB en el MLR secundario. Dichas respuestas proliferativas
debllitadas en MLR secundario son una indicacién de la habilidad de
tas moléculas de enlace de la invencién para inducir la tolerancia.
Ademds se encuentra que |las moléculas de enlace CD45R0O/RB de la

invencién pueden inducir la muerte de la célula a través de apoptosis
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en linfocitos T humanos, pueden soportar la diferenciacién de las
células T con fenotipo de célula reguladora T caracteristicas (Treg);
y/o pueden inducir las células reguladoras T capaces de suprimir la
activacién de célula T simple.

Ademas, se encuentra que la administracién in vivo de la
molécula de enlace CD45RO/RB a ratones con inmunodeficiencia
combinada severa (SCID) que experimentan xeno-GVHD después
inyeccién con PBMC humano puede prolongar la supervivencia de los
ratones, comparado con los ratones tratados con control, aun cuando
aun se puedan detectar células T humana en circulacién en la
molécula de enlace CD45RO/RB. La molécula de enlace CD45RB/RO
también puede suprimir el proceso inflamatorio que media el rechazo
de piel del aloinjerto humano. Ademas, se encuentra que la molécula
de enlace CD45RO/RB puede suprimir el proceso que media el
rechazo de piel del aloinjerto humano, en particular, puede suprimir
el proceso Iinflamatorio que media el rechazo de piel del aloinjerto
humano in vivo en ratones SCID trasplantado con piel humana e
injertado con esplenocitos mononucleares. Y ademéds, se encuentra
que la molécula de enlace CD45RB/RO puede conducir a una
supervivencia del aloinjerto de isleta humano prolongada a través de
la prevencion de infiltracidon del injerto y a través de la inhibiciéon de
la reaccién del rechazo al injerto mediado por leucocito in vivo.

Por "molécula de enlace CD45R0O/RB" se quiere dar a entender
cuaiquier molécula capaz de enlazarse especificamente las

isoformas CD45RB y CD45RO del antigeno CD45, ya sea solo o
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asociado con otras moléculas. La reaccién de enlace puede
mostrarse a través de métodos estandares (ensaya cualitativo)
incluyendo por ejemplo, cualquier clase de ensayo de enlace tal
como inmunofluorescencia diracta o indirecta junto con el analisis de
microscopla de fluorescencia o citofluorimétrico (FACS), el ensayo
inmunoabsorbente enlazado a enzima (ELISA) o radicinmunoensayo
en donde se puede visualizar el enlace de la molécula a las células
que expresan una isoforma CD45 particular. Por ejemplo la inhibicién
de la respuesta de linfocito mazclada primaria o sacundaria (MLR) se
puede determinar, tal como un ensayo in vitro o un bioensayo para
determinar la inhibicién del MLR primario o secundario en Ila
presencia y la ausencia de una molécula de enlace CD45RO/RB y la
determlnagién de las diferencias en la inhibicién de MLR primario.
Alternativamente, los efectos moduladores funcionales in vitro
también see pueden determinar midiendo el PBMC o la proliferacién
de células T o células CD4+, la produccién de citocinas, el cambio
en la expresién de las moléculas de superficie de célula, por
ejemplo, después de |la activacidén de célula en MLR, o0 después de la
estimulacién con un antigeno especifico tal como la anatoxina de
tétanos u otros antigenos, o con estimuladores policlonales tales
como fitohemaglutinina (PHA) o anticuerpos anti-CD3 y anti-CD29 o
ésteres de forbo!l y iondforos Ca2+. Los cultivos se establecen en
una forma similar como se describe con respecto a MLR, excepto que
8e utilizan células alogénicas como el antigeno soluble estimulador,

o estimuladores policlonales en lugar de tales como aquellos

74
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mencionados anteriormente. La proliferacién de célula T se mide
preferiblemente como se describid anteriormente a través de la
incorporaciéon de *H-timidina.

La produccién de cltocina se mide preferiblemente a través del
ELISA de emparedado en donde una citocina de captura de
anticuerpo cubre la superficie de una placa de 868 cavidades, se
agregan los sobrenadantes de los cultivos y se incuban durante 1
hora a temperatura ambiente y después se agrega un anticuerpo para
la deteccidn especlfico para la citocina particular, después de un
anticuerpo en segundo paso conjugado con una enzima tal como
peroxidasa de réabano picante seguido por el substrato
correspondiente y la absorbancia se mide en un lector de placas. El
cambio en las moléculas en superficie de la célula preferiblemente
se puede medir a través de inmunofluorescencia directa o indirecta
después de teflir las células objetivo con anticuerpos especificos
para una molécula de superficie de célula particular. El anticuerpo
puede ser ya sea directamente marcado con fluorocromo o se puede
utilizar un anticuerpo del segundo paso fluorescentemente marcado
especifico para el primer anticuerpo, y las células se analizan con un
citofluorimetro.

La molécula de enlace de la invencién tiene una especificidad
de enlace para ambos, CD45RO y CD45RB ("la molécula de enlace
CD45RB/RO").

Preferiblemente Ila molécula de enlace se enlaza de Ilas

isoformas CD45RO con una constante de disociacién (Kd) <20nM,

j,ﬁ
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preferiblemente con un Kd<15 nM o <10 nM, més preferiblemente con
un Kd<5 nM. Preferiblemente molécula de enlace se enlaza las
isoformas CD45RB con un Kd<50 nM, preferiblemente con un Kd<15
nM o <10 nM, méas preferiblemente con un Kd<5 nM.

En una modalidad adicional preferida la molécula de enlace de
la invencién enlaza esas isoformas CD45 que

1) incluye los epitopos A y B pero no e! epltopo C de la
molécula CD45; y/o

2) incluye el epltopo B pero no de A y no el epitopo C de la
molécula CD45; y/o

3) no incluye ninguno de los epltopos A, B o C o la molécula
CD45.

En una modalidad preferida adicional |la molécula de enlace de
la invencién no enlaza isoformas CD45 que incluyen

1) todos los epltopos A, By C de la molécula CD45; y/o

2) ambos epitopos B y C pero no el epltopo A de la molécula
CD45.

En modalidades adicionales preferidas la molécula de enlace
de la invencién ademas

1) reconoce las células T de memoria y aloactivadas in vivo;
ylo

2) se enlaza a su objetivo en células T humanas, tal como por
ejemplo células PEER; en donde dicho enlace preferiblemente es con
un Kd<15 nM, mas preferiblemente con un K<10 nM, de preferencia

con un Kd<5nM; y/o
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3) inhibe la funcidn de la célula T aloreactiva in vitro,
preferiblemente con un ICs;; de menos de 100 nM, preferiblemente
menor de 50 nM o 30 nM, de preferiblemente con un ICs, de
alrededor de 10 o 5 nM, de preferencia con un ICs de
aproximadamente 0.5 nM o adin de 0.1 nM; y/o

4) induce la muerte de la célula a través de apoptosis en
linfocitos humanos; y/o

5) induce la tolerancia de la célula T especifica de aloantigeno
in vitro; ylo

6) previene |a enfermedad de injerto xenogénico contra
huésped letal (GvHD) inducida en ratones SCID a través de inyeccién
de PBMC humano cuando se administra en una cantidad efectiva; y/o

7) se enlaza a los linfocitos T, monocitos, células de tallo,
células aniquiladoras naturales, y/o granulocitos, pero a plaquetas o
linfocitos B; y/o

8) da soporte a la diferenciacién de células T con un fenotipo
de célula reguladora T caracteristica (Treg); y/o

9) induce laes células reguladoras T capaces de.suprimir la
activacion de célula T simple; y/o

10) suprime el proceso inflamatorio que media el rechazo de
plel de aloinjerto humano, en particular, suprime el proceso
inflamatorio que media ol rechazo a plel de aloinjerto humano in vivo
en ratones SCID trasplantado con piel humana e injertada con
esplenocitos mononucleares; y/o

11) prolonga la supervivencia del aloinjerto de isleta humana



10

15

20

25

13

en un modelo de ratones hu-PBL-NOD/SCID.

En una modalidad preferida adicional la molécula de enlace de
la invencién se enlaza al mismo epltopo que e! anticuerpo
monoclonal "AB8" como se describe por Aversa y otros., Cellular
Immunology 158, 314-328 (1994).

Debido a las propiedades de enlace anteriormente descritas y
las actividades blolégicas, dichas moléculas de enlace de Ia
invencién son particularmente utiles en la medicina, por ejemplo
terapia y/o profilaxis. Las enfermedades en donde las moléculas de
enlace de la invencién son particularmente utiles incluyen
enfermedades autoinmunes, rechazo al trasplante, dermatitis,
enfermedad del bazo inflamatoria y/o alergias, como se establecera
mas adelante.

Se ha encontrado que una molécula que comprende un
polipéptido de SEQ ID NO: 1 y un polipéptido de SEQ ID NO: 2 es
una molécula de enlace CD45RO/RB. También se ha encontrado las
regiones hipervariables CDR1', CDR2' y CDR3' en una molécula de
enlace CD45RO/RB de SEC ID NO: 1, CDR1' tiene la secuencia de
aminoéacido Arg-Ala-Ser-Gin-Asn-ile-Gly-Thr-Ser-lle-Gin
(RASQNIGTSIQ) (SEC ID NO: 19), CDR2' tiene la secuencia de
aminoacido Ser-Ser-Ser-Glu- Ser-lle-Ser (SSSESIS) (SEC ID NO: 20)
y CDR3' tiene la secuencia de aminoacido GlIn- Gin-Ser-Asn-Thr-Trp-
Pro-Phe-Thr (QQSNTWPFT) (SEC ID NO: 21).

También se han encontrado las regiones hipervariables CDR1,

CDR2 y CDR3 en una molécula de enlace CD45RO/RB de SEC ID
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NO: 2, CDR1 tiene la secuencia de aminodacido Asn-Tyr-lle-lie-His
(NYIIH) (SEC ID NO: 22), CDR2 tiene la secuencia de aminodacido
Tyr-Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-
Gly (YFNPYNHGTKYNEKFKG) (SEC ID NO: 23) y CDR3 tiene la
secuencia de aminodcido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-Trp-Phe-Asp-Thr
(SGPYAWFDT) (SEC ID NO: 24).

Las CDRs son 3 regiones de determinaciéon complementarias
especificas que también son llamadas regiones hipervariables, que
esencialmente determinan las caracteristicas del enlace del
antigeno. Estas CDRs son parte del a regién variable, por ejemplo,
de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, respectivamente, en donde estas
CDRs alternan con regiones de estructura (FR's), por ejemplo las
regiones constantes. Una A SEQ ID NO: 1 es parte de una cadena
ligera, por ejemplo de SEQ ID NO: 3, y una SEC ID NO: 2 es parte de
una cadena pesada, por ejemplo de SEQ ID NO: 4, en un anticuerpo
quimérico de acuerdo con la presente invencién. Las CDRs de una
cadena pesada junto con las CDRs de una cadena ligera asociada
esancialmente constituyen el sitio de enlace del antigeno de una
molécula de la presente invencion. Se sabe que la contribucién
hecha por una regién de cadena variable a los energéticos de enlace
es8 muy poca comparada con aquella hecha por la regién variable de
cadena pesada asociada y aquella de l|las regiones variables de
cadena pesada aisladas tienen una actividad de enlace a antigeno
propia. Dichase moléculas son comunmente referidas como

anticuerpos de dominio individual.
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En un aspecto la presente invencién provee una molécula de
enlace que comprende por lo menos un sitio de enlace de antigeno,
por ejemplo una molécula de enlace CD45R0O/RB, que comprende en
secuencia las regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, dicha
CDR1 tiene la secusncia de aminodcido Asn-Tyr-lle-lle-His (NYIIH)
(SEC ID NO: 22), dicha CDR2 tiene la secuencia de aminodécido Tyr-
Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly
(YFNPYNHGTKYNEKFKG) (SEC ID NO: 23) y dicha CDR3 tiene la
secuencia de aminoacido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-Trp-Phe-Asp-Thr
(SGPYAWFDT) (SEC ID NO: 24); por ejemplo y equivalentes directos
de las mismas.

En otro aspecto !a presente invencién provee una molécula que
comprende por lo menos un sitio de enlace de antigeno, por ejemplo
a molécula de enlace CD45R0O/RB, que comprende

a) un primer domino que comprende en secuencia con las
regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDR1 tiene la
secuencia de aminodécido Asn-Tyr-lle-lle-His (NYIIH) (SEC ID NO:
22), dicha CDR2 tiene la secuencia de aminodcido Tyr-Phe-Asn-Pro-
Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly
(YFNPYNHGTKYNEKFKG) (SEC ID NO: 23) y dicha CDR3 tiene la
secuencia de aminodcido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-Trp-Phe-Asp-Thr
(SGPYAWFDT) (SEC ID NO: 24); y

b) un segundo dominio que comprende en secuencia las
regiones hipervariables CDR1', CDR2' y CDR3', CDR1' tiene la

secuencia de aminodcido Arg-Ala-Ser-GIn-Asn-lle-Gly-Thr-Ser-lle-
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Gin (RASQNIGTSIQ) (SEC ID NO: 19), CDR2' tiene |la secuencia de
aminoacido Ser-Ser- Ser-Glu-Ser-ile-Ser (SSSESIS) (SEC ID NO: 20)
y CDR3' tiene la secuencia de aminodcido GIn-GIn-Ser-Asn-Thr-Trp-
Pro-Phe-Thr (QQSNTWPFT) (SEC ID NO: 21), por ejemplo vy
equivalentes directos de las mismas.

En una modalidad preferida el primer dominio comprende en
secuencia las regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3 es una
cadena pesada de inmunoglobulina, y el segundo dominio comprende
en secuencia las regiones hipervariables CDR1', CDR2'y CDR3' en
una cadena ligera de inmunoglobulina.

En un aspecto adicional |la presente invencién provee una
molécula por ejemplo a molécula de enlace CD45RO/RB, que
comprende un polipéptido de SEQ ID NO: 1 y/o un polipéptido de
SEQ ID NO: 2, preferiblemente que comprende en dominio un
polipéptido de SEQ ID NO: 1 y en otro dominio un polipéptido de SEQ
ID NO: 2, por ejemplo un anticuerpo monoclonal quiméricos y en otro
aspecto, una molécula, por ejemplo una molécula de enlace
CD45RO/RB, que comprende a polipéptido de SEQ ID NO: 3 y/o un
polipéptido de SEQ 1D NO: 4, preferiblemente que comprende en un
dominio un polipéptido de SEQ ID NO: 3 y en otro dominio un
polipéptido de SEQ ID NO: 4, por ejemplo un anticuerpo monoclonal
quimérico.

Cuando el sitio de enlace de antigeno comprende ambos, el
primero y el segundo dominios o un polipéptido de SEQ ID NO: 1 o
SEC ID NO: 3, respectivamente, y un polipéptido de SEQ ID NO: 2 o
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de SEC ID NO: 4, respectivamente, éstos se pueden localizar en el
mismo polipéptido, o, preferiblemente cada domi.nio puede estar en
una cadena diferente, por ejemplo el primer dominio siendo parte de
una cadena pesada, por ejemplo la cadena pesada de
inmunoglobulina, o un fragmento de la misma y el segundo dominio
siendo parte de una cadena ligera, por ejemplo una cadena ligera de
inmunoglobulina o fragmento de la misma.

Se ha encontrado que una molécula de enlace CD45RO/RB de
acuerdo con la presente invencién es una molécula de enlace
CD45RO/RB en un mamlifero, por ejemplo ambiente del cuerpo del
ser humano. Una molécula de enlace CD45R0O/RB de acuerdo con la
presente invencién puede de esta forma designarse como un
anticuerpo monocional (mAb), en donde la actividad de enlace se
determina principalmente a través de las regiones CDR como se
describié anteriormente, por ejemplo dichas regionés CDR estando
asociadas con otras moléculas sin una especificidad de enlace, tal
como una estructura, por ejemplo regiones constantes, que son
substancialmente de origen humano.

En otro aspecto l|a presente invencién proporciona una
molécula enlace CD45RO/RB que no es el anticuerpo monoclonal
"AG" como se describe por Aversa y otros., Cellular Immunology 158,
314-328 (1994), el cual se incorporan aqul por referencia para los
pasajes que caracterizan AB.

En otro aspecto la presente invencidn provee una molécula de

enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencidon que es un
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anticuerpo monocional quimérico, humanizado o completamente
humano.

Ejemplos de una molécula de enlace CD45RO/RB incluyen
anticuerpos quiméricos o humanizados por ejemplo derivados de
anticuerpos segiln producidos por células B o hibridomas o cualquier
fragmento de los mismos, por ejempio fragmentos F(ab')2 y Fab, asi
como anticuerpos de cadena individual o de dominio individual. Un
anticuerpo de cadena individual conseiste de regiones variables de
cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo covalentemente enlazadas
a través de un enlazador de péptido, usuaimente que consiste de 10
30 aminoéacidos, preferiblemente de 15 a 25 aminoacidos. Por
consiguiente, dicha estructura no incluye la parte constante de las
cadenas pesada y ligera, y se cree que el espaciado de péptido
pequefio deberla ser menos antigénico que una parte constante
completa. Por anticuerpo quimérico se quiere dar a entender un
anticuerpo en donde las regiones constantes de las cadenas pesada
y ligera o ambas son de origen humano mientras que los dominios
variables de las cadenas pesada y ligera no son de origen humano
(por ejemplo, murino). Por anticuerpo humanizado se quiere dar a
entender un anticuerpo en el cual las regiones hipervariables (CDRs)
no son de origen humano (por ejemplo murino) mientras todas o
substancialmente todas las otras partes, por ejemplo las regiones
constantes y las partes altamente conservadas de las regiones
variables son de origen humano. Un anticuerpo humanizado puede

sin embargo, retener unos cuantos aminoédcidos de la secuencia de
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murino en las partes de las regiones variables adyacentes a l|as
regiones hipervariables.

La regiones hipervariables, es decir, CDR's de acuerdo con la
presente invencién pueden estar asociadas con cualquier clase de
regiones de estructura, por ejemplo partes constantes de las
cadenas ligera y pesada, de origen humano. Las regiones de
estructura adecuadas son por ejemplo descritas en "Sequences of
proteins of Iimmunological interest”, Kabat, E. A. y otros,
departamento de salud y servicios humanos de Estados Unidos.
Preferiblemente la parte constante de una cadena pesada humana
puede ser del tipo IgG1, incluyendo subtipos, preferibleménta la
parte constante de la cadena ligera humana puede ser del tipo x 0 A,
mds preferiblemente del tipo x. Preferiblemente, dicha cadena
pesada comprende no més de un sitio de glicosilaciébn, mads
preferiblemente el sitio de glicosilaciébn e8 un sitio de N-
glicosilacién, y mas preferiblemente el sitio de glicosilacién se
localiza en I|a parte constante de I|a cadena pesada. Mais
preferiblemente ninglin sitio de glicosilacién estd presente en la
region variable, preferiblemente ningln sitio de glicosilacién en la
region de la estructura.

Una parte constante preferida de una cadena pesada es un
polipéptido de SEQ ID NO: 4 (sin las partes de la secuencia de
CDR1', CDR2'y CDR3' que se especificaron anteriormente) y una
parte constante preferida de una cadena ligera es un polipéptido de

SEQ ID NO: 3 (sin las partes de la secuencia de CDR1, CDR2 y

A
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CDR3 que se especificaron anteriormente).

También se ha encontrado un anticuerpo humanizado que
comprende una regién variable de cadena ligera del aminodcido
SEC ID NO: 7 o de! aminodcido SEC ID NO: 8, que comprende
CDR1', CDR2'y CDR3' de acuerdo con la presente invencién y/o una
region variable de cadena pesada de SEC ID NO: 9 o de SEC: ID NO:
10, que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente
invencién. Se proporciona otro anticuerpo humanizado adicional que
comprende a una regién variable de cadena ligera del aminodcido
SEC ID NO: 7 o del aminodcido SEC ID NO: 8, que comprende
CDR1', CDR2'y CDRJ' de acuerdo con la presente invencidn y/o una
regidn variable de cadena pesada de SEC ID NO: 31 o de SEC: ID
NO: 32, que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la
presente invencidn.

En otro aspecto la presente invencion provee un anticuerpo
humanizado comprende a polipéptido de SEC ID NO: 8 o de SEC ID
NO: 10 y a polipéptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8. Aln un
aspecto adicional de la presente invencién provee a molécula de
enlace que es un anticuerpo humanizado que comprende un
polipéptido de SEC ID NO: 31 o de SEC ID NO: 32 y a polipéptido de
SEC ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8.

En otro aspecto la presente invencién provee un anticuerpo
humanizado que comprende

- un polipéptido de SEC ID NO: 8 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 7 (tal como VHE/humV2),



10

15

20

25

21

- un polipéptido de SEC ID NO: 8 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 8 (tal como VHE/humV1),

- un polipéptido de SEC ID NO: 10 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 7 (tal como VHQ/humV2),

- un polipéptido de SEC ID NO: 10 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 8 (tal como VHQ/humV1),

- un polipéptido de SEC ID NO: 31 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 7 (tal como VHEN73D/humV2),

- un polipéptido de SEC ID NO: 31 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 8 (tal como VHEN73D/humV1),

- un polipéptido de SEC ID NO: 32 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 7 (tal como VHQN73D/humV2), o

- un polipéptido de SEC ID NO: 32 y a un polipéptido de SEC
ID NO: 8 (tal como VHQN73D/humV1).

Un polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por
ejemplo de una secuencia especificada, por ejemplo de CDR1 (SEC
ID NO: 22), CDR2 (SEC ID NO: 23), CDR3 (SEC ID NO: 24), CDR1'
(SEC ID NO: 18), CDR2' (SEC ID NO: 20), CDR3' (SEC ID NO: 21), o
of a SEQID NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC
ID NO: 7, SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO:
31 o SEC ID NO: 32 incluye equivalentes directos de dicho (poli)
péptido (secuencia); por ejemplo incluyendo un derivado funcional de
dicho polipéptido. Dicho derivado funcional puede incluir
modificaciones covalentes de una secuencia especificada, y/o dichas

modificaciones covalentes de una secuencia especificada, y/o

<%
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derivado funcional pueden incluir variantes de la secuencia de
aminodcido de una secuancia especificada.

"Polipéptido”, sino se especifica otra cosa aqul, incluye
cualquier péptido o proteina que comprende aminodcidos enlazados
uno con el otro a través de enlaces de péptido, que tienen una
secuencia de aminodcido iniciando en la extremidad N-terminal y
finalizando en la extremidad C-terminal. Preferiblemente el
polipéptido de la presente invencion es un anticuerpo monocional,
més preferidos es un anticuerpo monocional quimérico {(V-injertado)
o humanizado (CDR-injertado). El anticuerpo monoclonal humanizado
(CDR-injertado) puede incluir o no Incluir mutaciones adicionales
introducidas dentro de l|las secuencias de |la estructura (FR) del
anticuerpo del aceptor. Preferiblemente el anticuerpo humanizado o
quimérico comprende no mas de un sitio de glicosilacién. Mas
preferiblemente dicho un sitio de glicosilaciobn es un sitio de N-
glicosilacion. Mas preferiblemente dicho sitio de glicosilacién es un
sitio de N-glicosilacién. Méas preferiblemente ningan sitio de
glicosilacion estd presente en la regidn variable, y adn més
preferiblemente ningln sito glicosilacién estd presente en la region
variable de la cadena pesada, mas preferiblemente ningun sitio de
glicosilacidon estd presente en las regiones de estructura {(FR's).

Un derivado funcional de un polipéptido como se utiliza aqul,
incluye una molécula que tiene una actividad bioldgica cualitativa en
comin con un polipéptido de la presente invencién, es decir, tiene Ia

habllidad de enlazarse a CD45RO y CD45RB. Un derivado funcional



10

15

20

25

23

incluye fragmentos y andlogos de péptido de un polipéptido de
acuerdo con la presente invencién. Los fragmentos comprenden
regiones dentro de la secuencia de un polipéptido de acuerdo con la
presente invencién, por ejemplo de una secuencia especificada. El
término "derivado” se utiliza para definir variantes de la secuencia
de aminoacido, y modificaciones covalentes de un polipéptido de
acuerdo con la presente invencién. Por ejemplo de una secuencia
especificada. Los derivados funcionales de un polipéptido de acuerdo
con la presente invencién, por ejemplo de una secuencia
especificada, preferiblemente tienen por lo menos alrededor de 65%,
mds preferiblemente al menos alrededor de 75%, adn mas
preferiblemente por lo menos alrededor de 85%, de preferencia por
lo menos alrededor de 95% de homologla de la secuencia global con
la secuencia de aminoacido de polipéptido de acuerdo con la
presente invencién, por ejemplo de una secuencia especificada, y
substancialmente retienen la habilidad de enlazarse a CD45RO y
CD45RB. Preferiblemente, el derivado funcional tiene por lo menos la
afinidad de enlace de una molécula de enlace que comprende un
polipéptido de SEC ID NO : 1 y/o un polipéptido de SEC ID NO: 2,
de un anticuerpo humanizado que comprende un polipéptido de SEC
ID NO: 9 0 de SEC ID NO : 10 y/o un polipéptido de SEQ ID NO: 7 o
de SEC ID NO: B; o de un anticuerpo humanizado que comprende un
polipéptido de SEC ID NO: 31 o de SEC ID NO: 32 y/o un polipéptido
de SE ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8.

El término "modificacién covalente” incluye modificaciones de

BN
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un polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo de
una secuencia especificada; o un fragmento de |la misma con un
agente de derivatizacién proteinico orgdnico o no protelnico,
fusiones a secuencias de polipéptido heterélogas, y modificaciones
post-translacionales. Los polipéptidos modificados de forma
covalente, por ejemplo de una secuencia especificada, alin tienen la
habilidad de enlazarse a CD45RO y CD45RB a través de
entrelazamiento. Las modificaciones covalentes se introducen
tradicionalmente a través de la reaccién de los residuos de
aminoédcido activados con un agente de derivatizacién organico que
es capaz de reaccionar son los lados seleccionados o residuos
terminales, o a través de mecanismos de aprovechamiento de las
modificaciones post-translacionales que funcionan en las células
huésped recombinantes. Ciertas modificaciones post-transiacionales
son el resultado de la accién de las células huésped recombinantes
sobre el polipéptido expresado. Los residuos de asparaginilo y
glutaminilo son frecuentemente desaminados post-translacionalmente
a los residuos de glutamilo y aspartilo correspondientes.
Alternativamente, estos residuos de desaminan bajo condiciones
ligeramente aclidicas. Otras modificaciones post-transiacionales
incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacién de grupos
hidroxilo de residuos de serilo, tirosina o treonilo, la mutilacién de
los grupos a-amino de cadenas l|aterales de lisina, arginina e
histidina, ver por ejemplo, T. E. Creighton, Proteins: Structure y

Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86



10

15

20

25

25

(1983). Las modificaciones covalentes por ejemplo incluyen
proteinas de fusién que comprenden un polipéptido de acuerdo con la
presente invencidn, por ejemplo de una secuencia especificada y sus
variantes de la secuencia de amino-acido. tal como inmunoadhesinas,
fusiones N-terminal a secuencias de sefial heterdlogas.

‘Homologia® c¢on respecto a un polipéptido nativo y sus
derivado funcionales se define aqul como el porcentaje de los
residuos de aminodcido en la secuencia candidato que son idénticos
@ los residuos de un polipaptido nativo correspondiente, después de
alinear las secuencias e introducir huecos, si 8s nacesarlo, para
lograr el maximo porcentaje de homologla, y no considerando
ninguna substitucién conservadora como parte de la identidad de la
secuencia. Tampoco las extensiones N- o C- terminal deberdn
construirse como reduciendo la identidad u homologfa. Los métodos
y programas de computadora para la alineacién son bien conocidos.

"Aminoacido(s)", se refiere a todos los L-a-aminodcidos de
existencia natural, por ejemplo e incluyendo D-aminoécidos. Los
aminodcidos se identifican a través de ya sea designaciones de una
sola letra o de tres letras bien conocidas.

El término “variante de secuencia de aminoacido® se refiere a
moléculas con algunas diferencias en sus secuencias de aminodcido
segin comparadas con un polipéptido de acuerdo con la presente
invencién, por ejemplo de una secuencia especificada. Las variantes
de la secuencia de aminodcido de un polipéptido de acuerdo con la

presente invencién, por ejemplo de una secuencia especificada, aun
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tienen la habilidad de enlazarse a CD45R0O y CD45RB. Las variantes
de substitucidn son aquellas que tienen por io menos un residuo de
aminodcido removidos y un aminoacido diferente insertado en su
lugar en la misma posicién en un polipéptido de acuerdo con la
presente invencién, por ejemplo de una secuencia especificada.
Estas substituciones pueden ser individuales, cuando solamente un
aminodcido en la molécula ha sido substituido, o pueden ser
multiples, cuando dos o més amino&cido han sido substituidos en la
misma molécula. Las variantes de insercién son aquellas con uno o
méas aminodcidos insertados inmediatamente adyacentes a un
aminoédcido en una posicidn particular en un pollpéptido de acuerdo
con la presente invencién, por ejemplo de una secuencia
especificada. Inmediatamente adyacente a un aminoacido significa
conectado a ya sea el grupo funcional a-carboxi o a-amino del
aminodcido. Inmediatamente adyacente a un aminodcido quiere decir
conectado a ya sea el grupo funciona! a-carboxi o c-amino del
aminodacido. Las variantes de eliminacién son aquellas con uno o mas
aminoacidos en un polipéptido de acuerdo con la presente invencién,
por ejemplo de wuna secuencia especificada, removidos.
Generalmente, las variantes de eliminacién tendrdn uno o dos
aminoacidos eliminados en una regidn particular de la molécula.

También se encontré que las secuencias de polinucleétido de

- GGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTG (SEC ID NO:
25), que codifica la secuencia de aminoacido de CDR1;

- TTCTTCTGAGTCTATCTCTGG (SEC ID NO: 26), que codifica
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la secuencia de aminoacido de CDR 2;

- ACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTT (SEC ID NO: 27), que
codifica la secuencia de aminoacido de CDR 3;

- TTATATTATCCACTG (SEC ID NO: 28), que codifica la
secuencia de aminoacido de CDR1’',

- TTTTATTCCTTACAATCATGGTACTAAGTACAATGAGAAGTT
CAAAGGCAG (SEQ ID NO: 29), que codifica la secuencia de
aminodcido de CDR2';

AGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTG (SEC ID NO: 30), que
codifica la secuencia de aminodcido de CDR3’;

- SEC ID NO: 5§ que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 1,
o8 decir la regiédn variable de una cadena ligera de un mAb de
acuerdo con la presente invencion;

- SEC ID NO: 8 que codifica un polipéptido de SEC ID NO: 2,
es decir la regién variable de una cadena pesada de un mAb de
acuerdo con la presente invencion,;

- SEQ ID NO: 11 que codifica un polipéptido de SEC ID NO: 9,
es decir, una regién variable de cadena pesada que incluye CDR1,
CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente invencién;

- SEC ID NO: 12 que codifica un polipéptido de SEC ID NO:
10, es decir una regién variable de cadena pesada que incluye
CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente invencion;

- SEC ID NO: 13 que codifica un polipéptido de SEC ID NO: 7,
es decir, una regién variable de cadena ligera que incluye CDR1’,

CDR2' y CDR3' de acuerdo con la presente invencién:
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- SEC ID NO: 14 que codifica un polipéptido de SEC ID NO: 8,
es decir a una regién variable de cadena ligera que incluye CDR1’,
CDR2' y CDR3' de acuerdo con la presente invencion;

- SEC ID NO: 33 que codifica un polipéptido de SEC ID NO: 8,
es decir a una regién variable de cadena ligera que incluye CDR1’',
CDR2' y CDR3' de acuerdo con la presente invencién;

- SEC ID NO: 34 que codifica un polipéptido de SEC ID NO:
31, es decir una regién variable de cadena pesada que incluye
CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente invencion; y

- SEC ID NO: 35 que codifica un polipéptido de SEC ID NO:
32, es decir una regién variable de cadena pesada que incluye
CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente invencion.

En otro aspecto la presente invencidén provee polinucleétidos
aislados que comprenden polinucleétidos que codifican la molécula
de enlace CD45RO/RB, por ejemplo que codifica la secuencia de
aminodcido de CDR1, CDR2 y CDR3 de acuerdo con la presente
invenciéon y/o, preferiblemente y, polinucledtidos que codifican la
secuencia de aminodcido de CDR1', CDR2' y CDR3' de acuerdo con
la presente Iinvencién; y

Los polinuciedétidos que comprenden un polinucleétido de SEC
ID NO: 5 y/o, preferlblemente y, un polinucleétido de SEC ID NO: 6;
y

polinucledtidos que comprenden polinucleétidos que codifica un
polipéptido de SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8 y/o, preferiblemente y,
un polipéptido de SEC ID NO: 8 o SEC ID NO: 10; por ejemplo que
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codifica

- un polipéptido de SEC ID NO: 7 y un polipéptido de SEC ID
NO: 9,

- un polipéptido de SEC ID NO: 7 y un polipéptido de SEC ID
NO: 10,

- un polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC ID
NO: 9, 0

- un polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC ID
NO: 10; y

polinucleétidos que comprenden un polinucleétido de SEC ID
NO: 11 o de SEC ID NO: 12 y/o, preferiblemente y, a polinucleétido
de SEC ID NO: 13 o un polinucledtido de SEC ID NO: 14,
preferiblemente que comprende

- un polinucledtido de SEC ID NO: 11 y un polinucledtido de
SEC ID NO: 13,

- un polinucleédtido de SEC ID NO: 11 y un polinucledtido de
SEC ID NO: 14,

- un polinucleétido de SEC ID NO: 12 y un polinucledtido de
SEC ID NO: 13, 0

- un polinucleétido de SEC ID NO: 12 y un polinucleétido de
SEC ID NO: 14; y

polinucleétidos que comprenden polinucledtidos que codifican
un polipéptido de SEC ID NO: 31 o de SEC ID NO: 32 y/o,
preferiblemente y, a un polipéptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID

NO: 8; por ejemplo que codifica
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un polipéptido de
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un polipéptido de
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un polipéptido de

un polipéptido de

un polipéptido de

un polipéptido de

SEC

SEC

SEC

SEC

polinucleétidos que comprenden un polinucledtido de SEC ID

NO: 34 o0 de SEC ID NO: 35 y/o, preferiblemente y, un polinucleétido

de SEC ID NO: 33; SEC ID NO: 14 o 13.

- un polipéptido de SEC ID NO: 34 y

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:

ID NO:

33,

un polipéptido de
14,

un polipéptido de
13,

un polipéptido de
33,

un polipéptido de
14, o

un polipéptido de
13.

SEC ID NO:

SEC ID NO:

SEC ID NO:

SEC ID NO:

34 y

34 y

35 y

35y

un polipéptido de

un polipéptido de

un polipéptido de

un polipéptido de

un polipéptido de

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC ID NO: 35 y a un polipéptido de SEC

"Polinucledétido”, sino se especifica lo contrario aqul, incluye

cualquier poliribonucleétido o polidesoxiribunucleétido, que pueden

/b
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ser ARN o AND no modificado, o0 ARN o ADN modificado, que incluye
sin limitacién ARN de estructura de cadena individual y doble, y ARN
que es una mezcla de regiones de estructura de cadena individual y
doble.

Un polinucleétido de acuerdo con la presente invencién, por
ejemplo a polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacido
CDR1, CDR2, CDR3, CDR1', CDR2', CDR3', o de SEC ID NO: 1, SEC
ID NO: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8,
SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 31 o SEC ID NO: 32
respectivamente, tal como un polinucleétido de SEC ID NO: 5, SEC
ID NO: 6, SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 13, SEC ID
NO: 14, SEC ID NO: 33, SEC ID NO: 34 o SEC ID NO: 35
respectivamente, incluye las variaciones alélicas del mismo y/o sus
complementos respectivos; por ejemplo incluye un polinucleétido que
hibridiza la secuencia de nucleétido de SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 8,
SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 14, SEC
ID NO: 33, SEC ID NO: 34 o SEC ID NO: 35, respectivamente; por
ejemplo que codifica el polipéptido que tiene por lo menos 80% de
identidad con SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID
NO: 4, SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10,
SEC ID NO: 31 o SEC ID NO: 32, respectivamente, por ejemplo que
incluye un derivado funcional de dicho polipéptido, por ejemplo dicho
derivado funcional que tiene por lo menos 85% de- homologla con
SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC ID
NO: 7, SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 31

N ak\
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o SEC ID NO: 32, respectivamente, por ejemplo dicho derivado
funcional que incluye modificaciones covalentes de SEC ID NO: 1,
SEC ID NO : 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC ID NO: 7, SEC ID
NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO : 10, SEC ID NO: 31 o SEC ID NO:
32, respectivamente, por ejemplo dicho derivado funcional que
incluye variantes de la secuencia de aminoacido de SEC ID NO: 1,
SEC ID NO : 2, SECID NO: 3, SEC ID NO : 4, SEC ID NO: 7, SEC ID
NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 31 o SEC ID NO:
32, respectivamente; por ejemplo una SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 6,
SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 12, SEQID NO : 13, SEC ID NO: 14, SEC
ID NO: 33, SEC ID NO: 34 o0 SEC ID NO: 35, respectivamente incluye
una secuencia, como un resultado de la redundancia (degeneracion)
del cédigo genético, también codifica a un polipéptido de SEC ID
NO: 1, SEC ID NO : 2, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC ID NO: 7,
SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 31 o SEC
ID NO: 32, respectivamente, o codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacido que tiene por lo menos 80% de identidad
con la secuencia de aminoacido de SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2,
SEC ID NO: 3, SECIDNO : 4, SECID NO: 7, SEC ID NO : 8, SEC ID
NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 31 o SEQID NO: 32,
respectivamente. Preferiblemente, las variantes alélicas o derivados
funcionales tiene por lo menos la afinidad de enlace a una molécula
de enlace que comprende un polipéptido de SEC ID NO: 1 y/o un
polipéptido de SEC ID NO: 2, de un anticuerpo humanizado que
comprende un polipéptido de SEC ID NO: 9 o de SEC ID NO: 10 y/o
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un polipéptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8; o de un
anticuerpo humanizado que comprende un polipédptido de SEC 1D
NO: 31 o de SEC ID NO: 32 y/o un polipéptido de SEC ID NO: 7 o de
SEC ID NO: 8.

Una molécula de enlace CD45RO/RB, por ejemplo que es un
anticuerpo quimérico o humanizado, se puede producir a través de
técnicas de ADN recombinante. De esta forma, una o mas moléculas
de ADN que codifican la CD45RO/RB se pueden construir, colocar
bajo secuencias de control apropiadas y transferir a un huésped
adecuado (organismo) para la expresién de un vector apropiado.

En otro aspecto la presente invencién provee un polinucleétido
que codifica una cadena ligera, pesada y/o ligera de una molécula de
enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencidn; y el uso
de un polinucledétido de acuerdo con |la presente invencién para la
produccidén de una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con
la presente invencion a través de medios recombinantes.

Una molaécula de enlace CD45RO/RB se puede obtener de
acuerdo, por ejemplo analégicamente, un meétodo convencional
junto con la informacién provista aqul, por ejemplo el conocimiento
de la secuencia de aminodcido de las regiones hipervariable o
variable y las secuencias de polinucledtido que codifican estas
regiones. Un método para construir un gen del dominio variable por
ejemplo se describe en EP 239 400 y puede ser brevemente resumido
como sigue: Un gen que codifica una regién variable de un mAb de

cualquier especificidad se puede clonar. Los segmentos de ADN que
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codifican |la estructura y las regiones hipervariables se determinan y
los segmentos de ADN que codifican las regiones hipervariables se
remueven. Los casetes CDR sintéticos de estructura de cadena
doble se preparan a través de sintesis de ADN de acuerdo con el
CDR y las secuencias de CDR como se especifica aqul. Estos
casetes son provistos con extremos pegajosos para que puedan
ligarse en las intersecciones de una estructura deseada de origen
humano. Los polinucleétidos que codifican los anticuerpos de cadena
individual también se pueden preparar de acuerdo con, por ejemplo
analégicamente, con un método convencional. Un polinucleétido de
acuerdo con la presente invencién de esta forma preparado puede
ser convenientemente transferido dentro de un vector de expresion
adecuado.

Las Ilineas de célula apropiadas se pueden encontrar por
consiguiente, por ejemplo, analdégicamente con un método
convencional. Los vectores de expresién, por ejemplo que
cdmpranden el promotor(es) adecuado y genes que codifican partes
constantes de cadena pesada y ligera son conocidos por ejemplo y
estdn comercialmente disponibles. Los huéspedes apropiados son
conocidos o se pueden encontrar por consiguiente, por ejemplo
analégicamente, con un método convenclonal e incluyen el cultivo de
célula o animales transgénicos.

En otro aspecto la presente invencién provee un vector de
expresion que comprende un polinucleédtido que codifica la molécula

de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién, por
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ejemplo de la secuencia SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 18, SEC ID NO:
17, SEC ID NO: 18, SEC ID NO: 38, SEC ID NO: 37, SEC ID NO: 38,
SEC ID NO: 39, SEC ID NO: 40 o SEC ID NO: 41,

En otro aspecto |la presente invencién provee

- Un sistema de expresldn que comprende un polinucleétido de
acuerdo con la presente invencién en donde dicho sistema de
expresién es capaz de producir una molécula de enlace CD45RO/RB
de acuerdo con la presente invencién, en donde dicho sistema de
expresién o parte del mismo estd presente en una célula huésped
compatible; y

- Una célula huésped aislada que comprende un sistema de
expresién como se definid anteriormente.

Ademés se ha encontrado que una molécula de enlace
CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién inhibe las
respuestas autoinmunes primarias en una forma dependiente de
dosis como se determindé a través de MLR in vitro. Los resultados
indican que las células que han sido aloactivadas en la presencia de
una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencién estan debilitadas en sus respuestas al aloantigeno. Esto
confirma la indicacién de que una molécula de enlace CD45RO/RB
de acuerdo con la presente invencién puede actuar directamente
sobre las células T aloreactivas del productor y modula su funcién.
Ademas, las propiedades funcionales de las células T del MRL
primario ademas se estudiaron en experimentos de re-estimulacién

en MLR secundario, utilizando células de estimulador especificas o
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estimuladores de terceros para evaluar la especificidad de los
efectos funcionales observados. Se encontré6 que las células
derivadas de MLRs primarios en donde una molécula enlace
CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién estd presents,
fueron debilitadas en su habilidad para responder a la subsiguiente
estimulacién 6ptima con células de estimulador especificas, aunque
no se agregd ningin anticuerpo a los cultivos secundarios. La
especificldad de la inhibicidn se demostré a través de |la habilidad de
las células tratadas con una molécula de enlace CD45RO/RB de
acuerdo con la presente invencién para responder normalmente a las
células del estimulador de donadores terceros no relacionados. Los
experimentos de re-estimulacién utilizando células T derivadas de
cultivos MLR primarios de esta forma indican que las células que han
aloactivado una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la
presente invencidn son hiporesponsivas, es decir tolerantes, al
aloantigeno original. Ademas las actividades biolégicas se describen
en los ejemplos 7, y 9 a 13.

Ademés se encontré que la proliferacidn de células en células
pretratadas con una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con
la presente invencidén podria rescatarse a través de IL-2 exégeno.
Esto indica que el tratamiento de células T aloreactivas con una
molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con |a presente
invencién induce un estado de tolerancia. Ciartamente, Ilas
respuestas proliferativas reducidas observadas en las células

tratadas con una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la
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presente invencidn, fue debido al debilitamiento de la funcién de la
célula T, y estas células fueron capaces de responder a |[L-2
exdgeno, indicando que estas células estdn en un estado anérgico,
verdaderamente irresponsivo. La especificidad de esta respuesta se
mostré a través de la habilidad de las células tratadas con una
molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con |a presente
invencién para proliferar normalmente las células de donador no
relacionadas con el nivel de células tratadas con control.

Ademés los experimentos indican que el enlace de una
molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con Ila presente
invencién a CD45RO y CD45RB puede inhibir las respuestas de
memoria de células mononucleares sangulneas periféricas (PBMC)
de donadores inmunizados para el antigeno de recuperacidn
especifico. El enlace de una molécula de enlace CD45RO/RB de
acuerdo con la presente invencién- a CD45RO y CD45RB de esta
forma también es efectivo en la inhibicién de respuestas de memoria
para Ag soluble. La habilidad de una molécula de enlace CD45RO/RB
de acuerdo con la presente invencidn para inhibir las re‘spuastas de
recuperacién a tétanos en PBMC de donadores humanizados indica
que una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencién es capaz de activar y modular la activacidn de células T de
memoria. Por ejemplo, estos datos indican que una molécula de
enlace CD45RO/RB de acuerdo con |a presente invencién ademas de
reconocer las células T aloreactivas y activadas es capaz de modular

su funcién, dando como resultado una induccién de la falta de



10

15

20

25

38

energia de la célula T. Esta propiedad puede ser importante en el
tratamiento de respuesta inmunes en curso a autoantigencs Yy
alergenos y posiblemente a aloantigenos como se ve en las
enfermedades autoinmunes, alergia y rechazo crénica, vy
enfermedades tales como psoriasis, enfermedad del bazo
inflamatoria, en donde l|as respuestas juegan un papel en el
mantenimiento del estado de la enfermedad. Se cree que es una
caracteristica importante en donde las respuestas de memoria que
los autoantigenos jusguen un paps! principal para al mantenimiento
de ia enfermedad.

También se ha encontrado que una molécula de enlace
CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién puede modular
las respuestas proliferativas de la célula T en una respuesta de
linfocito mezclada (MLR) in vivo, es decir, se encontré que una
molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencién tiene las propiedades inhibidoras correspondientes en
pruebas in vivo, tal como por ejemplo, la prevencién de Ila
enfermedad de injerto xenogénico letal contra huésped (GvHD) o
supresion del proceso inflamatorio que media el rechazo de piel del
aloinjerto humano en modelos de ratones SCID, o prolonga la
supervivencia de otros aloinjertos de isleta humanos en un modelo
de ratones hu-PBL-NOD/SCID.

Una molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la
presente invencién de esta forma puede tener propiedades

inmunosupresoras y tolerogénicas y puede ser atil para una

&R
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induccién de tolerancia in vive y ex vivo para aloantigenos,
autoantigenos, alegenos y antigenos de la flora intestinal, por
ejemplo a molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con Ia
presente invencién puede ser Util en el tratamiento y profilaxis de
enfermedades, por ejemplo que incluyen enfermedades autoinmunes,
tales como, pero no limitdndose a, artritis reumatoide, artritis
psoriética, tiroiditis autoinmune, enfermedad de Graves, diabetes de
tipo | y de tipo Il, esclerosis miltiple, enfermedad de Crohn (CD),
colitis ulcerativa (UC), lupus eritematoso sistémico, sindrome de
Sjogren, escleroderma, gastritis autoinmune, glomerulonefritis,
rechazo al transplante, tal como, pero no limitandose a rechazo de
aloinjerto y xenoinjerto de organo y tejido, por ejemplo para el
tratamiento de receptores de por ejemplo corazén, pulmén, corazén-
pulmén combinados, higado, rifién, trasplantes pancreéaticos, de piel
o corneo, enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), tal como
después del trasplante de médula espinal, y/o rechazo al trasplante
de célula de isleta pancreatica, y/o también psoriasis, dermatitis tal
como dermatitis atdpica y de contacto que inéluye dermatitis de
contacto alérgica, enfermedad de los intestinos inflamatoria y/o
alergias, que incluyen el asma alérgica.

En otro aspecto la presente invencién provee el uso de una
molécula de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencién como un farmacéutico, por ejemplo en el tratamiento de
profilaxis de enfermedades autoinmunes, rechazo al trasplante, por

ejemplo rechazo al trasplante de células de isleta pancredticas, o

=
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enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), psoriasis, dermatitis,
enfermedad de los intestinos inflamatoria y/o alergias.

En otro aspecto la presente invencién provee una molécula de
enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién para la
produccién de un medicamento en el tratamiento y profilaxis de
enfermedades asociadas con enfermedades autoinmunes, rechazo al
trasplante, por ejemplo rechazo al trasplante de células de isleta
pancreéticas, o enfermedad de injerto contra huésped (GVHD),
psoriasis, dermatitis, enfermedad de los intestinos inflamatoria y/o
alergias.

En otiro aspecto |la presente invencién un método para el
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades asociadas con
enfermedades autoinmunes, rechazo al trasplante, psoriasis,
dermatitis, enfermedad de los intestinos Inflamatoria y/o alergias que
comprende administrar a un sujeto en Ia necesidad de dicho
tratamiento y/o profilaxis una cantidad efectiva de una molécula de
enlace CD45RO/RB de acuerdo con l|la presente invencién, por
ejemplo en |la forma de una composicién farmacéutica de acuerdo con
la presente invencién.

Una modalidad de l|a presente invencién provee un método
para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad asociada con el
rechazo de! trasplante de célula de isleta, por ejemplo rechazo al
trasplante de célula de isleta, que comprende administrar a un sujeto
en la necesidad de dicho tratamiento y/o profilaxis una cantidad

efectiva de una molécula o un anticuerpo humanizado de acuerdo con
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la presente invencién.

En modalidades preferidas dicha molécula de enlace
CD45RO/RB para uso como un farmacéutico, para la produccién de
un médicamente o en un método para el tratamiento y/o profilaxis de
una enfermedad asociada con enfermedades autoinmunes, rechazo al
trasplante, psoriasis, dermatitis, enfermedad de Ilos Intestinos
inflamatoria y/o alergias comprende un polipéptido de SEC ID NO:
31 o de SEC ID NO: 32 y/o un polipéptido de SEC [ID NO: 7 o de
SEC |D NO: 8. Preferiblemente la molécula de enlace CD45RO/RB
comprende un polipédptido de SEC ID NO: 31 y un polipédptido de
SEC ID NO: 8.

Una *cantidad efectiva" de una molécula de enlace CD45RO/RB
es una cantidad suficiente para lograr los resultados benéficos o
deseados que incluyen resultados clinicos tales como la disminucién
de uno o méas sintomas que resultan de la enfermedad autoinmune,
rechazo al trasplante, psoriasis, dermatitis, enfermedad de |os
intestinos inflamatoria y/o alergia, disminucién de la calidad de vida
de aquellos que sufren de, disminucién de la dosis de otros
medicamentos requeridos para tratar dichas enfermedades,
mejorando el efecto de otro medicamento, retrasando el avance de la
enfermedad, y/o prolongando |la supervivencia de los pacientes, ya
sea directa o indirectamente.

Una cantidad efectiva se puede administrar en una o més
administraciones y puede o no puede lograrse en conjuncién con otro

farmaco, compuesto o composicién farmacéutica. De esta forma una
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“‘cantidad efectiva” se puede considerar en el contexto de una
administracién de uno o mas agentes terapéutico, y un solo agente
puede considerarse como dado en una cantidad efectiva si, en
conjuncién con uno o més de otros agentes, puede dar o lograrse un
resuitado deseado.

Ademés se proves que una molécula de enlace CD45RO/RB de
la invencién se puede administrar como el ingrediente activo solo o
junto con otros fdrmacos en regimenes inmunomoduladores, u otros
agentes anti-inflamatorios por ejemplo para el tratamiento o
prevencién de enfermedades asociadas con enfermedades
autoinmunes, rechazo al trasplante, psoriasis, dermatitis,
enfermedad de los intestinos inflamatoria y/o alergias. Por ejemplo,
a molécula de enlace CD45RO/RB de la invencién se puede utilizar
en combinacién con un inhibidor de calcineurina, por ejemplo
ciclosporina A, ciclosporina G, FK-508, ABT-281, ASM 6881; un
inhibidor mTOR, por ejemplo rapamicina, 40-0-(2-hidroxi)etil-
rapamicina, CC1779, ABT578, AP23573, AP23464, AP23675,
AP23841, TAFA-93, biolimus-7 o bioimus-9; un corticoesteroide;
ciclofosfamida; azatioprina; metotrexata; un agonista del receptor
S1P, por sjemplo FTY 720 o un anélogo del mismo; leflunomida o
anédlogos del mismo; mizoribina; 4cido micofendlico; micofenolato de
mofetilo; 15-desoxiespergualina o andlogos de la misma; anticuerpos
monoclionales inmunosupresores, por ejemplo anticuerpos
monoclonales para receptores de leucocitos, por ejemplo, MHC, CD2,

CDS, CD4, CD11a/CD18, CD7, CD25, CD27, B7, CD40, CD45, CD58,
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CD137, ICOS, CD150 (SLAM), OX40, 4-1BB o sus ligandos, por
ejemplo CD154; u otros compuestos inmunomoduladores, por ejemplo
una molécula recombinante de enlace que tiene una porcién del
dominio extracelular de CTLA4 o un mutante del mismo, por ejemplo
en por lo menos una porcién extracelular de CTLA4 o un mutante del
mismo enlazado a una secuencia de protelna no-CTLA4, por ejemplo
CTLA41g (por ejemplo la designada ATCC 68629 ) o un mutante de la
misma, por ejemplo LEA29Y, u otros inhibidores de |la molécula de
adhesién, por ejemplo mAbs o inhibidores de bajo peso molecular
que incluye antagonistas LFA-1, antagonistas de Selectina y
antagonistas de VILA-4.

Una cantidad efectiva de una molécula de enlace CD45RO/RB
de la invencién, sola o en conjuncién con otro farmaco, compuesto, o
composicién farmacéutica se puede administrar a través de cualquier
ruta convencional, que incluye inyeccidn y a través de infusidn
gradual a través del tiempo. La administracién puede, por ejemplo,
ser oral, intravenosa, intraperitoneal, Intramuscular, intracavidad,
subcutdnea, tdpica o transdérmica. Por "co-administracién® se quiere
dar a entender la administracién de los componentes de las
composiciones de la Invencién junto con o substancialmente al
mismo tiempo, ya sea en el mismo vehlculo o en vehiculos
separados, por lo que a través de administracién oral, por ejemplo,
ambos compuestos estén presentes simultdneamente en e! tracto
gastrointestinal. Preferiblemente, los compuestos se administran

como una combinacién fija.

6
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En otro aspecto la presente invencidon provee una composicién
farmacéutica comprende una molécula de enlace CD45RO/RB de
acuerdo con la presente invencién en asociacién con por lo menos un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

E! término "portador o diluyente farmacéuticamente aceptable”
como se utilice aqul, significa uno o mas llenadores, diluyentes o
substancias para la encapsulacién sélidos o llquidos compatibles,
gque son adecuados para la administracién a un mamlifero incluyendo
seres humanos. El término "portador®” denota un ingrediente organico
o inorgénico, natural o sintético, con el cual el ingrediente activo se
combina para facilitar la aplicacién.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa un material
no téxico que no interfieren con la efectividad de la actividad
biolégica de los ingredientes activos. Dichas preparaciones pueden
rutinarieamente contener concentraciones farmacéuticamente
aceptables de sales, agentes reguladores de pH, conservadores,
portadores compatibles, agentes de potenciacidn inmune
complementaria tales como auxiliares y citocinas y opcionaimente
otros agentes terapéuticos, tales como agentes quimioterapéuticos.

Cuando se utilice en medicina, las sales deberan ser
farmacéuticamente aceptables pero no se pueden utilizar
convenientemente sales farmacéuticamente aceptables para preparar
sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no se excluyen
del alcance de la invencién.

Las composiciones farmacéuticas puede contener agentes
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reguladores de pH adecuados, que incluyen: &cido acético en una
sal; dcido cltrico en una sal, &cido bérico en una sal; y &acido
fosforico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener,
opcionalmente, conservadores adecuados, tales como: cloruro de
benzélconio; clorobutanol; parabenes y timerosal.

Las dosis del polipéptido o dcido nucleico que codifican dicho
polipéptido administrado a un sujeto, se puede seleccionar de
acuerdo con diferentes pardametros, en particular de acuerdo con el
modo de administracién utilizado y el estado del sujeto. Otros
factores incluyen el periodo de tratamiento deseado. En el caso en
que una respuesta en un sujeto sea insuficiente a las dosis iniciales
aplicadas, se pueden emplear dosis méas altas (o efectivamente dosis
mds altas a través de una ruta de suministro diferente, mas
localizada) puede emplearse para abarcar la tolerancia que el
paciente permita.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse
convenientemente en una forma de dosificacién unitaria y puede
prepararse a través de cualquiera de los métodos conocidos en la
técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen el paso de traer
el ingrediente activo en asociacién con un portador que constituye
uno o mas ingredientes secundarios. En general, las composiciones
se preparan trayendo uniformemente e [ntimamente el compuesto
activo en asociacién con un portador liquido, un portador sélido

finamente dividido, o ambos, y después, si es necesario, dandole
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Las composiciones adecuadas para administracién oral se
pueden presentar como unidades distintas, tales como capsulas,
tabletas, grajeas, cada una conteniendo una cantidad predeterminada
del compuesto activo. Otras composiciones incluyen suspensiones en
liquidos acuosos o liquidos no acuosos tal como un jarabe, elixir, o
una emulsion.

Las composiciones adecuadas para administraciéon parenteral
convenientemente comprenden una preparacién acuosa o no acuosa
estéril de un polipéptido o dcido nucleico que codifica el polipéptido,
que es preferiblemente isotdnico con la sangre del receptor. Esta
preparacion se puede formular de acuerdo con métodos conocidos
utilizando agentes de dispersién o de humectacién adecuados y
agentes de suspensién. La preparacién inyectable estéril también
puede ser una solucién o suspensién inyectable estéril en un
diluyente o solvente no téxico, parenteralmente aceptable, por
ejemplo, como una solucién de 1,3-butan diol. Entre los vehiculos y
solventes aceptables que se pueden emplear estan agua, solucién de
Ringer, solucién de cloruro de sodio isotdnica. Ademas, se emplean
convenientemente. aceites fijos, estériles como un solvente 0 medio
de suspension. Para este propdsito cualquier aceité fijo blando se
puede emplear, que incluye mono o diglicéridos sintéticos. Ademaés,
se pueden utilizar dcidos grasos tal como 4acido oleico en la
preparacién de Inyectables. La formulacién portadora adecuad para

administraciéon oral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, etc. se



10

15

20

25

47

puede encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA.

Una composicién farmacéutica puede comprender ademas, por
ejemplo, ingredientes activos, por ejemplo otros anticuerpos
inmunomoduladores tales como, pero no confinados a anti-1COS,
anti-CD154, anti- CD134L o protelnas recombinantes tales como,
pero no limitadas a rCTLA-4 (CD152), rOX40 (CD134), o agentes
anti-inflamatorios o compuestos inmunomoduladores tales como, pero
no limitdndose a ciclosporina A, FTY720, RAD, rapamocina, FK5086,
15-desoxiespergualina, esteroides; como se describié anteriormente.
Dicha composicién farmacéutica puede comprender una molécula de
enlace CD45RO/RB de acuerdo con la invencién y férmacos
inmunomoduladores y/o agentes anti-inflamatorios en formas de
dosificacién unitarias separadas, preferiblemente en donde las
formas de dosificacién wunitarias son adecuadas para la
administraciéon de los compuestos componentes en cantidades
sinergisticamente efectivas, junto con las instrucciones para su uso,
opcionalmente con medios adicionales para facilitar el cumplimiento
con la administracién de los compuestos componentes, por ejemplo,
una etiqueta o dibujos. Las composiciones de la invencién se pueden
administrar como una combinacién fija, o se pueden formular en una
combinacién fija. Las dosificaciones absolutas de los compuestos
variaran dependiendo de un namero de factores, por ejemplo, la
velocidad de liberacién del ingrediente activo y la naturaleza y

severidad de la condicién que se va a tratar.
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Las enfermedades como se describieron anteriormente que se
van a tratar con una molécula de enlace CD45R0O/RB de la presente
invencién sola o en combinacidén con otros fdrmacos incluyen, pero
no se limitan a enfermedades autoinmunes, que incluye artritis
reumatoide, artritis psoriatica, tiroiditis autoinmune, enfermedad de
Graves, diabetes de tipo | y de tipo I|l, esclerosis multiple,
enfermedad de Crohn (CD), colitis ulcerativa (UC), lupus sistémico
eritematoso, sindrome de Sjogren, escleroderma, gastritis
autoinmune y glomerulonefritis; rechazo al transplante, incluyendo,
pero no limitdndose a rechazo de aloinjerto y xenoinjerto de érgano y
tejido, por ejemplo para el tratamiento de receptores de por ejemplo
corazén, puilmén, corazén-pulmédn combinados, higado, rifién,
trasplantes pancreaticos, de piel o corneo, enfermedad de injerto
contra huésped (GVHD), tal como después del trasplante de médula
espinal, y/o rechazo al trasplante de célula de isleta pancreitica;
psoriasis; dermatitis tal como dermatitis atépica y de contacto que
incluye dermatitis de contacto alérgica; enfermedad de los intestinos

inflamatoria y/o alergias, que incluyen asma alérgica.

EJEMPLOS

La invencién serd mds completamente entendida haciendo
referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deberéan
construiree como Ilimitantes del alcance de la invencién. En los

siguientes ejemplos todas las temperaturas estdn en grados Celsius.
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El °mAb candidato” o "anticuerpo quimérico” es una molécula
de enlace CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién que
comprende la cadena ligerea de SEC ID NO: 3 y la cadena pesada de
SEC ID NO: 4.

El “anticuerpo humanizado" es una molécula de enlace
CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién que comprende
un polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC ID NO: 9
(VHE/humV1, VHENL1 o VHENLh), un polipéptido de SEC ID NO: 8 y
un polipéptido de SEC ID NO: 10 (VHQ/humV1, VHQNL1 o VHQNLh);
un polipéptido de SEC ID NO: 7 y un polipéptido de SEC ID NO: 9
(VHE/humV2, VHENL2 o VHENLm); un polipéptido de SEC ID NO: 7
y un polipéptido de SEC ID NO: 10 (VHQ/humV2, VHQNL2 o
VHQNLm); un polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC
ID NO: 31 (VHEN73D/humV1, VHEN73DNL1 o VHEN73DNLh); un
polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC ID NO: 32
(VHQN73D/humV1, VHQN73DNL1 o VHQN73DNLh); un polipéptido de
SEC ID NO: 7 y un polipéptido de SEC ID NO: 31 (VHEN73D/humV2,
VHEN73DNL2 o VHEN73DNLm); o un polipéptido de SEC ID NO: 7 y
un polipéptido de SEC ID NO: 32 (VHQN73D/humV2, VHQN73DNL2 o
VHEN73D NLm).

Se utilizaron as siguientes abreviaturas:

APC célula de presentacidon de antigeno
CEX cromatografia de intercambio de catién
c. p. m. conteos por minuto

dhfr reductasa de dihidrofolato
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ELISA
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dcido etilen dinitrilo tetra acidico

ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzima

ESI-Q-TOF tiempo de vuelo, cuddruple de ionizacién por

electroaspersion
FACS
fluorescencia
Fe
F(ab')2
FITC
FBS
GVHD
HCMV
HPLC
IFN-y
IgE
1gG
IL-2
V]
MALDI-TOF

clasificacidn de célula activada con

fragmento cristalizable

enlace del fragmento de antigeno; bivalente
isotiocianato de fluorescelna

suero de bovino fetal

enfermedad de injerto contra huésped
promotor de citomegalovirus humano
Cromatografia de Liquido de Alto Rendimiento
interferén gama

isdtopo E de inmunoglobulina

is6topo G de inmunoglobulina

interleucina-2

unidades internacionales

tiempo de vuelo de la ionizacién de absorcidn

de ldser asistida con matriz

MLR
MLC
MP1
MTX
PBS

reaccion de linfocito mezclada

cultivo de linfocito mezclado

protelna de matriz 1 de influenza hemofilica
metotrexato

salina regulada en su pH de fosfato
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PBL leucocitos sanguineos periféricos
PBMC cédlulas mononucleares sangulneas periféricas
PCR reaccién de cadena de polimerasa
RP cromatografia de fase inversa
SEC cromatografia de exclusién de tamafio
SCID inmunodeficiencia combinada severa
Treg células T reguladoras
xGVHD enfermedad de xenoinjerto contra huésped
EJEMPLO 1

Respuesta del linfoclto mezclado primario (MLR)

Se obtuvieron muestiras de sangre de células de donadores
humanos sanos. Las células mononucleares sangulneas periféricas
(PBMC) se aislaron a través de centrifugacién sobre Ficoll-Hypaque
(Pharmacia LKB) de leucocitoe de sangre periférica completa,
leucoféresis o capa de leucocitos con tipo de sangre conocido, pero
tipo HLA desconocido. En algunos experimentos MLR, PBMC se
utilice directamente como las células del estimulador después de
irradiacléon a 40 Gy. En otros experimentos, las células T se
consumen de PBMC mediante el uso de Dynabeads CD2 o CD3
(Dynal, Oslo, Noruega). Las perlas y las células contaminadoras se
remueven a través del campo magnético. El PBMC consumido de las
células T, las células T CD3" o células T CD4* se utilizan como las

células que responden en MLR. lLas células se preparan de
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diferentes donadores para las células estimuladoras. Las células T
CD3* se purifican a través de la seleccién negativa utilizando el
anti-CD16 mAb (Zymed, CA), Dynabead IgG de anti-ratén de cabra,
Dynabeads anti-CD14, Dynabeads CD19. Ademds las Dynabeads
anti-CD8 se utilizan para purificar las células T CD4"*. Las células
obtenidas se analizan mediante FACScan o FACSCalibur (Becton
Dickinson & Co., CA) y la pureza de las células obtenidas fue de
>75%. Las células se suspendieron en medio RPMI1640,
suplementado con 10% FBS inactivado con calor, penicilina,

estreptomicina y L-glutamina.

Reactivos

El *mAb candidato®" mAb anti-CD45RO/RB quimérico y un
isétopo del anticuerpo quimérico de control comparado también se
generd. El anticuerpo IgG de control de ratén (humano) especifico
para KLH (hemocianina de limpeta de agujero de llave) o IL-10
humano recombinante se compré en BD Pharmingen (San Diego, CA).
El mAb 5¢c8 anti-humano CD154 es de acuerdo con Lederman y otros

1992.

Respuesta del linfocito mezclado primario (MLR)

Se mezclaron alicuotas de 1 x 10° PBMC o 5 X 10* de células
CD3" o CD4* con 1 x 10®* de PBMC irradiado o PBMC irradiado
células T consumidas de 5 x 10* (50 Gy) en cada cavidad de las

placas de 96 cavidades (Costar, Cambridge, MA) en la presencia dei

é’
o
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mAb indicado o ausencia de Ab. En algunos experimentos, el
fragmento F(ab')2 de Ig de anti-ratén de cabra o Ig anti-humano de
cabra especlifico para la porcién Fc (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA) se agregd a 10 pg/ml ademas del mAb candidato para
asegurar el entrelazamiento in vitro éptimo de las moléculas CD45
objetivo. Las células mezcladas se cultivaron durante 4-5 dlas a
37°C en 5% de CO, y la proliferacién se determind pulsando las
células con timidina durante las Gltimas 16-20 horas del cultivo.

Otros experimentos son similares a aquellos descritos
anteriormente, pero con las siguientes excepciones: 1) El medio
utilizado es EX-VIVO (Bio-Whittaker) conteniendo 10% de FBS y 1%
de plasma humano; 2) El IgG anti-ratén (5 ug/l) se utilizdé como el
paso de entrelazamiento secundario; 3) La irradiacién de |las células
estimuladoras es 80 Gy.

El MLR primario se llevb a cabo en |la presencia del "mAb
candidato® o 1gG quimérico de control (10 pg/ml), ambos con un
segundo paso del reactivo, el fragmento F(ab')2 de Ig anti-humano
de cabra especifico para la porcién Fec (10 pg/ml). El porcentaje de
inhibicién a través del "mAb candidato™ se calculé en comparacién
con la proliferacién de célula en la presencia de IgG de control. Los

resultados se muestran en el CUADRO 1 slguiente:



10

15

20

25

54
CUADRO 1
Inhibiclén de MLR primario mediante 10 ug/ml de mAb candidato

de acuerdo con la presente invenclén

El que responde Estimulador (lrr. % de Inhibicién
PBMC)
#211 CD4 #219 CD3 63.51
#220 CD4 #219 CD3 cons. 63.07
#227 CD4 #220 CD3 cons. 65.96
#229 CD4 #219 CD3 cons. 50.76
PromediotSD 60.8316.83"

* Significativamente diferente del valor de control (P<0.001)

Un mAb candidato de acuerdo ¢on la presente invencidn inhibe
el MLR primario como se puede ver en el CUADRO 1. El efecto
inhibidor promedio es de 60.83 + 68.83% en cuatro diferentes células
T CD4* derivadas de donadores y estadisticamente significativos.

La inhibicién de MLR primario a través de “mAb candidato” se
muesira como siendo dependiente de la dosis en el rango de 0.001 y
10 pg/ml del “mAb candidato® como sé muestra en la Figura 1.

La IC;s0 para la inhibicidon de! MLR primario a través de un "mAb
candidato®” se determiné de los resultados de tres experimentos MLR
separados utilizando un PBMC de donador como células que
responden. De esta forma, las células T CD4" que responden como
estimuladoras se mezclan en la presencia de un "mAb candidato" o

Ab quimérico de control con 10 pug/ml del fragmento F(ab')2 de Ig
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anti-humano de cabra. Los experimentos se repitieron 3 veces y el
porcentaje de proliferacién en la presencia de un "mAb candidato® se
calculé6 en comparacién con la proliferacién de la célula T en la
presencia de Ab de control. El valor |ICsp se determiné utilizando
Origen (V. 8.0®). El valor ICy de la actividad celular se calculd

como siendo 0.87 + 0.35 nM (0.13 £ 0.052 4 pg/ml).

EJEMPLO 2
MLR Secundario

Con el fin de evaluar si un "mAb candidato® induce falta de
respuesta de células T CD4' a aloantigenos especificos, el MLR
secundario se lleva a cabo en la ausencia de cualquier anticuerpo
después del MLC primario. Las células T CD4" se cultivan con
células estimuladoras alogénicas irradiadas (PBMC consumido de
células T) en la presencia del anticuerpo indicado en placas de
cultivo de 98 cavidades durante 10 dlas (MLC primario). Después las
células se recolectan, se estratifican sobre un gradiente Ficoll-
Hypaque para remover las células muertas, se lavan dos veces con
RPM!, y se reestimulan con el mismo estimulador, las células
estimuladoras terceras o IL-2 (50 U/ml). Las células se cultivan
durante 3 dlas y la respuesta proliferativa se determina a través de
la pulsacién de las células con 3H-timidina durante por las Ultimas
16-20 horas del cultivo.

Especlificamente, las células T CD4" se cultivan con células

\NEN
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estimuladoras alogénicas irradiadas ( PBMC consumido de céiufjas T
tomadas de otros donadores) en la presencia de 10 pg/ml del "mAb
candidato®, el Ab quimérico de IgG1 de control y &l fragmento F(ab')
2 de Ig anti-humano de cabra. La proliferacién de MLR primario se
determiné el dla 5. Para el MLR secundario, las células que
responden y las estimuladoras se cultivan durante 10 dias en la
presencia del "mAb candidato®, después la células se cosechan, se
lavan dos veces en RPM11640 y se vuelven a estimular con el
estimulador espaecifico, estimuladores terceros o IL-2 (50 U/ml} en la
ausencia de cualquier Ab. La proliferacién de células se determina

en ol dia 3. Los resultados se establecen an el CUADRO 2:

CUADRO 2
# de donador de células T CD4® que | % de inhibicién de 2"MLR
responden
#211 49.80*
(#220 59.33*
#227 58.68"

* Significativamente diferente del valor de control (p=<0.001

determinado a través de la prueba t, SigmaStat V. 2.03). # p=<0.048

Con el fin de probar si la proliferacién debilitada es debido a la
falta de respuesta como una consecuencia del tratamiento con un
"mAb candidato”, las células derivadas del MLR primario se

cultivaron en la presencia de IL-2 (50 U/ml). Ademés de los

&
6
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resultados de IL-2 en el rescate de las respuestas proliferativas de
las células T que han sido tratadas con un "mAb candidato" en MLR
primario, los niveles similares a aquellos observados en la presencia
de IgG, Ab de control. Estos datos indican que l|a respuesta
secundaria debilitada en células T tratadas con un "mAb candidato”
se debe a la alteracién funcional de las células T que responden, las
cuales se vuelven no sensibles a las células estimuladoras
especlificas.

La inhibicién porcentaje se calcula de acuerdo con la siguiente
féormula:

c.p.m. con Ab de control ~ ¢c.p.m con “mAb candidato”®
x 100

c.p.m. con Ab de control

El Andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando SigmaStat
(Vers. 2.03).

Los datos se analizaron a través de ANOVA de dos vlas
seguido por el método Dunnett. En todas las probabilidades de los
procedimientos de prueba de <0.05 se consideraron como
significativas. En algunas pruebas t de los experimentos se utilizd

(SigmaStat V. 2.03).

EJEMPLO 3

Estudios de supervivencia in vivo en ratones SCID

Injertos de hu-PBL en ratones SCID

Se Inyectaron células mononucieares de sangre periférica
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humana (PBMC) intraperitonealmente en ratones SCID C.B 17
/ratones Lyst®? GbmsTac-Prkdc*®’® (Taconic, Germantown, NY) en
una cantidad suficiente para inducir una enfermedad de injerto
xenogénico contra huésped (xGvHD) en >90% de los ratones dentro
de las cuatro semanas después de |a transferencia de la célula.
Dichos ratones SCID tratados a continuacién se designan como e

ratones hu-PBL-SCID.

Tratamiento Mab de ratones hu-PBL-SCID

Los ratones hu-PBL-SCID se trataron con un "mAb candidato® o
mAb controlado comparados de Isétopo de ratén o quiméricos en el
dla 0, iInmediatamente después de la inyeccién de PBMC, en el dia 3,
e! dila 7 e intervalos semanales de ahl en adelante. Los mabs se
suministraron subcutdneamente en 100 ul e PBS a una concentracidn
final de 5 mg/kg de! peso del cuerpo. El tratamiento se detuvo

cuando todos los ratones de control murieron.

Evaluacién de los resuitados de tratamiento

El criterio principal para evaluar la eficacia de un "mAb
candidato” en este estudio fue la supervivencia de los ratones hu-
PBL-SCID. La importancia de los resultados se evaludé a través del
método estadistico del anélisis de supervivencia utilizando la prueba
Log-rank (método de Mantel) con la ayuda del software Systat v9.01
software. El método del andlisis de supervivencia es una prueba o

paramétrica, que nos solamente considera si un ratdn particular
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todavia estéd vivo sino también si fue sacrificado por razones
irrelevantes para el tratamiento /enfermedad como el requerimiento
de llevar a cabo andlisis in vitro con sus érganos/células. Las
biopsias del higado, pulmén, rifién y vejiga se obtuvieron de ratones
muertos para una evaluacién adicional. Ademads, los ratones PBL-
SCID se pesaron al inicio (antes de la transferencia de la célula) y a
lo largo (cada dos dias) del experimento como una estimacion
indirecta de su estado de salud. Las lineas de regresion lineales se
generaron utilizando al peso del cuerpo contra los valoras de la
transferencia los dlas después de PBMC obtenidos de cada ratén y
subsecuentemente, sus desviaciones (ratones de control contra
ratones tratados con anti-CD45) se compararon utilizando la prueba

Mann-Whitney no paramaétrica.

Rosultados

Todos los ratones hu-PBL-SCID tratados con controles mAb
tuvieron leucocitos humanos infiltrados en el pulmén, higado, y bazo
y murieron (4/4) dentro de aproximadamente 2 a 3 semanas después
de la transferencia de la célula. La muerte es probablemente una
consecuencia de xGvHD. Los ratones tratados con mAb ademas
perdieron peso en una forma lineal, aproximadamente 10% y maés
dentro de las 3 semanas.

Todos los ratones tratados con hu-PBL-SCID con un "mAb
candidato® sobrevivieron (4/4) sin ningin signo aparente de

enfermedad mas de cuatro semanas, aunque el tratamiento con el

A



10

15

20

25

60

*mAb candidato” fuera detenido después de 3 semanas. Los ratones
tratados con "mAb candidato® aumentaron de peso en forma lineal,

hasta aproximadamente} 5% dentro de las 4 semanas.

EJEMPLO 4

Expresién de anticuerpos de la Invencién

Expresién | anticuerpo humanizado que comprende una SEC |D
NO: 7 SEC ID NO: 8, SEC ID NO: 8 SEC ID NO: 1 EC ID NO: 31 0
SEC ID NO: 32

Los vectores de expresidon de acuerdo con los mapas del
plasmido mostrados en las Figuras 2 a 11 se construyeron,
comprendiendo los nucledtidos correspondientes a la codificacidn de
la secuencia de aminodcido de el humVi de |la regién de variable de
cadena ligera humanizado (SEC ID NO: 8; Figuras 4 y 8), el humV2
de la regién variable de cadena ligera humanizado (SEC ID NO: 7;
Figuras 5 y 7), el VHE de regiéon variable de cadena pesada
humanizado (SEC ID NO: ©; Figura 3 y 10), o VHQ de la regidn
variable de cadena pesada humanizado (SEC ID NO: 10; Figuras 2 y
11), VHE-N73D de la regién variable de cadena pesada humanizado
(SEC ID NO: 31; Figura 8) o VHQ-N73D de regién variable de cadena
pesada humanizado (SEC ID NO: 32; Figura 9), respectivamante.
Estos vectores de expresién tiene |as secuencias de ADN
(nucledtido) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 41 (VHQ), SEQ ID NO: 18
y SEQ ID NO: 40 (VHE), SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO 38 (humV1),
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SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 39 (humV2), o SEQ ID NO 37 (VHE-
N73D) y SEQ ID NO 38 (VHQ-N73D).

Construccidn de vectores de expresién de cadena liger gsada del
anticuerpo humanizado para |a expresion en células COS
Vectores de expresién de cadena ligera kappa Humanos para
versiones VLh y VLm

Con el fin de construir el vector de expresién final que codifica
la cadena ligera humanizada completa del is6topo kappa humano, se
extirparon fragmentos de ADN que codifican las reglones variables
de cadena ligera completas (VLh y VLm) de VLh y VLm conteniendo
los vectores de clonacién del Grupo de Instrucciones PCR
(Stratagene) (regién VLm) utilizando Hindlll y Bglll. Los fragmentos
purificados con gel después se subclonaron dentro de los sitios
Hindlll y Bamlll del vector de expresién kappa C21-HCMV el cual se
creo durante la construccién del anticuerpo TESC-21 anti-IgE
humanizado (Kolbinger y otros 1883) y el cual originalmente se
recibi6 de M. Bendig (MRC Collaborative Centre, London, UK)
(Maeda y otros, 1991). Los productos de ligacién se purificaron a
través de la extraccién de fenol/cloroformo y se electroforaron dentro
de |la estructura de cadena XL1-Azul Epicurian Coli® competente de
electroporacién (Cat. N° #200228, Stratagene). Después de colocar
en placas sobre placas de agar LB/amp durante la noche a 37°C,
cada 12 colonias se seleccionaron para preparar el ADN de pldamido

de un cultivo de 3 ml utilizando el BioRobot 98600 (Qiagen). Esto
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produjo los vectores de expresién de cadena ligera para las
versiones VLh y VLm del anticuerpo humanizado, respectivamente,

como se describe adicionalmente en las Figuras.

Vectores de expresiéon de la cadena pesade gama-1 humana para
VHQ

Para la construccién del vector de expresién VHQ, se tomé un
método en pasos. Primero, la regién variable completa de VHQ se
ensamblé a través de PCR de acuerdo con la etologia como se
describe en Kolbinger y otros 1993 (Protein Eng. 1993 Nov; 6(8):971-
80) y se subclond dentro de la expresién de C21-HCMV-gama-1
partir de la cual el inserto C21 ha sido removido utilizando las
mismas enzimas. Después se subcloné un fragmento Hindlll/BamHI
de VHQ del clon del Grupo de Instrucciones de PCR conteniendo la
regién variable completa dentro del vector de expresién C21-HCMV-
gama-1 dividido con las mismas enzimas. Esto produjo el vector de

expresidn final para la versién VHQ del anticuerpo humanizado.

Vectores de expresién de cadena pesada 1-gama Humanos para VHE

La construccién del vector de expresion VHE final que codifica
la cadena pesada humanizada completa del isétopo gama-1 humano
se logré ligando directamente un fragmento PCR restringido Hindlll y
BamHI que codifica la regidn variable dentro de los sitios Hindl!l y
BamHI del vector de expresién C21-HCMV gamma-1, el cual se crec

durante la construccidn del anticuerpo TESC-21 anti-IgE humanizado



10

15

20

25

63

(Kolbinger y otros. 1993) que cual también se recibié originaimente
de M. Bendig (MRC Collaborative Centre, London, UK) (Maeda y

otros, 19981).

Expresién temporal en célulags COS

El siguiente protocolo de transfeccién se adaptd para células
COS adherentes en platos de 150 mm de cultivo de célula,
utilizando el Reactivo de Transfeccién SuperFect (Cat. N° 301305,
Qiagen). Los cuatro diferentes vectores de expresién descritos
anteriormente se utilizaron para la transfeccién temporal de las
células. Para la expresién un anticuerpo humanizado, cado uno de
los dos clones conteniendo los insertos de cadena pesada (VHE o
VHQ, respectivamente) se co-transfectaron en células con cada uno
de los dos clones que codifican las cadenas ligeras (humV1 o
humV2, respectivamente), en total 4 diferentes combinaciones de
vectores de expresién de cadena pesada y ligera (VHE/humV1,
VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2). Antes de la transfeccidn,
los plasmidos se hicieron lineales con Pvul de endonucleasa de
restriccion que se divide en la regidn que codifica el gen de
resistencia para ampicilina.

El dla antes de la transfeccién, se sembraron 4 x 10° células
COS en 30 ml de medio de cultivo fresco en platos de cultivo de
célula de 150 mm. El sembrado a esta densidad de célula
generalmente produjo 80% de confluencia después de 24 horas. En

el dla de la transfeccién, se diluyeron cuatro diferentes
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combinaciones de vectores de expresién de ADN de cadena ligera y
pesada en forma lineal (15 pg cada uno) en un volumen total de 800
pl de medio fresco sin suero y antibidticos. Después se mezclaron
180 ul del Reactivo de Transfeccién SuperFect vigorosamente con la
solucién de ADN. La mezcla de ADN se incubdé durante 10 minutos a
temperatura ambiente para permitir la formacién del complejo.
Mientras tomd lugar la formacién del complejo, el medio de
crecimiento se removi6é de los cultivos de célula COS, y las células
se lavaron una vez con PBS. Después se agregaron 9 ml de medio de
cultivo fresco (conteniendo 10% FBS y antibidticos} a cada tubo de
reaccién conteniendo los complejos de transfeccién y se mezclaron
bien. La preparacién final es inmediatamente transferida a cada uno
de los cuatro cultivos que van a transfectarse y se mezclan
ligeramente. Los cultivos de célula después se incubaron con los
complejos de ADN durante 3 horas a 37°C y 5% de CO,. Después de
la incubacién, el medio conteniendo los complejos de transfeccidn
se removié y se volvieron a colocar con 30 ml de medio de cultivo
fresco. Los sobrenadantes se cosecharon 24 horas después de la

transfeccion.

Concentracién de los sobrenadantes de_cultivo

Para el andlisis de ELISA y FACS, los sobrenadantes de cultivo
recolectados a partir de células COS transfectadas con plasmidos de
cadena pesada y ligera se concentraron como sigue. Se agregaron

10 ml de cada sobrenadante a Dispositivos de Filtro Centrifugos

SN
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Centriprep YM-50 (Cat. N° 4310, Millipore) como se describe por el
fabricante. Los filtros Centriprep se centrifugaron durante 10 minutos
a 3000 rpm a temperatura ambiente. El paso de centrifugacién
después se repitié otra vez con los 20 ml restantes del sobrenadante
utilizando solamente 5 minutos de centrifugacién y supervisando ia
avoluciébn de Ila concentracién. Se recuperaron 500 pul de
intermediario del sobrenadante concentrado, se transfirieron al
nuevos Dispositivos de Filtro Centrifugos Micrcon (Cat. N° 42412,
Microcon) y ademés se concentraron siguiendo el protocolo del
fabricante. Los sobrenadantes concentrados se centrifugaron cuatro
veces durante 24 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente, una
vez durante 10 minutos a 6000 rpm y después, tres veces durante 5
minutos, siempre supervisando la evolucidn de la concentracidn. EI
volumen final del medio condicionado concentrado logrado es de
100-120 ul correspondiendo a una concentracién de 250 a 300 veces
el medio de cultivo original y se almacend a 4°C hasta su uso. Para
la comparacién y control, el medio de cultivo de células no
transfectadas se concentra similarmente, utilizando el mismo

protocolo de centrifugacién descrito anteriorments.

Generacidn de transfectantes de mieloma Sp2/0 estables que
secretan anticuerpos anti-CD45RO/RB

La llnea de células de mieloma de ratén Sp2/0 (ATCC, CRL-
1581) se electroforaron con los vectores de expresién CHO

anteriormente descritos que codifican la cadena pesada (VHE o VHQ)
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y ligera (humV1 o humV2) de los anticuerpos humanizados de enlace
CD45RO/RB. Se utilizaron cuatro diferentes combinaciones de
vectores de expresién de cadena pesada y ligera (VHE/humVi,
VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2) para la transfeccion de
acuerdo con el siguiente protocolo: se mezclaron 20 ug de ADN
super enlazado de cada plasmido en un tubo de electroporacién
(huevo de 0.4 cm) con 8 x 10° de células Sp2/0 suspendidas en
medio de cultivo DMEM / 10% de FCS. La configuracién de la
electroporacién es 1500 V, 25 uF utilizando wun instrumento
GenePulser de BioRad. Después de |la electroporacion, las células se
cultivaron durante 20 horas en medio de cultivo (DMEM
suplementado con 10% de penicilina FCS, estreptomicina y L-
glutamina). En el dia dos el farmaco de la seleccién G418 (Cat. N°
10131-019, Gibco) se agregd a una concentracién final de 1 mg de
farmaco activo/m! y las células se distribuyeron en una placa de 96
cavidades, 200 pl cada cavidad con aproximadamente 105 células
por cavidad. Quince dias después, se expandieron los clones de
supervivencia G418 en medio conteniendo G418. La secrecién de los
mAbs humanizados de estos transfectantes se evaludé a través de
ELISA, utilizando un IgG/Fcy anti-humano de cabra de capa de
anticuerpo (Cat. N° 108-005-088, Jackson Labs) y un anticuerpo
acoplado a peroxidasa contra la cadena ligera kappa humana (Cat.
N°® A-7164, Sigma). Los transfectantes, que registraron puntos
positivos en este ensayo se seleccionaron para una comparacién de

productividad sobre bases por célula por dla, otra vez utilizando
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ELISA (ver méis adelante). El mejor clon de cada transfectante se
selecciond para la subclonacién inmediata a través de dilucién
limitante, utilizando una densidad de sembrado de 1 célula por
cavidad. La productividad de los subclones supervivientes G418 otra
vez se determina como se describié anteriormente. Los subclones se
expandieron en medio de seleccién conteniendo G418, hasta que el
volumen del cultivo alcanzé 150 ml, en cuya etapa el cultivo continud
sin G418 en matraces destinados para alimentar botellas de rodilio.

Después de esta primera transfeccion y seleccién, los
transfectantes estables cracieron fuera de las placas de 96
cavidades a una frecuencia de 20.8% para VHE/humV1, 11.5% para
VHQ/humV1, 18.8% para VHE/humV2 y 7.3% para VHQ/humV2.
Después de dos rondas de subclonacién, los dos mejores
productores son el clon 1.33.25 (3.87 pg/célula/dia) y el clon 1.33.286
(3.43 pg/célula/dia) para VHE/humV1 y el clon 12.1.4 (1.19
pg/célula/dlia) y clon 12.1.20 (1:05 pg/célula/dia) para VHQ/humV1.
Los transfectantes Sp2/0 estables para VHE/humV1 y VHQ/humV1
subsecuentemente se expandieron para la produccién y purificacidn
del anticuerpo.

Los anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes de Ilneas
de célula de misloma SP2/0 establemente transfectados conteniendo
10% de FCS a través de una combinacién de cromatografia de
afinidad utilizando una matriz IgGFc¢ anti-humana inmovilizada y
cromatograffa de exclusién de tamafio. Si se requiere, la endotoxina

se remueve utilizando una columna Acticlean Etox (Sterogene
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Bioseparations).

Construcciéon de vectores de expresién de cadena pesada y ligera del
anticuerpo humanizado parg la expresién en células Sp2/0

Vectores de expresién de cadena ligera kappa humanos para
versiones VLh y VLm:

El ADNc humV1 (= VL1) o humV2 (= VL2) se amplificé a través
de PCR del pldsmido de expresién CHO SEC ID NO: 17 o SEC ID NO:
18 respectivamente, utilizando los iniciadores HuCD45LC-MIiu (5'-
AAAACGCGTTGTGACATTCTGCTGACCCAGTCT-3'; SEC ID NO: 42) y
HuCD45LC-Hind ({5'-AAAAAAGCTTGGTCCCCTGGCCGAACGTGAA-3';
SEC ID NO: 43). Cada fragmento de PCR de 321 bp se digiriéd con
Miul y Hindlll y se ligé directamente dentro del vector de expresidn
de cadena ligera chA6HCk.dhfr el cual se digirié con las mismas
enzimas. Los plasmidos resultantes se nombraron LCVL1 Sp20 (SEC
ID NO: 36; Figura 8) y LCVL2Sp20 (SEC ID NO: 39; Figura 7)
respectivamente. LCVL1Sp20 entonces se utiliza para la expresion
en ceélulas Sp2/0 de Ilas moléculas de enlace CD45RO/RB
VHE/humV1, VHQ/humV1 o VHE-N73D/humV1; LCVL2Sp20 después
se puede utilizar para la expresién en células Sp2/0 en las moléculas
de enlace CD45RO/RB VHE/humV2, VHQ/humV2 o VHE-
N73D/humVa.

71
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Vectores de expresiéon de cadena pesada gama-1 Humanos para VHQ
y para VHE

Las dos regiones de ADNc VH humanizadas se amplificaron a
través de PCR de los pldsmidos recombinantes HCMV-G1 HuA6-VHE
(SEC ID NO: 16; Figura 3) y HCMV-G1 HuAB8-VHQ (SEC ID NO: 15
Figura 2) respectivamente, utilizando los iniciadores de PCR
HuCD45HCEup (5'- CAGGCAGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCA-3', SEC
ID NO: 44) o HuCD45HCQup (5'-
CAGGCACAGGTGCAGCTGGTGGAGTCA-3'; SEC ID NO: 45) vy
HuCD45HCIlo (5'- AAATCCTTCTAGAACTCACCTGAGGAGAC-3'; SEC
ID NO: 48). Los fragmentos PCR de extremos 3’ se digirieron con
BstEll. Cada fragmento PCR después se cloné dentro del recorte del
vector del casete de cadena pesada HCcassREAL con BstEll y el
cortador de extremo romo Hindll. Los plasmidos resultantes son
intermediarios para las construcciones de expresién final y son
nombrados HCcassHVESP20 y HCcassHVQSP20, respectivamente.
Esta subcionacién también conduce a un cambio de la secuencia
lider que estéd asociada con ambas regiones VH en los vectores
originales. Mientras la secuencia de aminodcido de |la secuencia Illder
es MDWTWRVFCLLAWAPGAHS (SEC ID NO: 47), ha sido
reemplazada durante la subclonacién con
MAWVWTLPFLMAAAQSVQA (SEC ID NO: 48).

Los Intermediarios HCcassVHESP20 o HCcassVHQSP20 son
digeridos con Scal y subsecuentemente, los pldsmidos se digieren

con BamHI y EcoRl. Los fragmentos de 2.8 kb conteniendo el
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promotor de la cadena pesada Ig y la regién Vy se purifican y se
ligan con e! fragmento BamHIl-y EcoRl de 8.7 kb digerido de una
construccién de expresién de cadena pesada. Los plésmidos
resultantes son nombrados HCVHESp20 (SEC -ID NO: 40; Figura 10)
y HCVHQSp20 (SEC ID NO: 41; 11), respectivamente; y se utilizan
para la expresidon en células Sp2/0 de la moléculas de enlace

CD45R0O/RB humanizada VHE/humV1, VHQ/humV1.

Vector de expresién de cadena pesada gama-1 Humano para
VHEN73D

Los vectores de expresiobn HCVHESp20 (SEC ID NO: 40;
Figura 10) y HCVHQSp20 (SEC ID NO: 41; Figura 11), se utilizaron
como plantillas para la mutagénesis dirigida al sitio para lograr una
mutacién N73D (intercambio de una asparagina a aspartato en la
posicién 73 del aminodcido de la cadena pesada de |la molécula de
aminoacido CD45RO/RB). Esta mutacién elimina un N-sitio putativo
de glicosilacion. La mutagénesis con el equipo de Mutagénesis
Dirigido a Multi-Sitios QuikChange® y el iniciador aCD45H-N73D (5'-
fosfo GCCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACAGC-3"; SEC ID
NO: 49) de acuerdo con el manual del equipo. La secuencia de las
construcciones resultantes HCVHEN73DSp20 y HCVHQN73DSp20 se
confirman y se describen como SEC NO: 37 y SEC NO: 38, y las
Figuras 8 y 9, respectivamente. HCVHEN73DSp20 (SEC NO: 37)
junto con la construccién de la expresién de cadena ligera LCVL1

SP20 (SEC NO: 38) se utilizan para la expresién en células Sp2/0 de

e
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la molécula de enlace VHE-N73D/humV1a CD45R0O/RB.

Generacién de transfectantes de mieloma Sp2/0 estables ue

secretan el anticuerpo VHE-N73D/humV1 anti-CD45RO/RB

humanizado

La Iinea de células de mieloma de ratén Sp2/0 Ag14.10 se
electroporan con vectores que codifican la cadena pesada
(HCVHEN73DSp20; SEC ID NO: 37) y ligera (LCVL1SP20; SEC ID
NO: 36) de la molécula de enlace VHEN73D/humV1 CD45RO/RB
humanizada. Se utilizan para la transfeccién de células en la fase de
crecimiento exponencial con una viabilidad mayor de ©5%. Las
células se lavaron dos veces con regulador de pH TF frlo (272 mM de
sacarosa, 1 mM de MgClz, 7 mM de regulador de pH de fosfato 7.4) y
la concentracién de la célula se ajusté a 2 x 107 células/ml en
regulador de pH TF. Se mezclaron 0.8 ml de la suspensidon de la
célula con 15 pg de cada una de las construcciones de cadena
pesada y ligera y se colocaron sobre hielo durante 10 minutos. Se
hicieron 5 transfecciones a través de electroporacién utilizando el
Pulsador de Genes Biorad (280V y 25 nF). Después de Ia
electroporacién las células se colocaron sobre hielo durante 15
minutos seguido por la transferencia dentro de 50 ml de medio de
cultivo frlo (medio basado en RPMI sin FCS) y se incubaron durante
2 dias a 37°C y 5% de CO,.

Para l|la seleccién de los transfectantes, las céluias se

cultivaron en |la presencia de 1.1 mg/ml de G418 (Geneticin, Gibco



10

15

20

25

72

lote 3069464) durante aproximadamente 2 a 3 semanas. El marcador
de amplificacién de dhfr (reductasas de dihidrofolato) localizado en
la construccién de la cadena ligerea permitié |la amplificacién del gen
dhfr gene asl como del transgen a través de metotrexato del andlogo
de 4cido félico (MTX). Para la amplificacidn del gen, las células
resistentes a G418 se cultivaron en la presencia de 200 nM de MTX
durante un periodo de 2-3 semanas seguid por un aumento adicional
en la concentracién de MTX a 1 uM dando como resultado un grupo
de células heterogéneo amplificado. La concentracién del anticuerpo
se determind a través de HPLC de Protelna A analltica. Los mejores
grupos productores se seleccionaron para la clonacién a través de
dilucién limitante, utilizando una densidad de sembrado de 0.3

células por cavidad para aislar los clones mas productores.

EJEMPLO §
Determinaclién de la expresién de IgG humano recombinante a

través de ELISA

Caracterizacién de VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 vy
VHQ/humV2

Para determinar las concentraciones de [IgG del anticuerpo

humano recombinante expresado en loe sobrenadantes de cuitivo, se
ha desarrollado un protocolo ELISA de emparedado y optimizado
utilizando 1gG como estédndar. Se cubrieron placas de microtitulacién

de 968 cavidades de fondo plano (Cat. N° 4-38454, Nunc Immunoplate
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Maxisorp) durante la noche a 4°C con 100 ul de IgG anti-humano de
cabra (molécula completa, Cat. N° 11011, SIGMA) a la
concentracion final de 0.5 pg/ml en PBS. Las cavidades después se
lavaron 3 veces con regulador de pH de lavado (PBS conteniendo
0.05% de Tween 20) y se bloquearon durante 1.5 horas a 37°C
regulador de pH de bloque (0.5% de BSA en PBS). Después de 3
ciclos de lavado, las muestras del anticuerpo y el IgG humano
estdndar (Cat. No. 14506, SIGMA) se prepararon a través de una
dilucién serial de 1.5 veces en regulador de pH de bloqueo. Se
transfectaron 100 ul de muestras diluidas o estandares por duplicado
para la placa cubierta y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de |la incubacidn, las placas se lavaron tres veces
con regulador de pH de lavado y subsecuentemente se incubaron
durante 1 horas con 100 ul con IgG anti-humano de cabra kappa de
cadena ligera conjugado con peroxidasa (Cat. N° A-7164, SIGMA)
diluido a 1/4000 en regulador de pH de bloqueo. Las cavidades de
control recibieron 100 pul de regulador de pH de bloqueo o0 medio de
cultivo normal concentrado. Después del lavado, se realizd la
cuantificacidn colorimétrica del enlace de peroxidasa en la muestra y
las cavidades estandares, utilizando un Equipo de Substrato de
Peroxidasa EIA TMB (Cat. N° 172-10687, Bio-Rad) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La mezcla de peroxidasa se agregé a 10
ul por cavidad y se incubé durante 30 minutos a temperatura
amblente en la oscuridad. La reaccién colorimétrica se detuvo

mediante la adicién de 100 ul de 1M de &cido sulfdrico y la
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absorbancia en cada cavidad se leyd a 450 nm, utilizando un lector
de placas ELISA (Modelo 3350-UV, BioRad).

Con un coeficiente de correlacién de 0.898 para la curva
ostdndar de I1gG, se determinaron las siguientes concentraciones
para los cuatro concentrados de cultivo diferentes (aproximadamente
250-300 veces concentrado) obtenidos de células COS transfectadas:

VHE/humV1 sobrenadante = 8.26, ug/ml

VHE/humV2 sobrenadante = 6.27, ug/mi
VHQ/humV1 sobrenadante = 5.3, ug/ml
VHQ/humV2 sobrenadante = 5.56, ug/ml

Anélisis de Cromatografia de Exclusién de Tamafio (SEC)

Los anticuerpos purificados de afinidad VHE/humV1,
VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2 se analizaron a través de
Cromatograffa de Exclusion de Tamafio (SEC) sobre un TSKgel Super
SW3000SWXL con el fin de determinar el contenido de proteina, el
porcentaje de agregados pequefios (anticuerpos oligoméricos) asli
como seglin sea posible a travée de, y productos de degradacién.
Los cromatogramas muestran que para VHE/humV1, VHE/humV2,
VHQ/humV1 y VHQ/humV2 el pico principal esta dividido y que ia
separacion es mds pronunciada para grupos con cadena pesada E
(Figura 12). Los resultados sugieren que hay por lo menos dos
moléculas con un tiempo de retencién tipico para un anticuerpo 1gG

presente en cada muestra.

h



10

15

20

25

75

SDS-PAGE bajo condiciones de reduccién

El andlisis de moléculas de enlace CD45RO/RB VHE/humV1,
VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2 a través de SDS-PAGE bajo
condiciones de reduccién (gel gradiente, 4 a 20% de Tris-gel de
Glicina, Novex) muestra la presencia de una banda adicional
inesperada, migrando levemente por arriba de Ila banda
correspondiente a la banda de cadena pesada de cada muestra. La
diferencia en masa se .estim como estando en el rango de 2 a 4
kDa. El analisis de Tincién Western revela que la banda superior se
reconoce a través de los anticuerpos anti-humanos (H + L)

sugiriendo que la banda adicional es una variante de cadena pesada.

Cromatografia de Intercambio de Catién (CEX)

La heterogenicidad de carga se evalué a través de
cromatografia de intercambio de catién (CEX) utilizando una columna
PolyCatA (PolyLC Inc). Ya que el mAb quimérico estda esencialmente
libre de heterogenicidad de carga diferente de las variantes de lisina
C-terminal, todas las moléculas de enlace CD45RO/RB humanizadas,
es decir, VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2, se
encontré que son muy heterogéneas en carga. Una razdn comun para
la heterogenicidad de carga en anticuerpos es |la presencia/ausencia
de Lys en el extremo C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo
dando como resultado tres picos en CEX. El nimero mds alto de
picos visibles en cada cromatograma (<10; Figura 13) indica que por

lo menos una modificacién adicional estd presente en las cuatro
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moléculas enlace CD45R0O/RB.

SDS-PAGE

Con el fin de evaluar las diferencias moleculares entre las dos
especies de anticuerpo encontradas en los grupos de proteinas de
VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2, VHE/humV2 se
selecciona para ser adicionaimente analizado. Los dos picos SEC de
VHE/humV2 se recolectaron en un modo semi-preparativo y se
volvieron a analizar a través de SEC para confirmar su pureza. Las
fracciones recolectadas por SEC (Fraccién 1 y Fraccidon 2) después
se analizaron mediante SDS-PAGE bajo condiciones de reduccién. La
proporcién de la banda adicional inesperada a alrededor de 48 kDa
os diferente entre las dos fracciones. La fraccién 2 esta casi libre de

esta banda més alta adicional.

Espectrometria de Masa ESI-Q-TOF

Las fracciones SEC F1, F2 y e | grupo de la protelna de
VHE/humV2 después se analizaron adicionalmente a través de
espectrometria de masa ESI|- Q-TOF. En los espectrogramas del
grupo de proteinas y la Fraccién 2, se observaron los mismos grupos
de seflales. El primer grupo de sefiales a aproximadamente 148'000
Da, se encontré en el grupo de protelnas y la Fraccién 2, no se
detectéd en la Fraccién 1. En la Fraccién 1, se detectd un segundo
grupo de sefiales (a aproximadamente 150'300 Da) ademés de otro

grupo de sefiales a alrededor de 152'500 Da. EI segundo grupo de

3?2}
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seflales a alrededor de 150'320 Da no puedo ser correlacionado con
ninguna forma de anticuerpo usuaimente observada. Estos hallazgos
sugieren que los dos picos en SEC y las dos bandas superiores en
SDS-PAGE reducido corresponden a cada una de la variantes de una

proteina no esperada.

Cromatografia de Fase Inversa

Para obtener un patrén menos complejo en especirometria de
masa, las cadenas de anticuerpo adem#as se analizan de manera
separada. Las fracciones se reducen y se alquilan. Con el fin de
confirmar el grado de complecién de las reacciones, las muestras
reducidas y alquiladas se analizan a través de cromatografia de fase
inversa (RP) (SORBAX, Poroshell 300SB-C8). Después de I[a
reduccién y la alquilacién, la forma del pico es casi igual que
solamente después de |a reduccién. Se observé un cambio en el
tiempo de retencién. Se obtuvieron patrones similares para las
muestras reducidas y alquiladas de la Fraccién 1 y la Fraccién 2
SEC. La muestra del grupo de proteinas VHE/humV2, Fraccién 1 SEC
y Fraccién 2 SEC (reducida y alquilada) se analizé con
espectrometria de masas ESI|-Q-TOF. Varios picos de masa se
pueden asignar a las formas de anticuerpo esperadas. Los mismos
picos principales se encuentran en todas las tres muestras (grupo de
proteinas, F1 y F2) pero sus intensidades en la Fraccién 2 son muy

bajas (Figura 14).
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Andlisis de carbohidratos de variantes de cadena pesada

El anticuerpo reducido y alquilado se inyectd en una columna
de cromatografla de fase inversa (RP) y se recolectaron los dos
picos correspondientes a las variantes de cadena pesada. Después
se determinan las caracteristicas del oligosacarido de estos
anticuerpos fraccionados RP. Entre los residuos de oligosacaridos
G0 y G1 anticipados encontrados en todas las muestras, se
detectaron varios otros picos en el cromatograma de la Fraccién 1
(también son detectables rastros de esos picos en los
cromatogramas de Fraccién 2 y el grupo de proteinas).

Los resultados tomados juntos sugieren que una especies de
anticuerpo mds grande contiene glicosilacién adicional, no
tipicamente encontrada en anticuerpos monoclonales expresados
SP2/0, contando para la diferencia de masa. Ya que |a glicosilacién
compleja grande encontrada a través del analisis del carbohidrato y
espectrometrfa de masa serla muy poco probable para el sitio
conservado de glicosilacién en la regidn constante del anticuerpo,
se hace una busqueda de otros sitios posibles en la secuencia de
aminoacido de los anticuerpos humanizados. Se identificé un sitio
potenial (N73) para la N-glicosilacién (N-X-S) en el dominio variable

de las dos variantes de cadena pesada.

Fraccionamiento preparativo a través de CEX
Se llevaron a cabo andlisis adicionales utilizando material

purificado del grupo VHE/humV1. Para reducir la heterogenicidad del
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material, el anticuerpo N-terminal se fracciond a través de
cromatografla de intercambio de cation preparativa utilizando SP
Sepharose (Pharmacia). La columna se equilibr6 con 25 mM de
regulador de pH de fosfato de sodio, pH 8.0 (= regulado de pH A) y
el enlace de la protelna se eluydé con 250 mM de NaCl en regulador
de pH A (= regulador de pH B; gradiente de 0-85% B). La pureza de
las fracciones se analizé utilizando CEX. Las fracciones recolectadas
se volvieron a inyectar en la columna SEC para buscar una
correlacién entre los resultados obtenidos con las dos técnicas. El
cromatograma indica que el primer grupo de picos en CEX se
correlaciona con el pre-pico en el andlisis SEC del anticuerpo, ese
segundo grupo de picos en CEX conduce junto con el primer pico en
el andlisis SEC del grupo de protelnas (0 Fraccién 1), y ese ultimo
pico en CEX se eluye como el Gltimo pico en SEC (Fraccidn 2).

En conclusién, los resultados descritos anteriormente (perfil de
oligosacarido para las Fracciones 1 y 2 SEC, el patrén CEX obtenido
después de |la descarboxilacién, el patrén SEC obtenido para las
fracciones recolectadas en CEX, l|la espectrometirla de masa
fuertemente sugiere la presencia una especie de anticuerpo con
oligosacaridos complejos causando a) heterogenicidad de masa,
conduciendo a un doble pico en SEC y b) la banda doble de cadena
pesada con heterogenicidad de carga SDS-PAGE reducida,

conduciendo al patrén CEX.
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Caracterizacién analitica de fracciones CEX

Ya que las especies de anticuerpo grandes se eluyen primero
en CEX, mostrando que estdn menos positivamente cargadas, la
presencia de dcido sidlico (un componente de Ia glicosilacién
compleja y negativamente cargadas) se mide en las diferentes
fracciones obtenidas a través de CEX de preparaci_én. Se encontré
que el acido sidlico estd presente en las cuatro muestras para variar
los grados. Se encontrd que el dcido sidlico es més probablemente la
forma dcido N-glicolil-neuraminico (basado en el tiempo de
retencién més corto seglin comparado con el édcido N-acetil-
neuraminico estdndar). La presencia muy baja de acido sidlico en
una fraccién CEX en coniraste con su muy alta abundancia en otra
fraccién CEX fuertemente sugiere que el componente de azucar
negativamente cargado contribuye a Ia heterogenicidad de
masa/carga. Las fracciones CEX se analizaron a través de

espectrometria de masa ESI-Q-TOF.

SDS-PAGE

Las mismas fracciones también se analizaron a través de SDS-
PAGE bajo condiclones de reduccién. Se puede concluir que la banda
de cadena pesada superior corresponde a la porcién de un
anticuerpo con un perfil de oligosacérido complejo conteniendo &cido
sidlico. La banda de cadena pesada inferior corresponde al
anticuerpo esperado que despliega un perfil de oligosacérido

convencional.
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Separacién en una columna Mono-S de fracciones CEX digeridas en
papaina

Con el fin de confirmar el uso del sitio potencial de
glicosilacién en el dominio variable de la cadena pesada, se tratd
alrededor de 1 mg de cada fraccién CEX con papaina para separar la
parte Fab y la Fc del anticuerpo. Se llevd a cabo cromatografia
preparativa en una columna Mono-S. Cada una de las sub-fracciones
recolectadas se volvié a inyectar en la columna RP para identificar
su contenido en términos de dominios Fab y/o Fc. Cada una de las
sub-fracciones recolectadas después se analizé con espectrometria
de masa ESI-Q-TOF. Los resultados obtenidos muestran que a) el
sitio conservado de glicosilacién en la parte Fc de la cadena pesada
estd ocupado por la formas del oligosacarido bi-antena sin ninguna
(GO), una (G1) o dos(G2) unidades de galactosa terminales; b) que
en contraste, el sitio irregular de glicosilacion (N73) Illeva
oligosacéaridos complejos conteniendo acido N-glicolil neuraminico.

En conclusién, el residuo de asparagina N73 en el dominio
variable de la cadena pesada se encontré que estd parcialmente N-
glicosilado. Estas especies de azlcar causan 1a heterogenicidad de
masa asi como heterogenicidad de carga que se detecta a través de
SDS-PAGE, cromatografla de exclusidn de tamafio y cromatografia

de intercambio de catién.

Caracterizacién de VHE-N73D/humV1

Con el fin de eliminar la heterogenicidad de los anticuerpos
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VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2 humanizados, el
residuo de asparagina en la posicién N73 en el dominio variable de
cadena pesada se substituye por un residuo de &cido aspartico (ver

ejemplo 4). El VHE-N73D/humV1 después se analiz6 adicionalmente:

Andlisis de Cromatografia de Exclusién de Tamaflo (SEC)

SEC se llevd a cabo como se describid anteriormente. Se
observé una clara distancia entre VHE/humV1 y VHE- N73D/humV1
en SEC. En contraste con el pico doble obtenido para VHE/humV1,
solo se obtuvo un pico para VHE-N73D/humV1 (Figura 12).
Aproximadamente 0.2% de agregados se cuantificador a través de

SEC.

SDS-PAGE bajo condiciones de reduccion

Se analizaron adicionalmente VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1
a través de SDS-PAGE bajo condiciones de reduccién como se
describié anteriormente. Solamente es visible una banda para VHE-
N73D/humV1 en la posicion de cadena pesada esperada (HC)
(alrededor de 50 kDa). La banda HC observada para VHE-
N73D/humV1 corresponde a la banda inferior del doblete observado
para VHE/humV2. La posicién de |la banda de cadena ligera es la

misma para las proteinas analizadas.

Cromatografia de Intercambio de Catién (CEX)

Se llevé a cabo la cromatografla (CEX) como se describié
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anteriormente. Los resultados obtenidos para el andlisis CEX
muestran que la heterogenicidad de carga de VHE-N73D/humV1 estéa
reducida en comparacién con la heterogenicidad de carga alta de

VHE/humV2 (>10; Figura 13)

Anélisis MALD! TOF (espectrometiria de masa)

La masa detectada para la cadena pesada y |la cadena ligera
obtenidas a través de un andlisis MALDI TOF (espectrometria de
masa) van de acuerdo con |la masa esperada, deducida de la

secuencia de aminoacido de VHE-N73D/humV1.

Cromatografia de Fase Inversa (RP)

Después de Ia reduccién con DDT los dos anticuerpos
humanizados VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1 se analizaron a través
de cromatografia de Fase Inversa (RP). Debido a la glicosilaciéon
parcial sobre asparagina N73, se observaron dos “cadenas pesadas”
para VHE/humV2 (pico doble a alrededor de 18.5 minutos) entre el
pico correspondiente a |la cadena ligera (alrededor de 17.3 minutos).
Para VHE-N73D/humV1, solamente se observé un pico para la

cadena pesada (Figura 14).

EJEMPLO 6

Andlisls de competencia FACS (afinidad de enlace)

La linea de células T PEER se eligid como la célula objetivo
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para el andlisis FACS porque expresa el antigeno CD45 en su
superficie de célula. Para analizar la afinidad de enlace de los
sobrenadantes de un anticuerpo humanizado, los experimentos de
competencia utilizando el anticuerpo quimérico marcado como FITC
como una referencia se llevaron a cabo y se compararon con la
inhibicién del anticuerpo de ratén purificado y del anticuerpo
quimérico. Los cultivos de célula PEER se centrifugaron durante 10
segundos a 3000 rpm y el medio se removi6. Las células se volvieron
a suspender en regulador de pH FACS buffer (PBS conteniendo 1%
de FBS y 0.1% de azida de sodio) y se sembraron en una placa de
microtitulacién de fondo redondo de 86 cavidades a una densidad de
célula de 1 x 10° por cavidad. La placa se centrifugé y el
sobrenadante se descartdé. Para los estudios de bloque, primero se
agregaron 25 ul de medio no transfectado concentrado o anticuerpo
de control comparado con el isétopo (controles negativos),
anticuerpo de ratén no marcado o anticuerpo quimérico (controles
positivos), asl como el sobrenadante concentrado conteniendo las
varias combinaciones de un anticuerpo humanizado {muestras) en
cada cavidad a las concentraciones indicadas en el texto. Después
de 1 hora de incubacién a 4°C, las células PEER se lavaron con 200
ul de regulador de pH FACS a través de centrifugacién. Las células
subsiguientemente se incubaron durante 1 hora a 4°C con el
anticuerpo quimérico conjugado con FITC en 25 ul de regulador de
pH FACS a la concentracidn final de 20 ug/ml. Las células se lavaron

y se volvieron a suspender en 300 ul de regulador de pH FACS
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conteniendo 2 pg/ml de yoduro de propidio, lo cual permitié activar
las cédlulas viables. Las preparaciones de célula se analizaron en un
citdmetro de flujo (FACSCalibur, Becton Dickinson).

Los andlisis FACS indican un bloqueo dependiente de dosls del
anticuerpo quimérico marcado con fluorocromo a través de
sobrenadantes de cultivo del anticuerpo humanizado concentrado. No
se viéd ningun bloqueo dependiente de Ila dosis del enlace del
anticuerpo quimérico con el anticuerpo de control comparado con el
is6topo, lo que ‘indica que el efecto de bloque a través de las
combinaciones de anticuerpo humanizado diferentes son especlificas
de epltopo y la especificidad del epltopo parece que es retenida
después del proceso de humanizacién.

El sobrenadante no diluido de los transfectantes SP2/0 isétopo
anteriormente mencionados o0 anticuerpo quimeérico (controles
negativos) o anticuerpo de control comparado con el a 2 pg/ml en
medio de cultivo se incubaron con 1.5 x 10° células PEER en 100 pl
durante 30 minutos a 4°C. Después, se agregaron 100 ul de PBS
conteniendo el anticuerpo quimérico marcado como FITC a cada
muestra y la incubacién a 4°C continué durante otros 30 minutos.
Después del lavado, las células se volvieron a suspender en FACS-
PBS conteniendo 1 pg/ml de 7-Amino-Actinomicina D y se analizaron
a través de citometria de flujo utilizando un instrumento FACSCallbur
de Becton Dickinson y el Software CellQuest Pro. La activacién fue

sobre las células vivas, es decir eventos negativos de 7-Amino-

Actinomicina D

f
70
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Los anélisis FACS muestran que las moléculas de enlace
CD45RB/RO humanizadas no marcadas, por ejemplo VHE/humV1 y
VHQ/humV1 pero no el anticuerpo de control comparado con isdétopo
compiten con el anticuerpo quimérico marcado FITC para en enlace

con la linea de células T PEER CD45-positivas.

Espoecifticidad de VHE-N73D/humV9

Para evaluar si la modificacion de la molécula de enlace
VHE/humV1 CD45R0/RB humanizada, es decir el intercambio de la
asparagina por aspartato en la posicién de aminoacido 73 de Ila
cadena pesada de |la molécula de enlace CD45R0O/RB, modificé la
reactividad con el epltopo cognado, la reactividad de VHE-
N73D/humV1 con la |lInea de célula T humana PEER que expresa
CR45 ge analizdé en un experimento de enlace de competencia.

Las células PEER se incubaron con VHE-N73D/humV1, con sus
predecesores quiméricos o con un anticuerpo 19G1 de control de
isdtopo no de enlace. El anticuerpo no enlazado se lavd y las células
se sometieron a una incubacién con un anticuerpo de control IgG1 de
isétopo marcado con FITC o mAB anti-CD45R0/RB quimérico
marcado con isotiocianato de filuorescelna de fluorocromo (FITC).
Después del lavado, las células se sometieron a andlisis de
citometria de flujo para cuantificar la cantidad de anticuerpo
marcado FITC se enlazé a la célula PEER pre-incubada: los cultivos
de células PEER se centrifugaron durante 10 minutos a 400 veces !a

fuerza de gravedad estadndar (g), y el medio se removid. Las células
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se volvieron a suspender en regulador de pH FACS (PBS conteniendo
1% v/v de FBS, 0.1 p/v de EDTA y 0.1% p/v de azida de sodio) y se
sembraron en placas de microtitulacion de fondo en V de 86
cavidades a una densidad de célula de 1 x 10°® células por cavidad.
La placa se centrifugd y el sobrenadante se descarté. Cada muesira
de células se incubd durante 30 minutos a 4°C en 50 pl de regulador
de pH FACS conteniendo 20 pg/ml de ya sea mAb anti-CD45RO/RB
quimérico, VHE-N73D/humV1 o Ab de control 1gG1. Enseguida las
células PEER se lavaron dos veces con 150 ul de regulador de pH
FACS a través de centrifugacion. Las células subsecuentemente se
incubaron durante 30 minutos a 4°C en 50 pul de regulador de pH
FACS conteniendo 20 pg/ml de ya sea mAB quimérico conjugado con
FITC o Ab de control 3G5 conjugado con FITC. Finalmente, las
células se lavaron y se volvieron a suspender en200 pl de regulador
de pH FACS conteniendo 7-amino actinomicina D (7-AAD) a 1 pg/ml,
lo cual permitié la identificacion de células viables durante el
andlisis. Las preparaciones de célula se analizaron en un citémetro
de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson).

Se observé que el VHE-N73D/humV1 no marcado y el mAB
anti- CD45RO/RB quimérico no marcado pero no el anticuerpo I1gG1
previenen que el mAb anti- CD45RO/RB quimérico marcado FITC se
enlace a células PEER que expresan CD45 seglin determinado por
una disminucién en la seflal fluorescente. En conclusiéon, se
encuentra que la modificacion del anticuerpo VHE/humV1 a VHE-

N73D/humV1 no cambia la especificidad del epltopo de la molécula
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Afinidad de VHE-N73D/humV1 para CD4 nomolgus o human

Para determinar la afinidad del anticuerpo VHE-N73D/humV1
para su epitopo, la reactividad de VHE-N73D/humV1 con una linea de
células T PEER que expresan CD45 humano o la linea de células T
HSC-F que expresan CD45 de mono cynomolgus se puede cuantificar
en un experimento de wenlace de competencia, similar al
procedimiento descrito en Daley y otros., 1895; J. Mol. Biol. 253:
243.

Brevemente, la intensidad de la tincidn de las células PEER o
HSC-F con el anticuerpo marcado FITC en presencia de varias
concentraciones del anticuerpo competidor no marcado se utilizé
para calcular las afinidades de los anticuerpos no marcados. Mas
precisamente, en un primer paso, se midié la concentracién y la
estoiquiometria de marcacién de fluorocromo de la molécula de
enlace CD45RB/RO A8 (mA8) anti-humana derivada de ratén marcada
con FITC. Enseguida, la concentracién de la molécula objetivo,
CD45, en la superficie de la llnea de células PEER o HSC-F se
determina con la ayuda del anticuerpo mAS8 yes conjugado con FITC
(anti-huCDer derivada de ratén) y utilizando perlas fluorescentes con
un grado de marcacién molecular conocido. Con la concentracién de
los receptores CD45 celulares y sus ligandos conjugados FITC
conocidos, la afinidad de mAS8 conjugado con FITC para receptores

CD45 celulares se determina a través del procedimiento de titulacién
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de equilibrio basado en FACS. Finalmente, la afinidad del anticuerpo
no marcado VHE-N73D/humV1 se determina partir de las
reacciones de tincién de competencia con mA8 conjugado con FITC o
células PEER o HSC-F midiendo el incremento en la fluorescencia
FITC como una funcién de la concentracién total de VHE-
N73D/humV1t. Si la ecuacién cubica que representa la descripcién
algebraicamente explicita del equilibrio del enlace en una mezcla de
dos ligados en competencia que se enlazan a un receptor, se
implementa en el programa Origin 7.5, el programa de software se
utilizd para calcular el valor de la constante de disociacién (Kd) para
VHE-N73D/humV1 sobre los anélisis de ajuste de la curva repetitiva.

En un experimento la constante de disociacién de VHE-
N73D/humV1 para el objetivo celular PEER se calculd como 2.44
+0.07 nM, para el objetivo de la célula HSC-F cynomolgus se calculé
como 1.67 £ 0.00 nM, asumiendc el enlace deal anticuerpo divalente a

las moléculas objetivo CD45RO/RB.

EJEMPLO 7
Actividades Blolégicas de las moléculas de enlace CD46EB/RO

En este estudio, se condujeron si el anticuerpo quimérico
CD45RB/RO, cuando estd presente en los cultivos de células T
humanas primarias policlonalmente activadas (i) soportan la
diferenciacién de células T con un fenotipo T, caracteristico, (ii)

previene o mejora la apoptosis después de la activacion de la céiula
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T, y (iii) afecta la expresidn de los antigeno y receptores especificos

del subgrupo después de ia re-estimulacién.

El anticuerpo de enlace CD45RB/RO mejora la muerte de la
célula en células T Primarias de células T policlonalmente
activadas

Se sometieron células T primarias (mezcla de subgrupos T de
CD4' y CD8*) a activacién a través de mAb anti-CD3 mas anti-CD28
(200 pg/ml cada uno) en presencia o ausencia (=control) del
anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO. Los anticuerpos en
exceso se removieron a través de lavado en el dla 2. Se utilizé 7-
amino-actinomicina D (7-AAD) como un colorante de tincién de ADN
absorbido por las células apoptéticas y necréticas para medir la
muerte de la célula despuds de la activacién. Los resultados
muestran que la activacién de las células T en la presencia del
anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO incrementd la fraccién
de las células positivas 7-AAD al doble en el dia 2 después de la
activaciéon. En el dia 7, la porcién de las células positivas 7-AAD otra
vez fue similar en los cultivos de control y tratados con el anticuerpo

quimérico de enlace CD45RB/RO

El anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO pero no las
células T tratadas con mAb de control despllegan un fenotipo de
célula reguladora T (Treg)

La expresion aumentada de CD25 y la proteina reguladora
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negativa CTLA-4 (CD152) es un marcador de células Treg. La
supresion funcional de células T primarias y secundarias a través del
anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO puede deberse a la
induccién de las células Treg. Para conducir este aspecto, la células
T cuando se activan a través de mAbs anti-CD3" CD28 en presencia
del anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO o mAb de control
anti-LPS. El curso del tiempo de la expresién de CTLA-4 y CD25
revela diferencias marcadas entre los controles y las células T
tratadas con el anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO en los
dias 1 y 3 después de la estimulacién secundaria, indicando un

fenotipo Treg.

La expreslén CTLA-4 intracelular se sustenta en Ila
presencia del antlcuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO

Se ha reportado que las cantidades substanciales de CTLA-4
también pueden encontrarse intracelularmente. Por consiguiente, en
paralelo a la tincién CTLA-4 de superficie, se analizé la expresidn
CTLA-4 extracelular. Se vieron diferencias moderadas entre los
cultivos de células T en el dla 4 después de la estimulacion.
Después de un cultivo prolongado, sin embargo, se sustentaron aitos
niveles de CTLA-4 intraceiular solamente en células T tratadas con
el anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO pero no el células T

de control.

Las Células T tratadas con el anticuerpo quimérico de
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enlace CD45RB/RO se convierten en positivas dobles para CD4 Y
CD8

Después de la estimulacién, las células T inducen y regulan
hacia arriba la expresién de varios receptores de superficie, tales
como CD25, CD152 (CTLA-4), CD154 (Ligando CD40) y otros. En
contraste, el nivel de expresién de CD4 o CD8 se cree que
permanece relativamente constante. Se observo de forma
reproducible un fuerte aumento de ambos antigenos CD4 y CD8 en
células T tratadas con el anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO
pero no en células T tratadas con Ab después de la activacion. La
emergencia de una poblacién de células T positivas dobles CD4/CD8
parece que es debido a la regulacién hacia arriba del subgrupo CD4
en el subgrupo CDB8+ y al contrario en CD8 en el subgrupo CD4+,
Esto contrasta con un porcentaje moderadamente bajo de células t

positivas dobles en cultivos de control.

Expresién alta de la cadena alfa del receptor IL-2, pero
expresién muy baja de la cadena beta a través de células T
tratadas con el anticuerpo quimérico de enlace CD45S§RB/RO

Se sabe que las células Treg son constitutivamente positivas
para CD25, la cadena alfa del receptor IL-2. La regulacién de otros
subgrupos del receptor IL-2 trimérico en células Treg no es conocida.
Recientemente se compard |la expresidén de la cadena beta del
receptor IL-2, por ejemplo CD122, en células T activadas y propagas

en presencia o ausencia del anticuerpo qulmérico de enlace

D
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CD45RB/RO. Los resultados muestran que las células T tratadas con
el anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO tienen cerca de 10
veces una expresién méas baja de CD122 comparado con |as células T
en los cultivos de control. Esta diferencia puede indicar que las
células Treg requieren de factores diferentes de I[L-2 para

proliferarse.

EJEMPLO 8
Secuencias de la Invenclidn (las secuenclas CDR de la invencién
ostdn subrayadas)
EC ID NO:1
Parte de la secuencia de aminoécido de cadena ligera quimérica
DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQNIGTSIQWYQQRTNGSPRLLIRSSSESISGIPSRFSG
SGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQSNTWPFTFGSGTKLEIK

EC ID NO:2
Parte de la secuencia de aminodcido de cadena pesada quimérica
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTNYIIHWVKQEPGQGLEWIGYFNPYNHGTKY
NEKFKGRATLTADKSSNTAYMDLSSLTSEDSAIYYCARSGPYAWFDTWGQGTTVTVSS

EC ID NO:3
Secuencla de aminoidcido de cadena ligera quimérica
DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQNIGTSIQWYQQRTNGSPRLLIRSSSESISGIPSRFSG
SGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQSNTWPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS

GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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SEC ID NO:4

Secuencia de aminoéicldo de cadena pesada quimérica
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTNYIIHWVKQEPGQGLEWIGYFNPYNHGTKY
NEKFKGRATLTADKSSNTAYMDLSSLTSEDSAIYYCARSGPYAWFDTWGQGTTVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID NO:5

Secuenclia de nucledétido que codifica un polipéptido de SEC ID
NO:1
GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCA
GTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGGTATCAACAAAGA
ACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGGATCCCT
TCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGA
GTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTCGG
CTCGGGGACCAAGCTTGAAATCAAA

SEC ID NO:6

Secuenclia de nucleétido que codifica un pollpéptido de SEC ID
NO:2
GAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGACCTGAACTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
ATGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA

o

A
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GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAAATCCTCCAACACA
GCCTACATGGACCTCAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGATCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

SEC ID NO:7
Parte de secuencla de aminoécido de cadena ligera humanizada
designada humV2 (humV2 = Vi m)

DILLTQSPAT LSLSPGERAT FSCRASQNIG TSIQWYQQKT NGAPRLLIRS SSESISGIPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ SNTWPFTFGQ GTKLEIK

SEC 1D NO:8

Parte de secuencia de aminoécido de cadena ligera humanizada
designada humV1 (humV1 = VLh)

DILLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQNIG TSIQWYQQKP GQAPRLLIRS SSESISGIPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ SNTWPFTFGQ GTKLEIK

SEC ID NO:9

Parte de secuencia de aminodcido de cadena pesada humanizada
designada VHE

EVQLVESGAE VKKPGASVKV SCKASGYTFT NYIIHWVKQE PGQGLEWIGY
FNPYNHGTKY NEKFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTWGQ GTTVTVSS
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SEC ID NO:10

Parte de secuencia de aminoécido de cadena pesada humanizada
designada VHQ

QVQLVESGAE VKKPGASVKV SCKASGYTFT NYIIHWVKQE PGQGLEWIGY
FNPYNHGTKY NEKFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTWGQ GTTVTVSS

SEC ID NO:11

Secuenclia de nucleétido que codifica la secuencia de aminoécido
SEC ID NO:9
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGAGCCGAAGTGAAAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAAACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCGCTCTGAGGACACTGCGGTCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

SEC ID NO:12

Secuencla de nucledtido que codifica la secuencia de aminoédcido
SEC ID NO: 10
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGAGCCGAAGTGAAAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATITAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAAACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCGCTCTGAGGACACTGCGGTCTACTACTGTGCAA
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GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

SEC ID NO:13

Secuencla de nucleétido que codlfica la secuencla de aminoécido
SEC ID NO: 7
GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTTTCTCCTGCAGCGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGGTATCAACAAAAA
ACAAATGGTGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGGATCCC
TTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTCTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

SEC ID NO:14

Secuencla de nucledtido que codifica |la secuencia de aminoécido
SEC ID NO: 8
GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGGTATCAACAAAAA
CCAGGTCAGGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGGATCCC
TTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTCTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATrACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

SEC ID NO:15

Secuencla de nucleétido del vector de expresién HCMV-G1 HuA6-
VHQ
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(Secuencla de ADN Completa de un vector de expresién de
cadena pesada que comprende SEC ID NO: 12 (VHQ) de 3921-
4274)
AAGCCTCCTC ACTACTTCTG

1 AGCTTTTTGC AARAGCCTAG GCCTCCAARA

10

15

20

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

GAATAGCTCA

TTAGTCAGCC

GGGATGGGCG

CATGCTTTGC

AGATGCATGC

ACACCCTAAC

ACGGTGAAAA

CTGTAAGCGG

TGTTGGCGGG

GAGTGTATAC

TGCACCATAT

CGCATCAGGC

CGTTCGGCTG

TATCCACAGA

CAGCAARAAGG

TAGGCTCCGC

GGTGGCGAAA

AGCTCCCTCG

GTCCGCCTTT

GAGGCCGAGG

ATGGGGCGGA

GAGTTAGGGG

ATACTTCTGC

TTTGCATACT

TGACACACAT

CCTCTGACAC

ATGCCGGGAG

TGTCGGGGCG

TGGCTTAACT

GCGGTGTGAA

GCTCTTCCGC

CGGCGAGCGG

ATCAGGGGAT

CCAGGARCCG

CCCCCTGACG

CCCGACAGGA

TGCGCTCTCC

CTCCCTTCGG

CGGCCTCGGC

GAATGGGCGG

CGGGACTATG

CTGCTGGGGA

TCTGCCTGCT

TCCACAGCTG

ATGCAGCTCC

CAGACAAGCC

CAGCCATGAC

ATGCGGCATC

ATACCGCACA

TTCCTCGCTC

TATCAGCTCA

AACGCAGGAA

TAARRAGGCC

AGCATCACAA

CTATAAAGAT

TGTTCCGACC

GAAGCGTGGC

CTCTGCATAA

AACTGGGCGG

GTTGCTGACT

GCCTGGTTGC

GGGGAGCCTG

CCTCGCGCGT

CGGAGACGGT

CGTCAGGGCG

CCAGTCACGT

AGAGCAGATT

GATGCGTAAG

ACTGACTCGC

CTCAAAGGCG

AGAACATGTG

GCGTTGCTGG

AAATCGACGC

ACCAGGCGTT

CTGCCGCTTA

GCTTTCTCAT

ATAAAARRRA

AGTTAGGGGC

AATTGAGATG

TGACTAATTG

GGGACTTTCC

TTCGGTGATG

CACAGCTTGT

CGTCAGCGGG

AGCGATAGCG

GTACTGAGAG

GAGAAAATAC

TGCGCTCGGT

GTAATACGGT

AGCAAAAGGC

CGTTTTTCCA

TCAAGTCAGA

TCCCCCTGGA

CCGGATACCT

AGCTCACGCT
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1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101

2151

GTAGGTATCT

CACGAACCCC

TCTTGAGTCC

CTGGTAACAG

TTGAAGTGGT

CTGCGCTCTG

GATCCGGCAA

CAGCAGATTA

TTCTACGGGG

TGGTCATGAG

AAATGAAGTT

CAGTTACCAA

TTCGTTCATC

CGGGAGGGCT

ACGCTCACCG

CCGAGCGCAG

AATTGTTGCC

CAACGTTGTT

GTATGGCTTC

TCCCCCATGT

TGTCAGAAGT

TGCATAATTC

GGTGAGTACT

TTGCTCTTGC

CAGTTCGGTG

CCGTTCAGCC

AACCCGGTAA

GATTAGCAGA

GGCCTAACTA

CTGAAGCCAG

ACAAACCACC

CGCGCAGAAA

TCTGACGCTC

ATTATCAAAA

TTAAATCAAT

TGCTTAARTCA

CATAGTTGCC

TACCATCTGG

GCTCCAGATT

AAGTGGTCCT

GGGARGCTAG

GCCATTGCTG

ATTCAGCTCC

TGTGCAARAA

AAGTTGGCCG

TCTTACTGTC

CAACCAAGTC

CCGGCGTCAA

99
TAGGTCGTTC
CGACCGCTGC
GACACGACTT
GCGAGGTATG
CGGCT&CACT
TTACCTTCGG
GCTGGTAGCG
ARAAGGATCT
AGTGGAACGA
AGGATCTTCA
CTAAAGTATA
GTGAGGCACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT
TATCAGCAAT
GCAACTTTAT
AGTAAGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTCCCAAC
AGCGGTTAGC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTCTGAGAA

CACGGGATAA

GCTCCAAGCT

GCCTTATCCG

ATCGCCACTG

TAGGCGGTGC

AGAAGGACAG

AAAAAGAGTT

GTGGTTTTTT

CAAGAAGATC

AAACTCACGT

CCTAGATCCT

TATGAGTAAA

TATCTCAGCG

TCGTGTAGAT

GCAATGATAC

ARACCAGCCA

CCGCCTCCAT

TCGCCAGTTA

GGTGTCACGC

GATCAAGGCG

TCCTTCGGTC

ACTCATGGTT

TAAGATGCTT

TAGTGTATGC

TACCGCGCCA

GGGCTGTGTG

GTAACTATCG

GCAGCAGCCA

TACAGAGTTC

TATTTGGTAT

GGTAGCTCTT

TGTTTGCAAG

CTTTGATCTT

TAAGGGATTT

TTTAAATTAA

CTTGGTCTGA

ATCTGTCTAT

ARCTACGATA

CGCGAGACCC

GCCGGAAGGG

CCAGTCTATT

ATAGTTTGCG

TCGTCGTTTG

AGTTACATGA

CTCCGATCGT

ATGGCAGCAC

TTCTGTGACT

GGCGACCGAG

CATAGCAGAA
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2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

CTTTAAAAGT

AGGATCTTAC

CAACTGATCT

AAACAGGAAG

TGTTGAATAC

GGGTTATTGT

AACAAATAGG

TAAGAAACCA

GAGGCCCTTT

TGTGTGTTTG

TCATGTCGCG

AAARAATCGAT

TTTCTGTGTA

CGCGATATCT

CGACTTTGGT

ATATAGGTGA

AGCTGGCACA

CCATTAGCCA

TTGGCCATTG

GCTCATGTCC

TAATAGTAAT

CCGCGTTACA

ACCCCCGCCC

ATAGGGACTT

GCTCATCATT

CGCTGTTGAG

TCAGCATCTT

GCAARAATGCC

TCATACTCIT

CTCATGAGCG

GGTTCCGCGC

TTATTATCAT

CGTCTTCAAG

TCCGAARATAC

CGATAGTGGT

ATTTGAAARAT

ACTGATATCG

GGCGATAGCG

GACTTGGGCG

CAGACGATAT

TGGCCARTGC

TATTATTCAT

CATACGTTGT

AACATTACCG

CAATTACGGG

TAACTTACGG

ATTGACGTCA

TCCATTGACG

100
GGAAAACGTT
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAC
GCAAAAAAGG
CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC
GACATTAACC
AATTCAGCTT
GCGTTTTGAG
GTTTATCGCC
ATGGCATATT
CCATTTTTCC
CTTATATCGT
ATTCTGTGTG
GAGGCTATAT
ATATCGATCT
TGGTTATATA
ATCCATATCA
CCATGTTGAC
GTCATTAGTT
TAAATGGCCC
ATAATGACGT

TCAATGGGTG

CTTCGGGGCG

ATGTAACCCA

CAGCGTTTCT

GAATAAGGGC

TATTATTGAA

TGAATGTATT

GAAAAGTGCC

TATAAAAATA

GGCTGCAGTG

ATTTCTGTCG

GATAGAGATG

GAAAATGTCG

AAAAGTGATT

TTACGGGGGA

TCGCAAARTAT

CGCCGATAGA

ATACATTGAA

GCATAAATCA

TAATATGTAC

ATTGATTATT

CATAGCCCAT

GCCTGGCTGA

ATGTTCCCAT

GAGTATTTAC

AARARCTCTCA

CTCGTGCACC

GGGTGAGCAA

GACACGGAAA

GCATTTATCA

TAGAAAAATA

ACCTGACGTC

GGCGTATCAC

AATAATAAAA

CCGACTAAAT

GCGATATTGG

CCGATGTGAG

TTTGGGCATA

TGGCGATAGA

CGCAGTTTCG

GGCGACATCA

TCAATATTGG

ATATTGGCTA

ATTTATATTG

GACTAGTTAT

ATATGGAGTT

CCGCCCAACG

AGTAACGCCA

GGTAAACTGC
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3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

CCACTTGGCA

ACGTCAATGA

TTATGGGACT

TACCATGGTG

TTGACTCACG

TTGTTTTGGC

CGCCCCATTG

TAAGCAGAGC

CGCTGTTTTIG

GCTTGCCGCC

TGGCCCCCGG

GTGAAAAAGC

CACATTCACT

GCCTTGAATG

AATGAGAAGT

CACAGCCTAC

ACTACTGTGC

GGGACCACGG

AGCTTTCTGG

GCTAAGGTGA

GCCCAGACAC

TCTGCGCCCT

CTCTCTTGCA

CCTCCAAGAG

GTACATCAAG

CGGTAAATGG

TTCCTACTTG

ATGCGGTTTT

GGGATTTCCA

ACCARARATCA

ACGCAAATGG

TCGTTTAGTG

ACCTCCATAG

ACCATGGACT

CGCCCACAGC

CTGGGGCTTC

AATTATATTA

GATTGGATAT

TCAAAGGCAG

ATGGAGCTCA

AAGATCAGGA

TCACCGTCTC

GGCAGGCCAG

GGCAGGTGGC

TGGACGCTGA

GGGCCCAGCT

GCCTCCACCA

CACCTCTGGG

101

TGTATCATAT

CCCGCCTGGC

GCAGTACATC

GGCAGTACAT

AGTCTCCACC

ACGGGACTTT

GCGGTAGGCG

ARCCGTCAGA

AAGACACCGG

GGACCTGGAG

CAGGTGCAGC

AGTGAAGGTG

TCCACTGGGT

TTTAATCCTT

GGCCACACTA

GCAGCCTGCG

CCCTATGCCT

CTCAGGTGAG

GCCTGACCTT

GCCAGCCAGG

ACCTCGCGGA

CTGTCCCACA

AGGGCCCATC

GGCACAGCGG

GCCAAGTACG

ATTATGCCCA

TACGTATTAG

CAATGGGCGT

CCATTGACGT

CCAAAATGTC

TGTACGGTGG

TCGCCTGGAG

GACCGATCCA

GGTGTTCTGC

TGGTGGAGTC

TCCTGCAAGG

GAAGCAGGAG

ACAATCATGG

ACTGCAAACA

CTCTGAGGAC

GGTTTGACAC

TTCTAGAAGG

GGCTTTGGGG

TGCACACCCA

CAGTTAAGAA

CCGCGGTCAC

GGTCTTCCCC

CCCTGGGCTG

CCCCCTATTG

GTACATGACC

TCATCGCTAT

GGATAGCGGT

CAATGGGAGT

GTAACAACTC

GAGGTCTATA

ACGCCATCCA

GCCTCCGCAA

CTGCTGGCCG

AGGAGCCGAA

CCTCTGGATA

CCTGGTCAGG

TACTAAGTAC

AATCCATCAG

ACTGCGGTCT

CTGGGGCCAA

ATCCCARGCT

CAGGGAGGGG

ATGCCCATGA

CCCAGGGGCC

ATGGCACCAC

CTGGCACCCT

CCTGGTCAAG

X
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20

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

5501

5551

5601

5651

5701

5751

GACTACTTCC

CAGCGGCGTG

CCCTCAGCAG

TACATCTGCA

AGTTGGTGAG

CTCAGCGCTC

CAGCAAGGCA

CACTCATGCT

AGGCACAGGC

TGCTGGGCTC

ACCTAAGCCC

CTTCTCTCCT

CARATCTTGT

CCCAGGCCTC

TGCATCCAGG

CTTCCTCAGC

CCAAAACCCA

CGTGGTGGTG

ACGTGGACGG

CAGTACAACA

GGACTGGCTG

TCCCAGCCCC

GGGGTGCGAG

TGAGAGTGAC

CCGAACCGGT

CACACCTTCC

CGTGGTGACC

ACGTGAATCA

AGGCCAGCAC

CTGCCTGGAC

GGCCCCGTCT

CAGGGAGAGG

TAGGTGCCCC

AGACCTGCCA

ACCCCAAAGG

CCCAGATTCC

GACAAAARCTC

GCCCTCCAGC

GACAGGCCCC

ACCTGAACTC

AGGACACCCT

GACGTGAGCC

CGTGGAGGTG

GCACGTACCG

AATGGCAAGG

CATCGAGAAA

GGCCACATGG

CGCTGTACCA

102
GACGGTGTCG
CGGCTGTCCT
GTGCCCTCCA
CAAGCCCAGC
AGGGAGGGAG
GCATCCCGGC
GCCTCTTCAC
GTCTTCTGGC
TAACCCAGGC
AGAGCCATAT
CCAAACTCTC
AGTAACTCCC
ACACATGCCC
TCAAGGCGGG
AGCCGGGTGC
CTGGGGGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
TGTGGTCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCA
ACAGAGGCCG

ACCTCTGTCC

TGGAACTCAG

ACAGTCCTCA

GCAGCTTGGG

AACACCAAGG

GGTGTCTGCT

TATGCAGCCC

CCGGAGGCCT

TTTTTCCCCA

CCTGCACACA

CCGGGAGGAC

CACTCCCTCA

AARTCTTCTCT

ACCGTGCCCA

ACAGGTGCCC

TGACACGTCC

CGTCAGTICTT

CGGACCCCTG

TGAGGTCAAG

AGACARAGCC

GTCCTCACCG

CAAGGTCTCC

ARGCCAAAGG

GCTCGGCCCA

CTACAGGGCA

GCGCCCTGAC

GGACTCTACT

CACCCAGACC

TGGACAAGAA

GGAAGCCAGG

CAGTCCAGGG

CTGCCCGCCC

GGCTCTGGGC

AAGGGGCAGG

CCTGCCCCTG

GCTCGGACAC

CTGCAGAGCC

GGTAAGCCAG

TAGAGTAGCC

ACCTCCATCT

CCTCTTCCCC

AGGTCACATG

TTCAACTGGT

GCGGGAGGAG

TCCTGCACCA

AACAAAGCCC

TGGGACCCGT

CCCTCTGCCC

GCCCCGAGAA
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15
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5801

5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

6851

6501

6951

CCACAGGTGT

GGTCAGCCTG

TGGAGTGGGA

CCCGTGCTGG

GGACAAGAGC

ATGAGGCTCT

GGTAAATGAG

TCGCACGAGG

CAGCATGGAA

GATGGTTCTT

ATCTGATATC

CATGATAAGA

GAAAAAAATG

ACCATTATAA

TATGTTTCAG

ACCTCTACAA

ACATCAAATA

CACAATTTTT

AGTAAGAAAA

AGGTTACAGA

TCCTTTGTGG

AGCATGACTC

CTACCTTTCT

GCCTCATCAT

ACACCCTGCC

ACCTGCCTGG

GAGCAATGGG

ACTCCGACGG

AGGTGGCAGC

GCACAACCAC

TGCGACGGCC

ATGCTTGGCA

ATAAAGCACC

TCCACGGGTC

ATCGATGAAT

TACATTGATG

CTTTATTTGT

GCTGCAATAA

GTTCAGGGGG

ATGTGGTATG

TTCCTTATTA

GAGCATAGTT

AACAGTATGT

ATATTTTTCC

TGTAAATAGC

AAAARACTTA

CTTCTTTTTT

CACTAGATGG

103
CCCATCCCGG
TCAAAGGCTT
CAGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA
GGCAAGCCCC
CGTACCCCCT
CAGCGCTGCC
AGGCCGAGTC
TCGAGCTCGG
AGTTTGGACA
GAAATTTGTG
ACAAGTTAAC
AGGTGTGGGA
GCTGATTATG
ACCCCTTTAC
ATTAATAGCA
TATGATTATA
ATAATTTTCT
AAAGCAAGCA
GCAATTCTGA
GGAGGAGTAG

CATTTCTTCT

GATGAGCTGA

CTATCCCAGC

ACAACTACAA

CTCTACAGCA

CTTCTCATGC

AGAGCCTCTC

CGCTCCCCGG

GTACATACTT

CTGGGCCCCT

TGAGGCCTGA

TACCCGGGGA

AACCACAACT

ATGCTATTGC

AACAACAATT

GGTTTTTTAA

ATCTCTAGTC

ARATTARRAA

GACACTCTAT

ACTGTTATGC

TGTATAGCAG

AGAGTTCTAT

AGGAAAGTCC

AATGTTGAGA

GAGCAARACA

CCAAGARCCA

GACATCGCCG

GACCACGCCT

AGCTCACCGT

TCCGTGATGC

CCTGTCTCCG

GCTCTCGCGG

CCCGGGCGCC

GCGAGACTGT

GTGGCATGAG

TCGATCCAGA

AGAATGCAGT

TTTATTTGTA

GCATTCATTT

AGCAAGTAAA

AAGGCACTAT

GCTAAAGGTA

GCCTGTGTGG

CTACTTATAA

TGCAGCTTTT

TACTAAACAC

TTGGGGTCTT

GTCAGCAGTA

GGTTTTCCTC
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15

20

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

8101

8151

ATTAAAGGCA

TCTAAAATAC

AAAAATTTTA

CAATTATGTC

AARAGCGGCCA

CGGATAGCCG

AGAACTCCGC

AGGGGATCGA

CTGGAGGATC

TTTCATAGAA

GTCGCTTGGT

TCAAGAAGGC

GTAAAGCACG

TATCACGGGT

CGGCCACAGT

CGGCAAGCAG

TGCGCGCCTT

TCTTCGTCCA

TGCTCGCTCG

GATCAAGCGT

TCGGCAGGAG

CAATAGCAGC

CGCAAGGAAC

TGCAGTTCAT

TTCCACCACT

ACARACAATT

TATTTACCTT

ACACCACAGA

TCGTGCCTCC

CTGCTGGTTT

GAGGTCGTCC

GCCCGGGGTG

ATCCAGCCGG

GGCGGCGGTG

CGGTCATTTC

GATAGAAGGC

AGGAAGCGGT

AGCCAACGCT

CGATGAATCC

GCATCGCCAT

GAGCCTGGCG

GATCATCCTG

ATGCGATGTT

ATGCAGCCGC

CAAGGTGAGA

CAGTCCCTTC

GCCCGTCGTG

TCAGGGCACC

104
GCTCCCATTC
AGAATCAGTA
AGAGCTTTAA
AGTAAGGTTC
CCACTCCTGC
CCTGGATGCC
AGCCTCAGGC
GGCGAAGAAC
CGTCCCGGAA
GAATCGARAT
GAACCCCAGA
GATGCGCTGC
CAGCCCATTC
ATGTCCTGAT
AGARAAGCGG
GGGTCACGAC
AACAGTTCGG
ATCGACAAGA
TCGCTTGGTG
CGCATTGCAT
TGACAGGAGA
CCGCTTCAGT
GCCAGCCACG

GGACAGGTCG

ATCAGTTCCA

GTTTAACACA

ATCTCTGTAG

CTTCACAAAG

AGTTCGGGGG

GACGGATTTG

AGCAGCTGAA

TCCAGCATGA

ARCGATTCCG

CTCGTGATGG

GTCCCGCTCA

GAATCGGGAG

GCCGCCAAGC

AGCGGTCCGC

CCATTTTCCA

GAGATCCTCG

CTGGCGCGAG

CCGGCTTCCA

GTCGRATGGG

CAGCCATGAT

TCCTGCCCCG

GACAACGTCG

ATAGCCGCGC

GTCTTGACAA

TAGGTTGGAA

TTATACACTT

GTAGTTTGTC

ATCCGGGACC

CATGGATGCG

CACTGCCGGT

CCAACTCGCG

GATCCCCGCG

AAGCCCAACC

CAGGTTGGGC

GAAGAACTCG

CGGCGATACC

TCTTCAGCAA

CACACCCAGC

CCATGATATT

CCGTCGGGCA

CCCCTGATGC

TCCGAGTACG

CAGGTAGCCG

GGATACTTTC

GCACTTCGCC

AGCACAGCTG

TGCCTCGTCC

ARAGAACCGG



10

15

8201

B251

8301

8351

8401

8451

8501

8551

8601

8651

SE

GCGCCCCTGC

TCTGTTGTGC

GAACCTGCGT

TGTCTICTTGA

AGAAAGCCAT

GCCCCAGCTG

TAGCTATCGC

TTGCGTTTTC

CAGCACCGTT

GCCCTTGCGC

ID NO:1

GCTGACAGCC

CCAGTCATAG

GCAATCCATC

TCAGATCTTG

CCAGTTTACT

GCAATTCCGG

CATGTAAGCC

CCTTGTCCAG

TCTGCGGACT

CCTGAGTGCT

Secuenclia de nucledétido del

VHE

105

GGAACACGGC

CCGAATAGCC

TTGTTCAATC

ATCCCCTGCG

TTGCAGGGCT

TTCGCTTGCT

CACTGCAAGC

ATAGCCCAGT

GGCTTTCTAC

TGCGGCAGCG

vector de expresién HCMV-G1 HuAé6-

GGCATCAGAG

TCTCCACCCA

ATGCGAAACG

CCATCAGATC

TCCCAACCTT

GTCCATAAAA

TACCTGCTTT

AGCTGACATT

GTGTTCCGCT

TGAAGCT

CAGCCGATTG

AGCGGCCGGA

ATCCTCATCC

CTTGGCGGCA

ACCAGAGGGC

CCGCCCAGTC

CTCTTTGCGC

CATCCGGGGT

TCCTTTAGCA

H!

(Secuencia de ADN completa de un vector de expresién de cadena
pesada humanizado que comprende SEC ID NO: 11 (VHE) de 3921-
4274)

1 AGCTTTTTGC AAAAGCCTAG GCCTCCAAAA AAGCCTCCTC ACTACTTCTG
20 51 GAATAGCTCA GAGGCCGAGG CGGCCTCGGC CTCTGCATAA ATAAAAAAAA
101 TTAGTCAGCC ATGGGGCGGA GAATGGGCGG AACTGGGCGG AGTTAGGGGC
151 GGGATGGGCG GAGTTAGGGG CGGGACTATG GTTGCTGACT AATTGAGATG
201 CATGCTTTGC ATACTTCTGC CTGCTGGGGA GCCTGGTTGC TGACTAATTG

251 AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT GGGGAGCCTG GGGACTTTCC
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301

351

401

451

501

551

601

651

701

151

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

ACACCCTAAC

ACGGTGAAAA

CTGTAAGCGG

TGTTGGCGGG

GAGTGTATAC

TGCACCATAT

CGCATCAGGC

CGTTCGGCTG

TATCCACAGA

CAGCAAAAGG

TAGGCTCCGC

GGTGGCGAAA

AGCTCCCTCG

GTCCGCCTTT

GTAGGTATCT

CACGAACCCC

TCTTGAGTCC

CTGGTAACAG

TTGAAGTGGT

CTGCGCTCTG

GATCCGGCAA

CAGCAGATTA

TTCTACGGGG

TGGTCATGAG

TGACACACAT

CCTCTGACAC

ATGCCGGGAG

TGTCGGGGCG

TGGCTTAACT

GCGGTGTGAA

GCTCTTCCGC

CGGCGAGCGG

ATCAGGGGAT

CCAGGAACCG

CCCCCTGACG

CCCGACAGGA

TGCGCTCTCC

CTCCCTTCGG

CAGTTCGGTG

CCGTTCAGCC

AACCCGGTAA

GATTAGCAGA

GGCCTAACTA

CTGAAGCCAG

ACAAACCACC

CGCGCAGAAA

TCTGACGCTC

ATTATCAAAA

106

TCCACAGCTG

ATGCAGCTCC

CAGACAAGCC

CAGCCATGAC

ATGCGGCATC

ATACCGCACA

TTCCTCGCTC

TATCAGCTCA

AACGCAGGAA

TAAAAAGGCC

AGCATCACAR

CTATAAAGAT

TGTTCCGACC

GAAGCGTGGC

TAGGTCGTTC

CGACCGCTGC

GACACGACTT

GCGAGGTATG

CGGCTACACT

TTACCTTCGG

GCTGGTAGCG

AAAAGGATCT

AGTGGAACGA

AGGATCTTCA

CCTCGCGCGT

CGGAGACGGT

CGTCAGGGCG

CCAGTCACGT

AGAGCAGATT

GATGCGTAAG

ACTGACTCGC

CTCAAAGGCG

AGAACATGTG

GCGTTGCTGG

ARATCGACGC

ACCAGGCGTT

CTGCCGCTTA

GCTTTCTCAT

GCTCCAAGCT

GCCTTATCCG

ATCGCCACTG

TAGGCGGTGC

AGAAGGACAG

ARAAAGAGTT

GTGGTTTTTT

CAAGAAGATC

AAACTCACGT

CCTAGATCCT

TTCGGTGATG

CACAGCTTGT

CGTCAGCGGG

AGCGATAGCG

GTACTGAGAG

GAGAAAATAC

TGCGCTCGGT

GTAATACGGT

AGCAAAAGGC

CGTTTTTCCA

TCAAGTCAGA

TCCCCCTGGA

CCGGATACCT

AGCTCACGCT

GGGCTGTGTG

GTAACTATCG

GCAGCAGCCA

TACAGAGTTC

TATTTGGTAT

GGTAGCTCTT

TGTTTGCAAG

CTTTGATCTT

TAAGGGATTT

TTTAAATTAA

Hnz
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15

20

1501

1551

1601

1651

1701

. 1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

AAATGAAGTT

CAGTTACCAA

TTCGTTCATC

CGGGAGGGCT

ACGCTCACCG

CCGAGCGCAG

AATTGTTGCC

CAACGTTGTIT

GTATGGCTTC

TCCCCCATGT

TGTCAGAAGT

TGCATAATTC

GGTGAGTACT

TTGCTCTTGC

CTTTAAAAGT

AGGATCTTAC

CAACTGATCT

AAACAGGAAG

TGTTGAATAC

GGGTTATTGT

AACAAATAGG

TAAGAARCCA

GAGGCCCTTT

TGTGTGTTTG

TTAAATCAAT

TGCTTAATCA

CATAGTTGCC

TACCATCTGG

GCTCCAGATT

AAGTGGTCCT

GGGAAGCTAG

GCCATTGCTG

ATTCAGCTCC

TGTGCAAARA

AAGTTGGCCG

TCTTACTGTC

CARCCAAGTC

CCGGCGTCAR

GCTCATCATT

CGCTGTTGAG

TCAGCATCTT

GCARARTGCC

TCATACTCTT

CTCATGAGCG

GGTTCCGCGC

TTATTATCAT

CGTCTTCAAG

TCCGARATAC

107
CTAAAGTATA
GTGAGGCACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT
TATCAGCAAT
GCAACTTTAT
AGTAAGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTCCCAAC
AGCGGTTAGC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTCTGAGAA
CACGGGATAA
GGAAAACGTT
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAC
GCAAARAAGG
CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC
GACATTAACC
AATTCAGCTT

GCGTTTTGAG

TATGAGTAAA

TATCTCAGCG

TCGTGTAGAT

GCAATGATAC

AAACCAGCCA

CCGCCTCCAT

TCGCCAGTTA

GGTGTCACGC

GATCAAGGCG

TCCTTCGGTC

ACTCATGGTT

TAAGATGCTT

TAGTGTATGC

TACCGCGCCA

CTTCGGGGCG

ATGTAACCCA

CAGCGTTTCT

GAATAAGGGC

TATTATTGAA

TGAATGTATT

GAAAAGTGCC

TATAAADAATA

GGCTGCAGTG

ATTTCTGTCG

CITTGGTCTGA

ATCTGTCTAT

AACTACGATA

CGCGAGACCC

GCCGGAAGGG

CCAGTCTATT

ATAGTTTGCG

TCGTCGTTTG

AGTTACATGA

CTCCGATCGT

ATGGCAGCAC

TTCTGTGACT

GGCGACCGAG

CATAGCAGAA

AAAACTCTCA

CTCGTGCACC

GGGTGAGCAA

GACACGGAAA

GCATTTATCA

TAGARAAATA

ACCTGACGTC

GGCGTATCAC

AATAATAAAA

CCGACTAAAT

(7%
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2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

TCATGTCGCG

AARAAATCGAT

TTTCTGTGTA

CGCGATATCT

CGACTTTGGT

ATATAGGTGA

AGCTGGCACA

CCATTAGCCA

TTGGCCATTG

GCTCATGTCC

TAATAGTARAT

CCGCGTTACA

ACCCCCGCCC

ATAGGGACTT

CCACTTGGCA

ACGTCAATGA

TTATGGGACT

TACCATGGTG

TTGACTCACG

TTGTTTTGGC

CGCCCCATTG

TAARGCAGAGC

CGCTGTTTTG

GCTTGCCGCC

CGATAGTGGT

ATTTGAAAAT

ACTGATATCG

GGCGATAGCG

GACTTGGGCG

CAGACGATAT

TGGCCAATGC

TATTATTCAT

CATACGTTGT

AACATTACCG

CAATTACGGG

TAACTTACGG

ATTGACGTCA

TCCATTGACG

GTACATCAAG

CGGTAAATGG

TTCCTACTTG

ATGCGGTTTT

GGGATTTCCA

ACCAAAATCA

ACGCAAATGG

TCGTTTAGTG

ACCTCCATAG

ACCATGGACT

108
GTTTATCGCC
ATGGCATATT
CCATTTTTCC
CTTATATCGT
ATTCTGIGTG
GAGGCTATAT
ATATCGATCT
TGGTTATATA
ATCCATATCA
CCATGTTGAC
GTCATTAGTT
TAAATGGCCC
ATAATGACGT
TCAATGGGTG
TGTATCATAT
CCCGCCTGGC
GCAGTACATC
GGCAGTACAT
AGTCTCCACC
ACGGGACTTT
GCGGTAGGCG
AACCGTCAGA
AAGACACCGG

GGACCTGGAG

GATAGAGATG

GAARAATGTCG

AAAAGTGATT

TTACGGGGGA

TCGCAAARTAT

CGCCGATAGA

ATACATTGAA

GCATAAATCA

TAARTATGTAC

ATTGATTATT

CATAGCCCAT

GCCTGGCTGA

ATGTTCCCAT

GAGTATTTAC

GCCAAGTACG

ATTATGCCCA

TACGTATTAG

CAATGGGCGT

CCATTGACGT

CCARAATGTC

TGTACGGTGG

TCGCCTGGAG

GACCGATCCA

GGTGTTCTGC

GCGATATTGG

CCGATGTGAG

TTTGGGCATA

TGGCGATAGA

CGCAGTTTCG

GGCGACATCA

TCAATATTGG

ATATTGGCTA

ATTTATATTG

GACTAGTTAT

ATATGGAGTT

CCGCCCAACG

AGTAACGCCA

GGTAAACTGC

CCCCCTATTG

GTACATGACC

TCATCGCTAT

GGATAGCGGT

CAATGGGAGT

GTAACAACTC

GAGGTCTATA

ACGCCATCCA

GCCTCCGCAA

CTGCTGGCCG

Y
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15
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3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001

5051

TGGCCCCCGG

GTGAAAAAGC

CACATTCACT

GCCTTGAATG

AATGAGAAGT

CACAGCCTAC

ACTACTGTGC

GGGACCACGG

AGCTTTCTGG

GCTAAGGTGA

GCCCAGACAC

TCTGCGCCCT

CTCTCTTGCA

CCTCCAAGAG

GACTACTTCC

CAGCGGCGTG

CCCTCAGCAG

TACATCTGCA

AGTTGGTGAG

CTCAGCGCTC

CAGCAAGGCA

CACTCATGCT

AGGCACAGGC

TGCTGGGCTC

CGCCCACAGC

CTGGGGCTTC

AATTATATTA

GATTGGATAT

TCAAAGGCAG

ATGGAGCTCA

AAGATCAGGA

TCACCGTCTC

GGCAGGCCAG

GGCAGGTGGC

TGGACGCTGA

GGGCCCAGCT

GCCTCCACCA

CACCTCTGGG

CCGAACCGGT

CACACCTTCC

CGTGGTGACC

ACGTGAATCA

AGGCCAGCAC

CTGCCTGGAC

GGCCCCGTCT

CAGGGAGAGG

TAGGTGCCCC

AGACCTGCCA

109
GAGGTGCAGC
AGTGAAGGTG
TCCACTGGGT
TTTAATCCTT
GGCCACACTA
GCAGCCTGCG
CCCTATGCCT
CTCAGGTGAG
GCCTGACCTT
GCCAGCCAGG
ACCTCGCGGA
CTGTCCCACA
AGGGCCCATC
GGCACAGCGG
GACGGTGTICG
CGGCTGTCCT
GTGCCCTCCA
CAAGCCCAGC
AGGGAGGGAG
GCATCCCGGC
GCCTCTTCAC
GTCTTCTGGC
TARCCCAGGC

AGAGCCATAT

TGGTGGAGTC

TCCTGCAAGG

GAAGCAGGAG

ACAATCATGG

ACTGCAAACA

CTCTGAGGAC

GGTTTGACAC

TTCTAGAAGG

GGCTTTGGGG

TGCACACCCA

CAGTTAAGAA

CCGCGGTCAC

GGTCTTCCCC

CCCTGGGCTG

TGGAACTCAG

ACAGTCCTCA

GCAGCTTGGG

AACACCAAGG

GGTGTCTGCT

TATGCAGCCC

CCGGAGGCCT

TTTTTCCCCA

CCTGCACACA

CCGGGAGGAC

AGGAGCCGAA

CCTCTGGATA

CCTGGTCAGG

TACTAAGTAC

ARTCCATCAG

ACTGCGGTCT

CTGGGGCCAA

ATCCCAAGCT

CAGGGAGGGG

ATGCCCATGA

CCCAGGGGCC

ATGGCACCAC

CTGGCACCCT

CCTGGTCAAG

GCGCCCTGAC

GGACTCTACT

CACCCAGACC

TGGACAAGAA

GGAAGCCAGG

CAGTCCAGGG

CTGCCCGCCC

GGCTCTGGGC

AAGGGGCAGG

CCTGCCCCTG
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15
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5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201

6251

ACCTAAGCCC

CITCTCTCCT

CAAATCTTGT

CCCAGGCCTC

TGCATCCAGG

CTTCCTCAGC

CCARRACCCA

CGTGGTGGTG

ACGTGGACGG

CAGTACAACA

GGACTGGCTG

TCCCAGCCCC

GGGGTGCGAG

TGAGAGTGAC

CCACAGGTGT

GGTCAGCCTG

TGGAGTGGGA

CCCGTGCTGG

GGACAAGAGC

ATGAGGCTCT

GGTAAATGAG

TCGCACGAGG

CAGCATGGAA

GATGGTTCTT

ACCCCARAGG

CCCAGATTCC

GACAAAACTC

GCCCTCCAGC

GACAGGCCCC

ACCTGAACTC

AGGACACCCT

GACGTGAGCC

CGTGGAGGTG

GCACGTACCG

AATGGCAAGG

CATCGAGAAA

GGCCACATGG

CGCTGTACCA.

ACACCCTGCC

ACCTGCCTGG

GAGCAATGGG

ACTCCGACGG

AGGTGGCAGC

GCACAACCAC

TGCGACGGCC

ATGCTTGGCA

ATAAAGCACC

TCCACGGGTC

110
CCAAACTCTC
AGTAACTCCC
ACACATGCCC
TCAAGGCGGG
AGCCGGGTGC
CTGGGGGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
TGTGGTCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCA
ACAGAGGCCG
ACCTCTGTCC
CCCATCCCGG
TCAAAGGCTT
CAGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA
GGCARGCCCC
CGTACCCCCT
CAGCGCTGCC

AGGCCGAGTC

CACTCCCTCA

AATCTTCTCT

ACCGTGCCCA

ACAGGTGCCC

TGACACGTCC

CGTCAGTCTT

CGGACCCCTG

TGAGGTCAAG

AGACARAGCC

GTCCTCACCG

CAAGGTCTCC

AAGCCAAAGG

GCTCGGCCCA

CTACAGGGCA

GATGAGCTGA

CTATCCCAGC

ACAACTACAA

CTCTACAGCA

CTTCTCATGC

AGAGCCTCTC

CGCTCCCCGG

GTACATACTT

CTGGGCCCCT

TGAGGCCTGA

GCTCGGACAC

CTGCAGAGCC

GGTAAGCCAG

TAGAGTAGCC

ACCTCCATCT

CCTCTTCCCC

AGGTCACATG

TTCAACTGGT

GCGGGAGGAG

TCCTGCACCA

AACAAAGCCC

TGGGACCCGT

CCCTCTGCCC

GCCCCGAGAA

CCAAGARCCA

GACATCGCCG

GACCACGCCT

AGCTCACCGT

TCCGTGATGC

CCTGTCTCCG

GCTCTCGCGG

CCCGGGCGCC

GCGAGACTGT

GTGGCATGAG
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6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401

7451

ATCTGATATC

CATGATAAGA

GAAAAAAATG

ACCATTATAA

TATGTTTCAG

ACCTCTACAA

ACATCAAATA

CACAATTTTIT

AGTAAGAAAA

AGGTTACAGA

TCCTTTGTGG

AGCATGACTC

CTACCTTTCT

GCCTCATCAT

ATTAAAGGCA

TCTAAARTAC

AAAAATTTTA

CAATTATGTC

ARAGCGGCCA

CGGATAGCCG

AGAACTCCGC

AGGGGATCGA

CTGGAGGATC

TTTCATAGAA

ATCGATGAAT

TACATTGATG

CTTTATTTGT

GCTGCAATAA

GTTCAGGGGG

ATGTGGTATG

TTCCTTATTA

GAGCATAGTT

AARCAGTATGT

ATATTTTTCC

TGTAAATAGC

AARAAAACTTA

CTTCTTTTTT

CACTAGATGG

TTCCACCACT

ACAAACAATT

TATTTACCTT

ACACCACAGA

TCGTGCCTCC

CTGCTGGTTT

GAGGTCGTCC

GCCCGGGGTG

ATCCAGCCGG

GGCGGCGGTG

111

TCGAGCTCGG

AGTTTGGACA

GAAATTTGTG

ACRAGTTAAC

AGGTGTGGGA

GCTGATTATG

ACCCCTTTAC

ATTAATAGCA

TATGATTATA

ATAATTTTCT

AAAGCARGCA

GCAATTCTGA

GGAGGAGTAG

CATTTCTTCT

GCTCCCATTC

AGAATCAGTA

AGAGCTTTAA

AGTAAGGTTC

CCACTCCTGC

CCTGGATGCC

AGCCTCAGGC

GGCGAAGAAC

CGTCCCGGAA

GAATCGAAAT

TACCCGGGGA

AACCACAACT

ATGCTATTGC

AACARCAATT

GGTTTTTTAA

ATCTCTAGTC

AAATTAAAAA

GACACTCTAT

ACTGTTATGC

TGTATAGCAG

AGAGTTCTAT

AGGAAAGTCC

AATGTTGAGA

GAGCAAAACA

ATCAGTTCCA

GTTTAACACA

ATCTCTGTAG

CTTCACAAAG

AGTTCGGGGG

GACGGATTTG

AGCAGCTGAA

TCCAGCATGA

AACGATTCCG

CTCGTGATGG

TCGATCCAGA

AGARTGCAGT

TTTATTTGTA

GCATTCATTT

AGCAAGTAAA

AAGGCACTAT

GCTAAAGGTA

GCCTGTGTGG

CTACTTATAA

TGCAGCTTTT

TACTAAACAC

TTGGGGTCTT

GTCAGCAGTA

GGTTTTCCTC

TAGGTTGGAA

TTATACACTT

GTAGTTTGTC

ATCCGGGACC

CATGGATGCG

CACTGCCGGT

CCAACTCGCG

GATCCCCGCG

AAGCCCAACC

CAGGTTGGGC
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7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

8101

8151

8201

8251

8301

8351

8401

8451

8501

85351

8601

8651

GTCGCTTGGT

TCAAGAAGGC

GTAAAGCACG

TATCACGGGT

CGGCCACAGT

CGGCAAGCAG

TGCGCGCCTT

TCTTCGTCCA

TGCTCGCTCG

GATCAAGCGT

TCGGCAGGAG

CAATAGCAGC

CGCAAGGAAC

TGCAGTTCAT

GCGCCCCTGC

TCTGTTGTGC

GAACCTGCGT

TGTCTCTTGA

AGAARGCCAT

GCCCCAGCTG

TAGCTATCGC

TTGCGTTTTC

CAGCACCGTT

GCCCTTGCGC

CGGTCATTTC

GATAGAAGGC

AGGAAGCGGT

AGCCAACGCT

CGATGAATCC

GCATCGCCAT

GAGCCTGGCG

GATCATCCTG

ATGCGATGTT

ATGCAGCCGC

CAAGGTGAGA

CAGTCCCTTC

GCCCGTCGTG

TCAGGGCACC

GCTGACAGCC

CCAGTCATAG

GCAATCCATC

TCAGATCTTG

CCAGTTTACT

GCAATTCCGG

CATGTAAGCC

CCTTGTCCAG

TCTGCGGACT

CCTGAGTGCT

112
GAACCCCAGA
GATGCGCTGC
CAGCCCATTC
ATGTCCTGAT
AGAAAAGCGG
GGGTCACGAC
ARCAGTTCGG
ATCGACAAGA
TCGCTTGGTG
CGCATTGCAT
TGACAGGAGA
CCGCTTCAGT
GCCAGCCACG
GGACAGGTCG
GGAACACGGC
CCGAATAGCC
TTGTTCAATC
ATCCCCTGCG
TTGCAGGGCT
TTCGCTTGCT
CACTGCAAGC
ATAGCCCAGT
GGCTTTCTAC

TGCGGCAGCG

GTCCCGCTCA

GAATCGGGAG

GCCGCCAAGC

AGCGGTCCGC

CCATTTTCCA

GAGATCCTCG

CTGGCGCGAG

CCGGCTTCCA

GTCGAATGGG

CAGCCATGAT

TCCTGCCCCG

GACAACGTCG

ATAGCCGCGC

GTCTTGACAA

GGCATCAGAG

TCTCCACCCA

ATGCGAAACG

CCATCAGATC

TCCCAACCTT

GTCCATAAAA

TACCTGCTTT

AGCTGACATT

GTGTTCCGCT

TGAAGCT

GAAGAACTCG

CGGCGATACC

TCTTCAGCAA

CACACCCAGC

CCATGATATT

CCGTCGGGCA

CCCCTGATGC

TCCGAGTACG

CAGGTAGCCG

GGATACTTTC

GCACTTCGCC

AGCACAGCTG

TGCCTCGTCC

AAAGAACCGG

CAGCCGATTG

AGCGGCCGGA

ATCCTCATCC

CTTGGCGGCA

ACCAGAGGGC

CCGCCCAGTC

CTCTTTGCGC

CATCCGGGGT

TCCTTTAGCA
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SEC ID NO:17

113

Secuenca de nucleétido del vector de expresién HCMV-K HuAb-

VL1 hum V1

(Secuencia de ADN completa de un vector de expresién de cadena

ligera humanizado que comprende SEC ID NO: 14 (humV1=VLh) de

3964-4284)

1 CTAGCTTTTT GCAAAAGCCT AGGCCTCCAA AAAAGCCTCC TCACTACTTC

51 TGGAATAGCT CAGAGGCCGA GGCGGCCTCG GCCTCTGCAT AAATAAAAAA
101 AATTAGTCAG CCATGGGGCG GAGAATGGGC GGAACTGGGC GGAGTTAGGG

151 GCGGGATGGG CGGAGTTAGG GGCGGGACTA TGGTTGCTGA CTARTTGAGA

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

TGCATGCTTT

TGAGATGCAT

CCACACCCTA

TGACGGTGAA

GTCTGTAAGC

GGTGTTGGCG

CGGAGTGTAT

AGTGCACCAT

ACCGCATCAG

GTCGTTCGGC

GTTATCCACA

GCCAGCAAAA

CATAGGCTCC

GCATACTTCT

GCTTTGCATA

ACTGACACAC

AACCTCTGAC

GGATGCCGGG

GGTGTCGGGG

ACTGGCTTAA

ATGCGGTGTG

GCGCTCTTCC

TGCGGCGAGC

GAATCAGGGG

GGCCAGGAAC

GCCCCCCTGA

GCCTGCTGGG

CTTCTGCCTG

ATTCCACAGC

ACATGCAGCT

AGCAGACAAG

CGCAGCCATG

CTATGCGGCA

AAATACCGCA

GCTTCCTCGC

GGTATCAGCT

ATAACGCAGG

CGTAAAAAGG

CGAGCATCAC

GAGCCTGGTT

CTGGGGAGCC

TGCCTCGCGC

CCCGGAGACG

CCCGTCAGGG

ACCCAGTCAC

TCAGAGCAGA

CAGATGCGTA

TCACTGACTC

CACTCAAAGG

AAAGAACATG

CCGCGTTGCT

AAAAATCGAC

GCTGACTAAT

TGGGGACTTT

GTTTCGGTGA

GTCACAGCTT

CGCGTCAGCG

GTAGCGATAG

TTGTACTGAG

AGGAGAAAAT

GCTGCGCTCG

CGGTAATACG

TGAGCAAAAG

GGCGTTTTTC

GCTCAAGTCA

| A
14
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851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

GAGGTGGCGA

GAAGCTCCCT

CTGTCCGCCT

CTGTAGGTAT

TGCACGAACC

CGTCTTGAGT

CACTGGTAAC

TCTTGAAGTG

ATCTGCGCTC

TTGATCCGGC

AGCAGCAGAT

TTTTCTACGG

TTTGGTCATG

ARARATGAAG

GACAGTTACC

ATTTCGTTCA

TACGGGAGGG

CCACGCTCAC

GGCCGAGCGC

TTAATTGTTG

CGCAACGTTG

TGGTATGGCT

GATCCCCCAT

GTTGTCAGAA

AACCCGACAG

CGTGCGCTCT

TTCTCCCTTC

CTCAGTTCGG

CCCCGTTCAG

CCAACCCGGT

AGGATTAGCA

GTGGCCTAAC

TGCTGAAGCC

ARAACAAACCA

TACGCGCAGA

GGTCTGACGC

AGATTATCAA

TTTTAAATCA

AATGCTTAAT

TCCATAGTTG

CTTACCATICT

CGGCTCCAGA

AGAAGTGGTC

CCGGGAAGCT

TTGCCATTGC

TCATTCAGCT

GTTGTGCAAA

GTAAGTTGGC

114
GACTATAAAG
CCTGTTCCGA
GGGAAGCGTG
TGTAGGTCGT
CCCGACCGCT
ARGACACGAC
GAGCGAGGTA
TACGGCTACA
AGTTACCTTC
CCGCTGGTAG
AAAARAGGAT
TCAGTGGAAC
AAAGGATCTT
ATCTAAAGTA
CAGTGAGGCA
CCTGACTCCC
GGCCCCAGTG
TTTATCAGCA
CTGCAACTTT
AGAGTAAGTA
TGCAGGCATC
CCGGTTCCCA
AAAGCGGTTA

CGCAGTGTTA

ATACCAGGCG

CCCTGCCGCT

GCGCTTTCTC

TCGCTCCAAG

GCGCCTTATC

TTATCGCCAC

TGTAGGCGGT

CTAGAAGGAC

GGAAAAAGAG

CGGTGGTTTT

CTCAAGAAGA

GAAAACTCAC

CACCTAGATC

TATATGAGTA

CCTATCTCAG

CGTCGTGTAG

CTGCAATGAT

ATAAACCAGC

ATCCGCCTCC

GTTCGCCAGT

GTGGTGTCAC

ACGATCAAGG

GCTCCTTCGG

TCACTCATGG

TTTCCCCCTG

TACCGGATAC

ATAGCTCACG

CTGGGCTGTG

CGGTAACTAT

TGGCAGCAGC

GCTACAGAGT

AGTATTTGGT

TTGGTAGCTC

TTTGTTTGCA

TCCTTTGATC

GTTAAGGGAT

CTTTTAAATT

AACTTGGTCT

CGATCTGTCT

ATAACTACGA

ACCGCGAGAC

CAGCCGGAAG

ATCCAGTCTA

TAATAGTTTG

GCTCGTCGTT

CGAGTTACAT

TCCTCCGATC

TTATGGCAGC
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2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151

3201

ACTGCATAAT

CTGGTGAGTA

AGTTGCTCTT

AACTTTAAAA

CAAGGATCTT

CCCAACTGAT

AARARCAGGA

AATGTTGAAT

CAGGGTTATT

TARACARATA

TCTAAGAAAC

ACGAGGCCCT

AATGTGTGTT

ATTCATGTCG

GGARARATCG

AGTTTCTGTG

TACGCGATAT

GACGACTTTG

CGATATAGGT

CAAGCTGGCA

GGCCATTAGC

TATTGGCCAT

TGGCTCATGT

ATTAATAGTA

TCTCTTACTG

CTCAACCAAG

GCCCGGCGTC

GTGCTCATCA

ACCGCTGTTG

CTTCAGCATC

AGGCAAAATG

ACTCATACTC

GTCTCATGAG

GGGGTTCCGC

CATTATTATC

TTCGTCTTCA

TGTCCGAAAT

CGCGATAGTG

ATATTTGAAA

TAACTGATAT

CTGGCGATAG

GTGACTTGGG

GACAGACGAT

CATGGCCAAT

CATATTATTC

TGCATACGTT

CCAACATTAC

ATCAATTACG

115

TCATGCCATC

TCATTCTGAG

AACACGGGAT

TTGGAAAACG

AGATCCAGTT

TTTTACTTTC

CCGCAAARAA

TTCCTTTTTC

CGGATACATA

GCACATTTCC

ATGACATTAA

AGAATTCAGC

ACGCGTTTTG

GTGITTATCG

ATATGGCATA

CGCCATTTTT

CGCTTATATC

CGATTCTGTG

ATGAGGCTAT

GCATATCGAT

ATTGGTTATA

GTATCCATAT

CGCCATGTTG

GGGTCATTAG

CGTAAGATGC

AATAGTGTAT

AATACCGCGC

TTCTTCGGGG

CGATGTAACC

ACCAGCGTTT

GGGAATAAGG

AATATTATTG

TTTGAATGTA

CCGAAAAGTG

CCTATAAAAA

TTGGCTGCAG

AGATTTCTGT

CCGATAGAGA

TTGAAAATGT

CCAAAAGTGA

GTTTACGGGG

TGTCGCAAAT

ATCGCCGATA

CTATACATTG

TAGCATAAAT

CATAATATGT

ACATTGATTA

TTCATAGCCC

TTTTCTGTGA

GCGGCGACCG

CACATAGCAG

CGAAAACTCT

CACTCGTGCA

CTGGGTGAGC

GCGACACGGA

AAGCATTTAT

TTTAGAAAAA

CCACCTGACG

TAGGCGTATC

TGAATAATAA

CGCCGACTAA

TGGCGATATT

CGCCGATGTG

TTTTTGGGCA

GATGGCGATA

ATCGCAGTTT

GAGGCGACAT

AATCAATATT

CAATATTGGC

ACATTTATAT

TTGACTAGTT

ATATATGGAG



10

15

20

3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351

4401

TTCCGCGTTA

CGACCCCCGC

CAARTAGGGAC

GCCCACTTGG

TGACGTCAAT

CCTTATGGGA

ATTACCATGG

GTTTGACTCA

GTTTGTTTTG

TCCGCCCCAT

TATAAGCAGA

CACGCTGTTT

AAGCTTGATA

ACCATGGAGA

CGACACCACC

TGAGTCCAGG

GGCACAAGCA

TCTCATAAGG

GTGGCAGTGG

CCTGAAGATT

CACGTTCGGC

AGATCCTAGA

TGCCTAAAGC

CAGAATGGCT

CATAACTTAC

CCATTGACGT

TTTCCATTGA

CAGTACATCA

GACGGTAAAT

CTTTCCTACT

TGATGCGGTT

CGGGGATTTC

GCACCAARAT

TGACGCAAAT

GCTCGTTTAG

TGACCTCCAT

TCGAATTCCT

CCCCCGCCCA

GGCGACATTC

AGAAAGAGCC

TACAGTGGTA

TCTTCTTCTG

ATCAGGGACA

TTGCAGTGTA

CAGGGGACCA

ATTCTAAACT

ATTGAGTTTA

GCAAAGAGCT

116
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TGAACCGTCA
AGAAGACACC
GCAGCCCGGG
GCTGCTGTTC
TGCTGACCCA
ACTCTCTCCT
TCAACAAARA
AGTCTATCTC
GATTTTACTC
TTACTGTCAA
AGCTGGAGAT
CTGAGGGGGT
CTGCAAGGTC

CCAACAAAAC

CCGCCTGGCT

GTATGTTCCC

TGGAGTATTT

ATGCCAAGTA

GCATTATGCC

TCTACGTATT

ATCAATGGGC

CCCCATTGAC

TTCCAAAATG

CGTGTACGGT

GATCGCCTGG

GGGACCGATC

GGATCCGCCC

CTGCTGCTGC

GTCTCCAGCC

GCAGGGCCAG

CCAGGTCAGG

TGGGATCCCT

TTACCATCAG

CAAAGTAATA

CAAACGTGAG

CGGATGACGT

AGAAAAGCAT

AATTTAGARAC

GACCGCCCAA

ATAGTAACGC

ACGGTAAACT

CGCCCCCTAT

CAGTACATGA

AGTCATCGCT

GTGGATAGCG

GTCAATGGGA

TCGTAACAAC

GGGAGGTCTA

AGACGCCATC

CAGCCTCCGC

GCTTGCCGCC

TGTGGCTGCC

ACCCTGTCTC

TCAGAACATT

CTCCAAGGCT

TCCAGGTTTA

CAGTCTGGAG

CCTGGCCATT

TATTCTAGAA

GGCCATTCTT

GCAAAGCCCT

TTTATTAAGG
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4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551

5601

AATAGGGGGA

TTCTTGGTCT

CTGTCCCTAA

GAACTTTGTT

TGGCTGCACC

TCTGGAACTG

GGCCAAAGTA

AGGAGAGTGT

AGCACCCTGA

CTGCGAAGTC

ACAGGGGAGA

AGCCTGACCC

CCTACCCCTA

CCTCCTTGGC

TGAATCTTTIG

CTGTTGTTTA

TCATCCTAAG

ACCCTATCAT

GTCCTCACAG

CCCCTCCTCA

AGTCATATAT

TTCAAAAGAA

TAAARATAACA

GTTTAAGTTC

AGCTAGGAAG

CCTTGCTATA

CATGCCCTGT

ACTTAAACAC

ATCTGTCTTC

CCTCTGTITGT

CAGTGGAAGG

CACAGAGCAG

CGCTGAGCAA

ACCCATCAGG

GTGTTAGAGG

CCTCCCATCC

TTGCGGTCCT

TTTAATTATG

CACCTGTGGT

CCAACTACTC

GCGCATAACC

CCTCTGCAAG

TCCCCTGGGC

GCAAGCCCTC

CCTTTGATTC

GAAACCTGCT

ACACAATAAA

ATCATGGTAC

117

AAACTCAARARA

ATTATCTGGG

GATTATCCGC

CATCCTGTTT

ATCTTCCCGC

GTGCCTGCTG

TGGATAACGC

GACAGCAAGG

AGCAGACTAC

GCCTGAGCTC

GAGAAGTGCC

TTTGGCCTCT

CCAGCTCATC

CTAATGTTGG

TTCTCTCTTT

AATTTCTCTT

ATTTATAAAA

ACAGTCCTCC

CATGGTAGGA

ATAGTCCTTT

AATTCCCTGA

ATAAAGAGAA

AGCAATTAAA

TTAGACTTAA

CATCAAGATT

ATAAGCATGC

AAACAACACA

GCTTCTTTCC

CATCTGATGA

AATARCTTCT

CCTCCAATCG

ACAGCACCTA

GAGARACACA

GCCCGTCACA

CCCACCTGCT

GACCCTTTTT

TTTCACCTCA

AGGAGAATGA

CCTCATTTAA

ATAAGGGACT

ATCATCCTTC

CTCARACCCA

GAGACTTGCT

TTAAGGGTGA

GAATCAACCA

TCATTCATTG

TAAACAAACA

TGGAATGTCA

TTAAATACGC

TGTTTTCTGT

CCCAAGGGCA

TCAGGRACTG

GCAGTTGAAA

ATCCCAGAGA

GGTAACTCCC

CAGCCTCAGC

AAGTCTACGC

AAGAGCTTCA

CCTCAGTTCC

CCACAGGGGA

CCCCCCTCCT

ATAAATAAAG

TAATTATTAT

AAATATGTAG

ATTCTATTIT

CAAGCCTTCT

TCCTTGTTTT

CAGGTCTTAC

AAGCAAATTT

CARCATGATA

ATAGGGAAAT

TGCCTTATTT
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5651

5701

5751

5801

5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

ACATTTTTAA
AGTAQTTTCC
CATTCATTAA
TCTATAACTC
ARAARAACTAT
ATTGGARATA
TATGTTTATA
ATACCTACTC
ACTCAATGCA
AACCAGGTAA
GGGGTGGGCG
CTTGGTAATG
ACTGTTCTGT
CTTATACCCA
CGCAGCTGGT
CTGCCCTCTT
AACAAAACAR
AGCTAGGAGC
GGGACAGAGG
AACACTCACA
TCCTCATTCT
TCCAACACAC
CAGGAGTAAC

TGTCCTGCTT

ACAGGTACTG

ACAACCTAAT

AATGTTGCAA

AGCAATCCCA

GCAAGAATGT

GCCCGATTGT

CATTAGAATA

ACACAGATGA

AAAGATATGT

ARATAAAGTT

AGTTAGTGCC

TTCTGTTCCT

ATACACATTA

GTTAATAGAT

AAGTGGGGGG

GAGCCCTGAA

CAGGCCTGCT

ACACATACAT

ACAGARTTAA

TGTTTGGGAA

ATGGGGCACT

CTTTCTAAGT

TAACACAGCA

TGTTTTTCTT

118

AGGGACTCCT

TTAATCCACA

AGGTTCTATA

CTTCTAGATG

TCAAAGCAGC

CCAACAATAG

CCCAATGAGG

ATCTCATAAA

TCTGTATGTT

AGAAATTTGG

TGGGAGAAGA

CGTGTGGGGT

TGCTTCAAAA

AGAAGAGGAA

GCCTGGGATC

TGAGTCTGCC

ATTTTCCTGG

AGAAATTAAA

CCTTGCCCAG

GGGGGAAGGG

CTGGCCCTGC

ACCTCTCTCT

TCCCTTCCCT

TCCAGTCAGT

GTCTGCCAAG

CTATACTGTG

AAGCTGAGAG

ACTGAGTGTC

TTTATTTACA

AATGAGTTAT

AGAATTAACA

AATAATGTTA

TTCATCCATA

ATGGAAATTA

CARAGAAGGGG

TGTGCAGTTA

TAACTTCACA

TAAGTAATAG

AAATAGCTAC

TTCCAGGGCT

CATCTGTGCC

TGAAACAGAC

ACACTGGAAA

CACATGTAAA

CCCTCTCAGC

GCCTACACTC

CAAATGACTG

ACTGGGAAAG

GGCCGTATTG

AGATTAAAAA

ACAAATATAT

CCCACCCACC

AARGCCAAAA

TAAACTGTGG

AGCTACAACT

CATAAGAGAA

TAAAGTTCAA

CTCTTAGCTG

CTTCTGGGGT

TGATCTGTGC

TAAAGAACAT

GTCAAGACCA

CTGCCTAATC

CAAGGTGCTC

CTGTTTGGCT

CTTCAGCAAG

CCCATGTATG

TGAGGACTCT

TACTCATCCA

TGAAGGGGTT

ACAATCCCTT

TGGGGAAGGA
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6851

" 6901

6951

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

CAGTCATGGA

GAATGTTGAT

TGAGACTCAG

TGGGGGCCAA

TAGGATCGAT

CAACTAGAAT

ATTGCTTTAT

CAATTGCATT

TTTAAAGCAA

TAGTCAAGGC

AARAAGCTAA

TCTATGCCTG

TATGCCTACT

AGCAGTGCAG

TCTATTACTA

AGTCCTTGGG

TGAGAGTCAG

AAACAGGTTT

TTCCATAGGT

ACACATTATA

TGTAGGTAGT

CAAAGATCCG

GGGGGCATGG

ATTTGCACTG

GAAACTACAT

GAGTATCAAA

TAATGTCCCT

ATTGAACAAT

CCAGACATGA

GCAGTGAAAA

TTGTAACCAT

CATTTTATGT

GTAAAACCTC

ACTATACATC

AGGTACACAA

TGTGGAGTAA

TATAAAGGTT

CTTTTTCCTT

AACACAGCAT

GTCTTCTACC

CAGTAGCCTC

TCCTCATTAA

TGGAATCTAA

CACTTAAAAA

TTGTCCAATT

GGACCAAAGC

ATGCGCGGAT

CCGGTAGAAC

119

AAGGAAGCAC

TCTTTCAAAC

TCCAATGACA

CAAAGGCAGG

TAAGATACAT

AAATGCTTTA

TATAAGCTGC

TTCAGGTTCA

TACAAATGTG

AAATATTCCT

TTTTTGAGCA

GAAAAARACAG

ACAGAATATT

TGTGGTGTAA

GACTCAARAA

TTTCTCTTCT

ATCATCACTA

AGGCATTCCA

AATACACAARA

TTTTATATTT

ATGTCACACC

GGCCATCGTG

AGCCGCTGCT

TCCGCGAGGT

CTTGCCCTTC

TTTGGAGGTT

TGAACTTGCT

CATAARTCCAG

TGATGAGTTT

TTTGTGAAAT

AATARACAAG

GGGGGAGGTG

GTATGGCTGA

TATTAACCCC

TAGTTATTAA

TATGTTATGA

TTTCCATAAT

ATAGCAAAGC

ACTTAGCAAT

TTTTTGGAGG

GATGGCATTT

CCACTGCTCC

CAATTAGAAT

ACCTTAGAGC

ACAGAAGTAA

CCTCCCCACT

GGTTTCCTGG

CGTCCAGCCT

TGCCTCTTGA

TGAGTAGGGG

CACTCATCCC

CTATGAATTC

GGACARACCA

TTGTGATGCT

TTAACAACAA

TGGGAGGTTT

TTATGATCTC

TTTACAAATT

TAGCAGACAC

TTATARCTGT

TTTCTTGTAT

ARGCAAGAGT

TCTGAAGGAA

AGTAGAATGT

CTTCTGAGCA

CATTCATCAG

CAGTAGTTTA

TTTAAATCTC

GGTTCCTTCA

CCTGCAGTTC

ATGCCGACGG

CAGGCAGCAG

VS
4
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8051

8101

8151

8201

8251

8301

8351

8401

8451

8501

8551

8601

8651

8701

8751

8801

8851

8901

8951

9001

9051

9101

9151

9201

CTGAACCAAC

CATGAGATCC

TTCCGAAGCC

GATGGCAGGT

GCTCAGAAGA

GGGAGCGGCG

CAAGCTCTTC

TCCGCCACAC

TTCCACCATG

CCTCGCCGTC

GCGAGCCCCT

TTCCATCCGA

ATGGGCAGGT

ATGATGGATA

CCCCGGCACT

CGTCGAGCAC

CGCGCTGCCT

GACAAAAAGA

CAGAGCAGCC

ACCCAAGCGG

AAACGATCCT

AGATCCTTGG

ACCTTACCAG

TAAAACCGCC

TCGCGAGGGG

CCGCGCTGGA

CAACCTTTCA

TGGGCGTCGC

ACTCGTCAARG

ATACCGTAAA

AGCAATATCA

CCAGCCGGCC

ATATTCGGCA

GGGCATGCGC

GATGCTCTTC

GTACGTGCTC

AGCCGGATCA

CTTTCTCGGC

TCGCCCAATA

AGCTGCGCAA

CGTCCTGCAG

ACCGGGCGCC

GATTGTCTGT

CCGGAGAACC

CATCCTGTCT

CGGCAAGAAA

AGGGCGCCCC

CAGTCTAGCT

120

ATCGAGCCCG

GGATCATCCA

TAGAAGGCGG

TTGGTCGGTC

AAGGCGATAG

GCACGAGGAA

CGGGTAGCCA

ACAGTCGATG

AGCAGGCATC

GCCTTGAGCC

GTCCAGATCA

GCTCGATGCG

AGCGTATGCA

AGGAGCAAGG

GCAGCCAGTC

GGAACGCCCG

TTCATTCAGG

CCTGCGCTGA

TGTGCCCAGT

TGCGTGCAAT

CTTGATCAGA

GCCATCCAGT

AGCTGGCAAT

ATCGCCATGT

GGGTGGGCGA

GCCGGCGTCC

CGGTGGAATC

ATTTCGAARCC

AAGGCGATGC

GCGGTCAGCC

ACGCTATGTC

AATCCAGRAA

GCCATGGGTC

TGGCGAARCAG

TCCTGATCGA

ATGTTTCGCT

GCCGCCGCAT

TGAGATGACA

CCTTCCCGCT

TCGTGGCCAG

GCACCGGACA

CAGCCGGAAC

CATAGCCGAA

CCATCTTGTT

TCTTGATCCC

TTACTTTGCA

TCCGGTTCGC

AAGCCCACTG

AGAACTCCAG

CGGARAACGA

GAAATCTCGT

CCAGAGTCCC

GCTGCGAATC

CATTCGCCGC

CTGATAGCGG

AGCGGCCATT

ACGACGAGAT

TTCGGCTGGC

CAAGACCGGC

TGGTGGTCGA

TGCATCAGCC

GGAGATCCTG

TCAGTGACAA

CCACGATAGC

GGTCGGTCTT

ACGGCGGCAT

TAGCCTCTCC

CAATCATGCG

CTGCGCCATC

GGGCTTCCCA

TTGCTGTCCA

CAAGCTACCT
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15

20

121

9251 GCTTTCTCTT TGCGCTTGCG TTTTCCCTTG TCCAGATAGC CCAGTAGCTG

9301 ACATTCATCC GGGGTCAGCA CCGTTTCTGC GGACTGGCTT TCTACGTGTT

9351 CCGCTTCCTT TAGCAGCCCT TGCGCCCTGA GTGCTTGCGG CAGCGTGAAG

SEC ID NO:18

Secuencia de nucleétido del vector de expresién HCMV-K HuAb-

VL1 hum V2 (Secuencia de ADN completa de un vector de

expresién de cadena ligera humanlzado que comprende

SEC ID NO: 13 (humV2=VLm) de 3926-4246)

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

CTAGCTTTTT

TGGAATAGCT

AATTAGTCAG

GCGGGATGGG

TGCATGCTTT

TGAGATGCAT

CCACACCCTA

TGACGGTGAA

GTCTGTAAGC

GGTGTTGGCG

CGGAGTGTAT

AGTGCACCAT

ACCGCATCAG

GTCGTTCGGC

GCAAAAGCCT

CAGAGGCCGA

CCATGGGGCG

CGGAGTTAGG

GCATACTTCT

GCTTTGCATA

ACTGACACAC

AACCTCTGAC

GGATGCCGGG

GGTGTCGGGG

ACTGGCTTAA

ATGCGGTGTG

GCGCTCTTCC

TGCGGCGAGC

AGGCCTCCAA

GGCGGCCTCG

GAGAATGGGC

GGCGGGACTA

GCCTGCTGGG

CTTCTGCCTG

ATTCCACAGC

ACATGCAGCT

AGCAGACAAG

CGCAGCCATG

CTATGCGGCA

AAATACCGCA

GCTTCCTCGC

GGTATCAGCT

AAAAGCCTCC

GCCTCTGCAT

GGAACTGGGC

TGGTTGCTGA

GAGCCTGGTT

CTGGGGAGCC

TGCCTCGCGC

CCCGGAGACG

CCCGTCAGGG

ACCCAGTCAC

TCAGAGCAGA

CAGATGCGTA

TCACTGACTC

CACTCAAAGG

TCACTACTTC

ARATAAAAAR

GGAGTTAGGG

CTAATTGAGA

GCTGACTAAT

TGGGGACTTT

GTTTCGGTGA

GTCACAGCTT

CGCGTCAGCG

GTAGCGATAG

TTGTACTGAG

AGGAGAAAAT

GCTGCGCTCG

CGGTAATACG
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15

20

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

GTTATCCACA

GCCAGCAAAA

CATAGGCTCC

GAGGTGGCGA

GAAGCTCCCT

CTGTCCGCCT

CTGTAGGTAT

TGCACGAACC

CGTCTTGAGT

CACTGGTAAC

TCTTGAAGTG

ATCTGCGCTC

TTGATCCGGC

AGCAGCAGAT

TTTTCTACGG

TTTGGTCATG

ARAAATGAAG

GACAGTTACC

ATTTCGTTCA

TACGGGAGGG

CCACGCTCAC

GGCCGAGCGC

TTAATTGTTG

CGCAACGTTG

GAATCAGGGG

GGCCAGGAAC

GCCCCCCTGA

AACCCGACAG

CGTGCGCTCT

TTCTCCCTTC

CTCAGTTCGG

CCCCGTTCAG

CCAACCCGGT

AGGATTAGCA

GTGGCCTAAC

TGCTGAARGCC

ARACAAACCA

TACGCGCAGA

GGTCTGACGC

AGATTATCAA

TTTTAAATCA

AATGCTTAAT

TCCATAGTTG

CTTACCATCT

CGGCTCCAGA

AGAAGTGGTC

CCGGGAAGCT

TTGCCATTGC

122

ATAACGCAGG

CGTAAAARGG

CGAGCATCAC

GACTATAAAG

CCTGTTCCGA

GGGAAGCGTG

TGTAGGTCGT

CCCGACCGCT

AAGACACGAC

GRAGCGAGGTA

TACGGCTACA

AGTTACCTTC

CCGCTGGTAG

AAAAAAGGAT

TCAGTGGAAC

AAAGGATCTT

ATCTAAAGTA

CAGTGAGGCA

CCTGACTCCC

GGCCCCAGTG

TTTATCAGCA

CTGCAACTTT

AGAGTAAGTA

TGCAGGCATC

AARGAACATG
CCGCGTTGCT
ARAAATCGAC
ATACCAGGCG
CCCTGCCGCT
GCGCTTTCTC
TCGCTCCAAG
GCGCCTTATC
TTATCGCCAC
TGTAGGCGGT
CTAGAAGGAC
GGARAAAGAG
CGGTGGTTTT
CTCAAGAAGA
GAAAACTCAC
CACCTAGATC
TATATGAGTA
CCTATCTCAG
CGTICGTGTAG
CTGCAATGAT
ATAAACCAGC
ATCCGCCTCC
GTTCGCCAGT

GTGGTGTCAC

TGAGCAAARG

GGCGTTTTTC

GCTCAAGTCA

TTTCCCCCTG

TACCGGATAC

ATAGCTCACG

CTGGGCTGTG

CGGTAACTAT

TGGCAGCAGC

GCTACAGAGT

AGTATTTGGT

TTGGTAGCTC

TTTGTTTGCA

TCCTTTGATC

GTTAAGGGAT

CTTTTAAARTT

AACTTGGTCT

CGATCTGTCT

ATAACTACGA

ACCGCGAGAC

CAGCCGGAAG

ATCCAGTCTA

TAATAGTTTG

GCTCGTCGTT
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1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

TGGTATGGCT

GATCCCCCAT

GTTGTCAGAA

ACTGCATAAT

CTGGTGAGTA

AGTTGCTCTT

AACTTTAAAA

CAAGGATCTT

CCCAACTGAT

AAARACAGGA

AATGTTGAAT

CAGGGTTATT

TAAACARATA

TCTAAGAAAC

ACGAGGCCCT

AATGTGTGTT

ATTCATGTCG

GGAAAAATCG

AGTTTCTIGTG

TACGCGATAT

GACGACTTTG

CGATATAGGT

CAAGCTGGCA

GGCCATTAGC

TCATTCAGCT

GTTGTGCAAA

GTAAGTTGGC

TCTCTTACTG

CTCAACCAAG

GCCCGGCGTC

GTGCTCATCA

ACCGCTGTTG

CTTCAGCATC

AGGCAARATG

ACTCATACTC

GTCTCATGAG

GGGGTTCCGC

CATTATTATC

TTCGTCTTCA

TGTCCGAAAT

CGCGATAGTG

ATATTTGARA

TAACTGATAT

CTGGCGATAG

GTGACTTGGG

GACAGACGAT

CATGGCCAAT

CATATTATTC

123

CCGGTTCCCA

AAAGCGGTTA

CGCAGTGTTA

TCATGCCATC

TCATTCTGAG

AACACGGGAT

TTGGAAAACG

AGATCCAGTT

TTTTACTTTC

CCGCAARAAA

TTCCTTTTTC

CGGATACATA

GCACATTTCC

ATGACATTAA

AGAATTCAGC

ACGCGTTTTG

GTIGTTTATCG

ATATGGCATA

CGCCATTTTT

CGCTTATATC

CGATTCTGTG

ATGAGGCTAT

GCATATCGAT

ATTGGTTATA

ACGATCAAGG

GCTCCTTCGG

TCACTCATGG

CGTAAGATGC

AATAGTGTAT

AATACCGCGC

TTCTTCGGGG

CGATGTAACC

ACCAGCGTTT

GGGAATAAGG

AATATTATTG

TTTGAATGTA

CCGAAAAGTG

CCTATAAAAA

TTGGCTGCAG

AGATTTCTGT

CCGATAGAGA

TTGAAAATGT

CCAAAAGTGA

GTTTACGGGG

TGTCGCAAAT

ATCGCCGATA

CTATACATTG

TAGCATAAAT

CGAGTTACAT

TCCTCCGATC

TTATGGCAGC

TTTTCTGTGA

GCGGCGACCG

CACATAGCAG

CGAAAACTCT

CACTCGTGCA

CTGGGTGAGC

GCGACACGGA

AAGCATTTAT

TTTAGAARAAA

CCACCTGACG

TAGGCGTATC

TGAATAATAA

CGCCGACTAA

TGGCGATATT

CGCCGATGTG

TTTTTGGGCA

GATGGCGATA

ATCGCAGTTT

GAGGCGACAT

AATCAATATT

CAATATTGGC
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3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

TATTGGCCAT

TGGCTCATGT

ATTAATAGTA

TTCCGCGTTA

CGACCCCCGC

CAATAGGGAC

GCCCACTTGG

TGACGTCAAT

CCTTATGGGA

ATTACCATGG

GTTTGACTCA

GTTTGTTTTG

TCCGCCCCAT

TATAAGCAGA

CACGCTGTTT

ARGCTTGCCG

GCTGTGGCTG

CCACCCTGTC

AGTCAGAACA

TGCTCCAAGG

CTTCCAGGTT

AGCAGTCTGG

TACCTGGCCA

AGTATTCTAG

TGCATACGTT

CCAACATTAC

ATCAATTACG

CATAACTTAC

CCATTGACGT

TTTCCATTGA

CAGTACATCA

GACGGTAAAT

CTTTCCTACT

TGATGCGGTT

CGGGGATTTC

GCACCAAAAT

TGACGCAAAT

GCTCGTTTAG

TGACCTCCAT

CCACCATGGA

CCCGACACCA

TCTGAGTCCA

TTGGCACAAG

CTTCTCATAA

TAGTGGCAGT

AGCCTGAAGA

TTCACGTTCG

AARAGATCCTA

124
GTATCCATAT
CGCCATGTTG
GGGTCATTAG
GGTAAATGGC
CAATAATGAC
CGTCAATGGG
AGTGTATCAT
GGCCCGCCTG
TGGCAGTACA
TTGGCAGTAC
CAAGTCTCCA
CAACGGGACT
GGGCGGTAGG
TGAACCGTCA
AGAAGACACC
GACCCCCGCC
CCGGCGACAT
GGAGAAAGAG
CATACAGTGG
GGTCTTICTTC
GGATCAGGGA
TTTTGCAGTG
GCCAGGGGAC

GAATTCTAAA

CATAATATGT

ACATTGATTA

TTCATAGCCC

CCGCCTGGCT

GTATGTTCCC

TGGAGTATTT

ATGCCAAGTA

GCATTATGCC

TCTACGTATT

ATCAATGGGC

CCCCATTGAC

TTCCAAAATG

CGTGTACGGT

GATCGCCTGG

GGGACCGATC

CAGCTGCTGT

TCTGCTGACC

CCACTTTCTC

TATCAACAAA

TGAGTCTATC

CAGATTTTAC

TATTACTGTC

CAAGCTGGAG

CTCTGAGGGG

ACATTTATAT

TTGACTAGTT

ATATATGGAG

GACCGCCCAA

ATAGTAACGC

ACGGTAAACT

CGCCCCCTAT

CAGTACATGA

AGTCATCGCT

GTGGATAGCG

GTCAATGGGA

TCGTAACAAC

GGGAGGTCTA

AGACGCCATC

CAGCCTCCGC

TCCTGCTGCT

CAGTCTCCAG

CTGCAGGGCC

AAACAAATGG

TCTGGGATCC

TCTTACCATC

AACAAAGTAA

ATCAAACGTG

GTCGGATGAC
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4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

GTGGCCATTC

ATGCAAAGCC

ACTTTATTAA

TTTTAAATAC

GCTGTTTTCT

CACCCAAGGG

CCTCAGGAAC

GAGCAGTTGA

CTATCCCAGA

CGGGTAACTC

TACAGCCTCA

CARAGTCTAC

CAARGAGCTT

CTCCTCAGTT

TTCCACAGGG

CACCCCCCTC

GAATAAATAA

AATAATTATT

CTAAATATGT

TCATTCTATT

CACAAGCCTT

CTTCCTTGTT

GACAGGTCTT

CAAAGCAAAT

TTTGCCTAAA

CTCAGAATGG

GGAATAGGGG

GCTTCTTGGT

GTCTGTCCCT

CAGAACTTTG

TGTGGCTGCA

AATCTGGAAC

GAGGCCAAAG

CCAGGAGAGT

GCAGCACCCT

GCCTGCGAAG

CAACAGGGGA

CCAGCCTGAC

GACCTACCCC

CTCCTCCTTG

AGTGAATCTT

ATCTGTTGTT

AGTCATCCTA

TTACCCTATC

CTGTCCTCAC

TTCCCCTCCT

ACAGTCATAT

TTTTCARARG

125
GCATTGAGTT
CTGCAAAGAG
GAAGCTAGGA
CTCCTTGCTA
AACATGCCCT
TTACTTAAAC
CCATCTGTCT
TGCCTCTGTT
TACAGTGGAA
GTCACAGAGC
GACGCTGAGC
TCACCCATCA
GAGTGTTAGA
CCCCTCCCAT
TATTGCGGTC
GCTTTAATTA
TGCACCTGTG
TACCAACTAC
AGGCGCATAA
ATCCTCTGCA
AGTCCCCTGG
CAGCAAGCCC
ATCCTTTGAT

AAGAAACCTG

TACTGCAAGG
CTCCAACAAA
AGAAACTCAA
TAATTATCTG
GTGATTATCC
ACCATCCTGT
TCATCTTCCC
éTGTGCCTGC
GGTGGATAAC
AGGACAGCAA
AAAGCAGACT
GGGCCTGAGC
GGGAGAAGTG
CCTTTGGCCT
CTCCAGCTCA
TGCTAATGTT
GTTTCTCTCT
TCAATTTCTC
CCATTTATAA
AGACAGTCCT
GCCATGGTAG
TCATAGTCCT
TCAATTCCCT

CTATARAGAG

TCAGAAAAGC

ACAATTTAGA

AACATCAAGA

GGATAAGCAT

GCAAACAACA

TTGCTTCTTT

GCCATCTGAT

TGAATAACTT

GCCCTCCAAT

GGACAGCACC

ACGAGAAACA

TCGCCCGTCA

CCCCCACCTG

CTGACCCTTT

TCTTTCACCT

GGAGGAGAAT

TTCCTCATTT

TTATAAGGGA

AAATCATCCT

CCCTCAARACC

GAGAGACTTG

TTTTAAGGGT

GAGAATCAAC

AATCATTCAT
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15

20

5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601

6651

TGCAACATGA

CAATAGGGAA

CATGCCTTAT

AGGGCCGTAT

TGAGATTAAA

AGACAAATAT

TCCCCACCCA

CAAAAGCCAA

ATTAAACTGT

CAAGCTACAA

TACATAAGAG

TATAAAGTTC

TACTCTTAGC

GGCTTCTGGG

TATGATCTGT

CATAAAGAAC

AGGTCAAGAC

ACCTGCCTAA

CTCAAGGTGC

CCCTGTTTGG

ACCTTCAGCA

AACCCATGTA

AATGAGGACT

GCTACTCATC

TATAAAATAA

ATGTTTAAGT

TTACATTTTT

TGAGTACTTT

ARCATTCATT

ATTCTATAAC

CCAAAAAACT

AAATTGGAAA

GGTATGTTTA

CTATACCTAC

ARAACTCAATG

ARRACCAGGT

TGGGGGTGGG

GTCTTGGTAA

GCACTGTTCT

ATCTTATACC

CACGCAGCTG

TCCTGCCCTC

TCAACAARAC

CTAGCTAGGA

AGGGGACAGA

TGAACACTCA

CTTCCTCATT

CATCCAACAC

126
CAACACAATA
TCATCATGGT
AAACAGGTAC
CCACAACCTA
AAAATGTTGC
TCAGCAATCC
ATGCAAGAAT
TAGCCCGATT
TACATTAGAA
TCACACAGAT
CAAAAGATAT
ARAAATAAAG
CGAGTTAGTG
TGTTCTGTTC
GTATACACAT
CAGTTAATAG
GTAAGTGGGG
TTGAGCCCTG
AACAGGCCTG
GCACACATAC
GGACAGAATT
CATGTTTGGG
CTATGGGGCA

ACCTTTCTAA

AAAGCAATTA

ACTTAGACTT

TGAGGGACTC

ATTTAATCCA

AAAGGTTCTA

CACTTCTAGA

GTTCAAAGCA

GTCCAACAAT

TACCCAATGA

GAATCTCATA

GTTCTGTATG

TTAGAAATTT

CCTGGGAGAA

CTCGTGTGGG

TATGCTTCAA

ATAGAAGAGG

GGGCCTGGGA

AATGAGTCTG

CTATTTTCCT

ATAGAAATTA

AACCTTGCCC

AAGGGGGAAG

CTCTGGCCCT

GTACCTCTCT

AATAAACAAA

AATGGAATGT

CTGTCTGCCA

CACTATACTG

TAAAGCTGAG

TGACTGAGTG

GCTITTATTTA

AGAATGAGTT

GGAGAATTAA

AAAATAATGT

TTTTCATCCA

GGATGGAAAT

GACAAGAAGG

GTTGTGCAGT

AATAACTTCA

AARTAAGTAAT

TCAAATAGCT

CCTTCCAGGG

GGCATCTGTG

AATGAAACAG

AGACACTGGA

GGCACATGTA

GCCCCTCTCA

CTGCCTACAC
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6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801

7851

TCTGAAGGGG

TGACAATCCC

AGTGGGGAAG

TCTGCCTCTT

TTTGAGTAGG

CTCACTCATC

AGCTATGAAT

TTGGACAAAC

ATTTGTGATG

AGTTAACAAC

TGTGGGAGGT

GATTATGATC

CCTTTACAAA

AATAGCAGAC

GATTATAACT

ATTTTCTTGT

GCAAGCAAGA

ATTCTGAAGG

GGAGTAGAAT

TTCTTCTGAG

CCCATTCATC

ATCAGTAGTT

GCTTTAAATC

AAGGTTCCTT

TTCAGGAGTA

TTTGTCCTGC

GACAGTCATG

GAGAATGTTG

GGTGAGACTC

CCTGGGGGCC

TCTAGGATCG

CACAACTAGA

CTATTGCTTT

AACAARTTGCA

TTTTTAAAGC

TCTAGTCAAG

TTARARAGCT

ACTCTATGCC

GTTATGCCTA

ATAGCAGTGC

GTTCTATTAC

AAAGTCCTTG

GTTGAGAGTC

CAARACAGGT

AGTTCCATAG

TAACACATTA

TCTGTAGGTA

CACAAAGATC

127
ACTAACACAG
TTTGTTTTTC
GAGAAACTAC
ATGAGTATCA
AGTAATGTCC
AAATTGAACA
ATCCAGACAT
ATGCAGTGAA
ATTTGTAACC
TTCATTTTAT
AAGTAAAACC
GCACTATACA
ARAGGTACAC
TGTGTGGAGT
CTTATAAAGG
AGCTTTTTCC
TAARCACAGC
GGGTCTTCTA
AGCAGTAGCC
TTTCCTCATT
GTTGGAATCT
TACACTTAAA
GTTTGTCCAA

CGGGACCARAA

CATCCCTTCC

TTTCCAGTICA

ATAAGGAAGC

AATCTTTCAA

CTTCCAATGA

ATCAAAGGCA

GATAAGATAC

AAAAATGCTT

ATTATAAGCT

GTTTCAGGTT

TCTACAAATG

TCAAATATTC

AATTTTTGAG

AAGAAAAAAC

TTACAGAATA

TTTGTGGTGT

ATGACTCAAA

CCTTTCTCTT

TCATCATCAC

AAAGGCATTC

AAAATACACA

AATTTTATAT

TTATGTCACA

GCGGCCATCG

CTCAAATGAC

GTACTGGGAA

ACCTTGCCCT

ACTTTGGAGG

CATGAACTTG

GGCATAATCC

ATTGATGAGT

TATTTGTGAA

GCAATAAACA

CAGGGGGAGG

TGGTATGGCT

CTTATTAACC

CATAGTTATT

AGTATGTTAT

TTTTTCCATA

AAATAGCAAA

AAACTTAGCA

CTTTTTTGGA

TAGATGGCAT

CACCACTGCT

AACAATTAGA

TTACCTTAGA

CCACAGAAGT

TGCCTCCCCA
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7901

7951

8001

8051

8101

8151

8201

8251

8301

8351

8401

8451

8501

8551

8601

8651

8701

8751

8801

8851

8901

8951

9001

8051

CTCCTGCAGT

GGATGCCGAC

CTCAGGCAGC

GAAGAACTCC

CCCGGAAAAC

TCGAAATCTC

CCCCAGAGTC

GCGCTGCGAA

CCCATTCGCC

TCCTGATAGC

AAAGCGGCCA

TCACGACGAG

AGTTCGGCTG

GACAAGACCG

CTTGGTGGTC

ATTGCATCAG

CAGGAGATCC

CTTCAGTGAC

AGCCACGATA

CAGGTCGGTC

ACACGGCGGC

AATAGCCTCT

TTCAATCATG

CCCTGCGCCA

TCGGGGGCAT

GGATTTGCAC

AGCTGRACCA

AGCATGAGAT

GATTCCGAAG

GTGATGGCAG

CCGCTCAGAA

TCGGGAGCGG

GCCAAGCTCT

GGTCCGCCAC

TTTTCCACCA

ATCCTCGCCG

GCGCGAGCCC

GCTTCCATCC

GAATGGGCAG

CCATGATGGA

TGCCCCGGCA

AACGTCGAGC

GCCGCGCTGC

TTGACAAAAA

ATCAGAGCAG

CCACCCAAGC

CGAAACGATC

TCAGATCCTT

128

GGATGCGCGG

TGCCGGTAGA

ACTCGCGAGG

CCCCGCGCTG

CCCAACCTTT

GTTGGGCGTC

GAACTCGTCA

CGATACCGTA

TCAGCAATAT

ACCCAGCCGG

TGATATTCGG

TCGGGCATGC

CTGATGCTCT

GAGTACGTGC

GTAGCCGGAT

TACTTTCTCG

CTTCGCCCAA

ACAGCTGCGC

CTCGTCCTGC

GAACCGGGCG

CCGATTGTCT

GGCCGGAGAA

CTCATCCTGT

GGCGGCAAGA

ATAGCCGCTG
ACTCCGCGAG
GGATCGAGCC
GAGGATCATC
CATAGAAGGC
GCTTGGTCGG
AGAAGGCGAT
AAGCACGAGG
CACGGGTAGC
CCACAGTCGA,
CAAGCAGGCA
GCGCCTTGAG
TCGTCCAGAT
TCGCTCGATG
CAAGCGTATG
GCAGGAGCAA
TAGCAGCCAG
AAGGAACGCC
AGTTCATTCA
CCCCTGCGCT
GTTGTGCCCA
CCTGCGTGCA
CTCTTGATCA

AAGCCATCCA

CTGGTTTCCT

GTCGTCCAGC

CGGGGTGGGC

CAGCCGGCGT

GGCGGTGGAA

TCATTTCGAA

AGAAGGCGAT

AAGCGGTCAG

CAACGCTATG

TGAATCCAGA

TCGCCATGGG

CCTGGCGAAC

CATCCTGATC

CGATGTTTCG

CAGCCGCCGC

GGTGAGATGA

TCCCTTCCCG

CGTCGTGGCC

GGGCACCGGA

GACAGCCGGA

GTCATAGCCG

ATCCATCTTG

GATCTTGATC

GTTTACTTTG
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12K
129 l 30\

9101 CAGGGCTTCC CAACCTTACC AGAGGGCGCC CCAGCTGGCA ATTCCGGTTC
9151 GCTTGCTGTC CATAARACCG CCCAGTCTAG CTATCGCCAT GTAAGCCCAC
9201 T(:QCAAGCTAC CTGCTTTCTC TTTGCGCTTG CGTTTTCCCT TGTCCAGATA
9251 GCCCAGTAGC TGACATTCAT CCGGGGTCAG CACCGTTTCT GCGGACTGGC
9301 TTTCTACGTG TTCCGCTTCC TTTAGCAGCC CTTGCGCCCT GAGTGCTTGC

9351 GGCAGCGTGA AG

SEC ID NO:31:

Parte de I|a secuencla de aminoacido de cadena pesada
humanizada designada VHE-N73D

EVQLVESGAE VKKPGASVKYV SCKASGYTFT NYIIHWVKQE PGQGLEWIGY

ENPYNHGTKY NEKFKGRATL TADKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTWGQ GTTVTVSS

SEC ID NO:32:

Parte de Ila secuencla de aminoécido de cadena pesada
humanizada designada VHQ-N73D

QVQLVESGAE VKKPGASVKV SCKASGYTFT NYIIHWWKQE PGQGLEWIGY FNPYNHGTKY
NEKFKGRATL TADKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG PYAWFDTWGQ GTTVTVSS

SEC ID NO:33:

Secuencla de nucleétido que codifica la secuencla de amlinodcido
SEC ID NO: 8
GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGGTATCAACAAAAA
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CCAGGTCAGGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGGATCCC
TTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTCTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGCCAGGGGACCAAGCTTGAAATCAAA

SEC ID NO:34:

Secuencla de nucledtido que codifica la secuencla de aminoécido
SEC ID NO: 31
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGAGCCGAAGTGAAAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCGCTCTGAGGACACTGCGGTCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

SEC ID NO:35

Secuencia de nucleétido que codifica la secuencla de aminoécido
SEC ID NO: 32
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGAGCCGAAGTGAAAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCGCTCTGAGGACACTGCGGTCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

L%,
x‘35
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SEC ID No 36

Secuencia de nucleétido del

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

CTAGAGTCCT

GGAACACAGA

TAAGTTGGTT

GAGGGTTTTC

AATTTGAGGT

GGAATGGGAG

ATAATAAATT

TGGAGTCAAG

AAGCAGGTCA

GGTAAACTTG

AGCCCCACCA

TTGCATTTCT

TTTTAACTTA

TTCCCCAAAC

TCAAAATTAG

TAATATATTT

TTATTGGTCT

CTTTGTTCAT

TTGACATTCT

TGAGTATTCA

CTAGGACCTG

AGAGAGGTCT
AGTATGTGTA
CCTAGGARAA
AAGTACTCAT
CTTGTTTGTG
TGAGGCTCTC
AAGTTTAAAA
ATGGCCGATC
TGTGGCAAGG
TAGCTGTGGT
ARCCGAAAGT
ARAATAAGTT
TTGAGTTCAA
TTAAGTTTAT
GTTATGTRAG
AGAAAACTTC
CCATTCAATT
GATCTTTTTT
GGTCAAAACG
TTTTAGGAGA

CAGGCATGCT

131

vector de expresién LCVLISp20

GGTGGAGCCT GCAAAAGTCC AGCTTTCAAA

TGGARATATTA

ATAGTTARAT

TTTTTTARAT

TAGAACTGAC

TCATACCCTA

TATTTTTAAA

AGARCCAGAA

CTATTTGGGG

TTGAAGAAGT

CCAGGCTGAG

GAGGATTCAG

CCTTTTAATT

CGACTTCTAA

AAATTGAAGG

TTAAAATTAC

CTTTTCCAAT

AGTTGTTTGT

GCTTCACAAA

AATACTTTTT

GTTTTCTGTC

GAAGATGTTG
ACTGTGACTT
GTCCAAAATT
ATTACTTAAA
TTCAGAACTG
TGAATTGAGC
CACCTGCAGC
AAGGGAAAAT
GGTTTTGAAA
CAARRCACCA
CCGAAACTGG
TTAGCTTGAG
AATGTATTTA
ACTTTAGTGT
TCTATTATTC
ACCCGAAGCA
TTTGCCTTAC
TCTTTTTCAA
TTTTAAATGA

TGTCCCTAAC

CTTTTACTCT

TAAAATGTGA

TTTGTCAATC

GTTTAACCGA

ACTTTTAACA

AATGTTGAGT

AGCTGGCAGG

AAAACCACTA

CACTCTGTCC

CCTGGGTAAT

AGAGGTCCTC

TAGTTCTAGT

GAACTCATTT

CTTTAATTTC

TTCCCTCTGA

TTTACAGTGA

TATTAAGACT

GACCACTTTC

ATGCAATTAT

ATGCCCTGTG

127

19°
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1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151

2201

ATTATCCGCA

ATCCTGTTTG

TCTTCCCGCC

TGCCTGCTGA

GGATAACGCC

ACAGCAAGGA

GCAGACTACG

CCTGAGCTCG

AGAAGTGCCC

TTGGCCTCTG

CAGCTCATCT

TAATGTTGGA

TCTCTCTTTC

AATTTCTCTT

GAGATCTGAA

AAACCACAAC

GATGCTATTG

CAACAACAAT

AGGTTTTTTA

GATCTCTAGT

CAAATTAAAA

AGACACTCTA

AACTGTTATG

TTGTATAGCA

ARCAACACAC

CTTCTTTCCT

ATCTGATGAG

ATARCTICTA

CTCCAATCGG

CAGCACCTAC

AGAAACACAA

CCCGTCACAA

CCACCTGCTC

ACCCTTTTTIC

TTCACCTCAC

GGAGAATGAA

CTCATTTAAT

ATAAGGGACT

GCTGATCCAG

TAGAATGCAG

CTTTATTTGT

TGCATTCATT

AAGCAAGTAA

CAAGGCACTA

AGCTAAAGGT

TGCCTGTGTG

CCTACTTATA

GTGCAGCTTT

132

CCAAGGGCAG

CAGGAACTGT

CAGTTGAAAT

TCCCAGAGAG

GTAACTCCCA

AGCCTCAGCA

AGTCTACGCC

AGAGCTTCAA

CTCAGTTCCA

CACAGGGGAC

CCCCCTCCTC

TAAATAARGT

AATTATTATC

AAATATGTAG

ACATGATAAG

TGAAAAARAT

AACCATTATA

TTATGTTTCA

AACCTCTACA

TACATCAAAT

ACACAATTTT

GAGTAAGAAA

AAGGTTACAG

TTCCTTTGTG

AACTTTGTTA

GGCTGCACCA

CTGGAACTGC

GCCAAAGTAC

GGAGAGTGTC

GCACCCTGAC

TGCGAAGTCA

CAGGGGAGAG

GCCTGACCCC

CTACCCCTAT

CTCCTTGGCT

GAATCTTTGC

TGTTGTTTTA

TCATCCTAAG

ATACATTGAT

GCTTTATTTG

AGCTGCAATA

GGTTCAGGGG

AATGTGGTAT

ATTCCTTATT

TGAGCATAGT

AAACAGTATG

AATATTTTTC

GTGTAAATAG

CTTAAACACC

TCTGTCTTCA

CTCTGTTGTG

AGTGGAAGGT

ACAGAGCAGG

GCTGAGCAAA

CCCATCAGGG

TGTTAGAGGG

CTCCCATCCT

TGCGGTCCTC

TTAATTATGC

ACCTGTGGTT

CCAACTACTC

GCGGGATATC

GAGTTTGGAC

TGAAATTTGT

AACAAGTTAA

GAGGTGTGGG

GGCTGATTAT

AACCCCTTTA

TATTAATAGC

TTATGATTAT

CATAATTTTC

CAAAGCAAGC

|2%
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2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

AAGAGTTCTA

AAGGAAAGTC

GAATGTTGAG

TGAGCARAAC

CATCAGTTCC

AGTTTAACAC

AATCTCTGTA

CCTTCACAAA

AGTTCGGGGG

GACGGATTTG

AGCAGCTGAA

AAAATGCATA

TTAGTCTTTC

CCTGGACCTC

CCCARATCAA

CCTTGTCACA

AAACAGAACT

TCCGGTTGTT

ATGAGCTCCT

TTCTGTCCTT

CTACCCATAA

CATTCTTTGG

CTCCGTTCTT

AATGGTCGAA

TTACTAAACA

CTTGGGGTCT

AGTCAGCAGT

AGGTTTTCCT

ATAGGTTGGA

ATTATACACT

GGTAGTTTGT

GATCCGGACC

CATGGATGCG

CACTGCCGGT

CCAACTCGCG

GCTTTAGGAG

TTCTCGTAGA

AGAGAGGACG

TTTCTGGGAA

AAGAGTCTGA

GCCTCCGACT

CAATAAGTCT

CGTGGTGGTT

TAARAGGTCGA

TCACCAGATT

ARGTACTTGA

GCCAATCCCC

CCATGATGGC

133
CAGCATGACT
TCTACCTTTC
AGCCTCATCA
CATTAAAGGC
ATCTAAAATA
TAAAAATTTT
CCAATTATGT
ARAGCGGCCA
CGGATAGCCG
AGAACTCCGC
AGGGGATCGA
GGGAGCAGAG
CTTCAAACTT
CCTGGGTATT
AAACGTGTCA
GGTGGCCTGG
ATCCAAACCA
TAAGGCATCA
CTTTGAGTTC
TTCTTCTCAG
CTGTTTACCT
ACTCGTTCCT
ATATTTTGGG

AGCGGGGATA

CAAAARACTT
TCTTCTTTTT
TCACTAGATG
ATTCCACCAC
CACAAACAAT
ATATTTACCT
CACACCACAG
TCGTGCCTCC
CTGCTGGTTT
GAGGTCGTCC
GCATCCCCCA
AACTTGARAG
ATACTTGATG
CTGGGAGAAG
CTTTCAAATT
TTGATTCATG
TGTCTACTTT
TCCAAACTTT
TC*ACTGAGA
GAATGGAGAA
TCCACTGAAG
GAGCGGAGGC
ACACGGCGAC

AAATCCTACC

AGCAATTCTG

TGGAGGAGTA

GCATTTCTTC

TGCTCCCATT

TAGAATCAGT

TAGAGCTTTA

AAGTAAGGTT

CCACTCCTGC

CCTGGATGCC

AGCCTCAGGC

TGGTCTTATA

CATCTTCCTG

CCTTTTTCCT

TTTATATTTC

CCTGCATGAT

GCTTCCTGGT

ACTTGCCAAT

TGGCAAGAAA

ACTATATTAA

CCAGGTTTTC

AGGTTGTGGT

CAGGGTCGGT

GATGCAGTTC

AGCCTTCACG
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3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551

4601

CTAGGATTGC

ARAAGCCTAG

GAGGGCCGAG

CATGGGGCGG

GGAGTTAGGG

CATACTTCTG

ACTAATTGAG

GACTTTCCAC

CGGTGATGAC

CAGCTTGTCT

TCAGCGGGTG

CGATAGCGGA

ACTGAGAGTG

GATGCGTAAG

ACTGACTCGC

CTCAAAGGCG

AGAACATGTG

GCGTTGCTGG

AAATCGACGC

ACCAGGCGTT

CTGCCGCTTA

GCTTTCTCAT

GCTCCAAGCT

GCCTTATCCG

CGTCAAGTTT
GCCTCCAAAA
GCGGCCTCGG
AGAATGGGCG
GCGGGACTAT
CCTGCTGGGG
ATGCATGCTT
ACCCTAACTG
GGTGAAAACC
GTAAGCGGAT
TTGGCGGGTG
GTGTATACTG
CACCATATGC
GAGAARATAC
TGCGCTCGGT
GTAATACGGT
AGCAAAAGGC
CGTTTTTCCA
TCAAGTCAGA
TCCCCCTGGA
CCGGATACCT
AGCTCACGCT
GGGCTGTGTG

GTARCTATCG

134
GGGGGTACCG
AAGCCTCCTC
CCTCTGCATA
GAACTGGGCG
GGTTGCTGAC
AGCCTGGGGA
TGCATACTTC
ACACACATTC
TCTGACACAT
GCCGGGAGCA
TCGGGGCGCA
GCTTAACTAT
GGCCGCATAT
CGCATCAGGC
CGTTCGGCTG
TATCCACAGA
CAGCAAAAGG
TAGGCTCCGC
GGTGGCGAAA
AGCTCCCTCG
GTCCGCCTTT
GTAGGTATCT
CACGAACCCC

TCTTGAGTCC

AGCTCGAATT

ACTACTTCTG

AATARAAAAR

GAGTTAGGGG

TAATTGAGAT

CTTTCCACAC

TGCCTGCTGG

CACAGCTGCC

GCAGCTCCCG

GACAAGCCCG

GCCATGACCC

GCGGCATCAG

GCGGTGTGAA

GCTCTTCCGC

CGGCGAGCGG

ATCAGGGGAT

CCAGGAACCG

CCCCCTGACG

CCCGACAGGA

TGCGCTCTCC

CTCCCTTCGG

CAGTTCGGTG

CCGTTCAGCC

AACCCGGTAA

AGCTTTTTGC

GAATAGCTCA

ATTAGTCAGC

CGGGATGGGC

GCATGCTTTG

CTGGTTGCTG

GGAGCCTGGG

TCGCGCGTTT

GAGACGGTCA

TCAGGGCGCG

AGTCACGTAG

AGCAGATTGT

ATACCGCACA

TTCCTCGCTC

TATCAGCTCA

ARCGCAGGAA

TAARAAGGCC

AGCATCACAA

CTATARAGAT

TGTTCCGACC

GAAGCGTGGC

TAGGTCGTTC

CGACCGCTGC

GACACGACTT

A
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4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

5501

5551

5601

5651

5701

5751

5801

ATCGCCACTG

TAGGCGGTGC

AGAAGGACAG

AAAAAGAGTT

GTGGTTTTTT

CAAGAAGATC

AAACTCACGT

CCTAGATCCT

TATGAGTAAA

TATCTCAGCG

TCGTGTAGAT

GCAATGATAC

AAACCAGCCA

CCGCCTCCAT

TCGCCAGTTA

GGTGTCACGC

GATCAAGGCG

TCCTTCGGTC

ACTCATGGTT

TAAGATGCTT

TAGTGTATGC

TACCGCGCCA

CTTCGGGGCG

ATGTAACCCA

GCAGCAGCCA

TACAGAGTTC

TATTTGGTAT

GGTAGCTCTT

TGTTTGCAAG

CTTTGATCTT

TAAGGGATTT

TTTAAATTAA

CTTGGTCTGA

ATCTGTCTAT

ARCTACGATA

CGCGAGACCC

GCCGGAAGGG

CCAGTCTATT

ATAGTTTGCG

TCGTCGTTTG

AGTTACATGA

CTCCGATCGT

ATGGCAGCAC

TTCTGTGACT

GGCGACCGAG

CATAGCAGAA

AARACTCTCA

CTCGTGCACC

135
CTGGTAACAG
TTGAAGTGGT
CTGCGCTCTG
GATCCGGCAA
CAGCAGATTA
TTCTACGGGG
TGGTCATGAG
ARATGAAGTT
CAGTTACCAA
TTCGTTCATC
CGGGAGGGCT
ACGCTCACCG
CCGAGCGCAG
AATTGTTGCC
CAACGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCCCATGT
TGTCAGAAGT
TGCATAATTC
GGTGAGTACT
TTGCTCTTGC
CTTTAARAGT
AGGATCTTAC

CAACTGATCT

GATTAGCAGA

GGCCTAACTA

CTGAAGCCAG

ACAAACCACC

CGCGCAGAAA

TCTGACGCTC

ATTATCARAA

TTAAATCAAT

TGCTTAATCA

CATAGTTGCC

TACCATCTGG

GCTCCAGATT

AAGTGGTCCT

GGGAAGCTAG

GCCATTGCTG

ATTCAGCTCC

TGTGCAAAAA

AAGTTGGCCG

TCTTACTGTC

CAACCAAGTC

CCGGCGTCAA

GCTCATCATT

CGCTGTTGAG

TCAGCATCTT

GCGAGGTATG

CGGCTACACT

TTACCTTCGG

GCTGGTAGCG

AAAAGGATCT

AGTGGARCGA

AGGATCTTCA

CTAAAGTATA

GTGAGGCACC

TGACTCCCCG

CCCCAGTGCT

TATCAGCAAT

GCAACTTTAT

AGTAAGTAGT

CAGGCATCGT

GGTTCCCAAC

AGCGGTTAGC

CAGTGTTATC

ATGCCATCCG

ATTCTGAGAA

CACGGGATAA

GGARAACGTT

ATCCAGTTCG

TTACTTTCAC
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5851

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

6851

6901

6951

7001

CAGCGTTTCT

GAATAARGGGC

TATTATTGAA

TGAATGTATT

GAAARAGTGCC

TATARAAATA

CTCGAGGAAG

GCTTTCATAG

TTGAAAAGAT

CACCTTCCAG

AGCTACACGG

GGCTCCCATA

CTGACAGAGC

TAACAATATA

GTGAGTTGAA

TCTCACCTGC

GAGGCGCACC

TGAAAACCTA

GTAATGCATA

TTCATAGAAA

ACAATTTTTT

TAATTAAAAT

CAACAACAAC

CATCTACAGC

GGGTGAGCAA

GACACGGAAA

GCATTTATCA

TAGAARRATA

ACCTGACGTC

GGCGTATCAC

AGCTCARACC

CTGAGCTGTC

GGGTTATTTA

TAGTATTCTG

TGAGTTGTGC

CTCGAAGCTC

CAGAGGACCA

AGCAATATCT

CGAGGAGGAC

ARAAAACACT

TCCTTATAGA

CATAGTATTT

TGTATGTGTG

AATGTGTAAA

TCAGGGAGTT

TCAGGCTCAG

ARAAAAACAA

TAACTGTGAA

136
ARRCAGGAAG
TGTTGAATAC
GGGTTATTGT
AACAAATAGG
TAAGAAACCA
GAGGCCCTTT
CATGCTACTC
ATAAATAATA
TGTAAGACTC
TTACTGTTCT
TTCTCAGTCC
AGGAAACATT
AGAAATTTGT
ATAAATTGTT
ACAAATGAAC
ATAGAGAAGC
AGAAGCCTAC
ACATTATATC
TGTGTGCATG
AAGAGATCAT
GTAATCAGGA
AAACAAACAA
AACAAAGGAG

AGGATAATGG

GCAAAATGCC

TCATACTCTT

CTCATGAGCG

GGTTCCGCGC

TTATTATCAT

CGTCTTCAAG

TCTGGCTTGA

AAGAGATTTT

TGTCTTCATT

GGCAATCACT

TAAGGGATAC

GTAGAAAAGG

TGTGAGGTTG

GATATCATGG

ATGACAATCA

AGATAAAGCT

CAGGTTTGAT

GAGTCTATGA

TATGTGTGTA

GAATTTAAGA

ARAGTTAAGGG

AGGAAAAGAA

AAGCTGTATG

AACAAGTTAT

GCAAAAAAGG

CCTTTTTCAA

GATACATATT

ACATTTCCCC

GACATTAACC

AATTCAGCTG

TGGAAGCAAC

TTTATTAATA

TTAARAARACCA

GTGATCAAGA

ATCTACAAGA

AGGCAAAAGA

TGTCTCCTAC

CTACTAAAAT

GAATGAGGCC

GTCAGCAGAA

ATATCAGCCT

GACATATTTA

ARTACATATG

GAGAACTGGG

ARAAATGTTG

AAAAARACAR

GCCACAATAG

GTACTGCCTA

gl
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7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

GAGCAGTATG

ACACTCTACA

ACATTAGTTT

CTGTGGGATT

AGCTGTGCCT

GACATGAGGA

TCACACTGAT

GCTGCTGCTG

GCTTCCTGTA

AATCATGTGG

ACATTCTGCT

AGAGCCACTC

GTGGTATCAA

CTTCTGAGTC

GGGACAGATT

AGTGTATTAC

GGACCAAGCT

GTTGTCTATG

CTCTGAAACC

CGTAAGCAAA

CAGTGTAATA

ATGCCTAAAT

TAGACTATGA

TGTTTGTTGT

TTACAGGTCT

ACCCTTTGCT

TTTCTTCATA

CACACACAGT

TGGCTTACAG

CACTGTGCTG

GGATCTGTTT

GACCCAGTICT

TCTCCTGCAG

CAAAARACCAG

TATCTCTGGG

TTACTCTTAC

TGTCAACAAA

TGAAATCAARA

TCTGTGGCTT

AGATTCTGGC

GCTGGGAATA

ATTAACACAA

137
CATCTCGACA
TAGAARTCAA
TCAARGAGAC
GCARTAAGCT
GATTTGCATG
GTCAGGTCAC
CATGAGTGTG
GTAATGAAGA
CTTGTCTCTG
TCARTTTTTC
CCAGCCACCC
GGCCAGTCAG
GTCAGGCTCC
ATCCCTTCCA
CATCAGCAGT
GTAATACCTG
CGTAAGTAGA
CTATGTCTAA
ACTCTCCAAG
GGCTAGACAT

GTGATAGTTT

TGGAGGAAAA

AATAAGGTGT

TCACATTCCC

GCTGACCTGA

TACCCAAAGC

ACCCTTTGCT

CTCACTCAGG

CAGCACTAGA

TGAAAATTCT

AATTGTAGGT

TGTCTCTGAG

AACATTGGCA

AAGGCTTCTC

GGTTTAGTGG

CTGGAGCCTG

GCCATTCACG

ATCCAAAGTC

AAATGATGTA

GCAAAGATAC

GTTCTCTGGA

CAGAAATGCT

TAGAACARAAG

AAGACATAGA

ACAAAAARAT

TGATTTCTGC

ATAGCTTACT

GGAGTCAGAA

TCCTGGCGTT

ATTTTATTGA

CTTGTGAATT

ACGCGTTGTG

TCCAGGAGAA

CAAGCATACA

ATAAGGTCTT

CAGTGGATCA

AAGATTTTGC

TTCGGCCAGG

TCTTTCTTCC

TAAAATCTTA

AGAGTAACTC

GAATGAATGC

CTAGTT
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SEC ID NO:37
Secuencla de nucledétido del vector de expresién
HCVHEN73DSp20

1 ctagagaggt ctggtggagc ctgcaaaagt ccagctttca aaggaacaca gaagtatgtg

61

121

181

241

301

36l

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

tatggaatat tagaagatgt tgcttttact cttaagttgg ttectaggaa aaatagttaa
atactgtgac tttaaaatgt gagagggttt tcaagtactc atttttttaa atgtccaaaa
tttttgtcaa tcaatttgag gtcttgtttg tgtagaactg acattactta aagtttaacc
gaggaatggg agtgaggctc tctcataccc tattcagaac tgacttttaa caataataaa
ttaagtttaa aatattttta aatgaattga gcaatgttga gttggagtca agatggccga
tcagaaccag aacacctgea gcagcetggea ggaagcaggt catgtggeaa ggetatttgg
ggaagggaaa ataaaaccac taggtaaact tgtagctgtg gtttgaagaa gtggttttga
aacactctgt ccagccccac caaaccgaaa gtccaggetg agcaaaacac cacctgggta
atttgcattt caataataag ttgaggattc agceogaaact ggagaggtce tcttttaact
tattgagttc aaccttttaa ttttagettq agtagttcta gtttccccaa acttaagttt
atcgacttct aaaatgtatt taagctttct ggggcaggce aggectgace ttggetttgg
ggcagggagy gggctaaggt gaggcaggtg gcgecageca ggggcacage caatgeccat
gagcccagac actggacgct gaacctcgog gacagttaag aacccagggg cotctgegee
ctgggeccag ctctgtooca c;-accgcggtc acatggcacc acctctettg cagcctcoac
caagggccca teggtcettec c;:ctggcac:: ctcatecaag agcacctetg ggggcacage
ggccctggge tgoctggtca aggactactt ccccgaaccg gtgacggtgt cgtggaacte
aggcgecctg accageggeg tgcacacctt ccoggetgtc ctacagtcect caggactcta
Ctecctcage agegtggtga ccgtgoccte cagcagettg ggeacccaga cctacatctg
caacgtgaat cacaagcoca geaacaccaa ggggcacagg agagttggtg agaggocage
acagggaggg agggtgtctg ctggaageca ggctcagege tcctgectgg acgeatcecg

i

\

%)
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1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

2701

139

gctatgeagt cccagtccag ggcagcaagg caggeccogt ctgectotte acccggagge
ctctgtecee cccactcatg ctcagggaga gggtettetg getttttecc caggetctgg
gcaggcacag gctaggtgec cctaacccag gocctgcaca caagggecca ggecctgggce
tcagacctgc caagagccat atccgggagg accctgeccc tgacctaagc ccaccccaaa
ggccaaactc tecactecct cagecacgtac accttctctc ctcccagatt ccagtaactc
ccaatcttct ctctgcagag cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccgtgec
caggtaagcc ageccaggee tegocctcca gotcaaggeg ggacaggtge cctagagtag
cctgeatcca gggacaggec ccagecgggt gotgacacgt ccacctceat ctettectca
gcacctgaac tcctggggyg acegtcagte ttectettec cocccaaaacc caaggacacc
ctcatgatct cccggaccee tgaggtcaca tgegtggtgg tggacgtgag ccacgaagac
cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag
ccgegggagg agcagtacaa cagcacgtac cgtgtggtca gegtectcac cgtectgeac
caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccacgaagac cccccatcce
cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa ggtgggaccc gtggggtgeg agggccacat
ggacaggtgc cggcteggec caccetetge cctgagagtg accgetgtac caacctetgt
cccagcatgg cagccccgag aaccacaggt gtacaccetg cocccatece gggaggagat
gaccaagaac caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc ttctatccca gegacatege
cgtggagtgg gagagcaatg ggcagecgga gaacaactac aagaccacge ctccegtget
ggactccgac ggctecttct toctctatag caagctcacc gtggacaaga gcaggtggea
gcaggggaac gtcttctcat gctcogtgat gecatgagget ctgceacaacc actacacgea
gaagagccte tecctgtece cgggtaaatg agtgegacgg ccggeaagec coocgetecec
gggctctege ggtegeacga ggatgettgg cacgtaccce gtctacatac ttcoccaggea
cccageatgg aaataaagca cccaccactg ccctgggece ctgegagact gtgatggtte
tttecacggg tcaggcogag tctgaggect gagtggeatg agggaggeag agegggtcec
actgtcceca cactggecca ggetgtgcag gtgtgectgg gocgectagg gtggggetca
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2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

140

gccagggget geccteggea gggtggggga tttccacggg tggeccteee tocagcagea
gctgeectgg getgggecac gaagagectt agggecacat ggggacagac acacagecce
tgectctgta ggagactgtce ctgtoctgtg agegecctgt cctocgacce cgatgoccac
tegggggcat gectagteca tgegegtagg gacaggecct coctcaccca tctaccoeca
cggeactaac cectgggece cotgeccage ctogeacceg catggggaca caaccgactce
cgggtaaatg cactctoggg ccctgtggag ggactggtge agatgcccac acacacactc
agcccaggec cgttcaacaa accccgcact gaggttggtc gagegggagt goggecagag
cctgectogg cegtcaggga ggactcecegg gotcactega aggaggtgec accatttcag
ctttggtagc ttttcttctt cttttaaatt ttctaaagct cattaattgt ctttgatgtt
tcttttgtga tgacaataaa atatcctttt taagtcttgt acttcegtgat gggagecgec
ttectgtgtc cacgegecte ctgoccoogg tgggaageac ggtcaggagg aggotggtec
agctgcacct cggyggcetee ctgeactoge cacgegecte ctgeagecac acgeattgec
cgagcgacce tecctggece ctgtcactac atggacccet ggggottctc ctottttcta
catggatgca gtttctccte ctgetgggea cggtgetgee tgecctggte actctgeggg
ggacagggcc tccagggaaa gotgggtoga ggctgggage tggctcagge ttcocaggea

gagccacagg gagggecttc cagaaccaac
tccagacatg ataagataca ttgatgagtt
aaaatgcettt atttgtgaaa tttgtgatgc
caataaacaa gttaacaaca acaattgcat
gtgggaggtt ttttaaagca agtaaaacct
ctagtcaagg cactatacat caaatattcc
aaggtacaca atttttgagc atagttatta
agaaaaaaca gtatgttatqg attataactqg
ttttccataa ttttttggaa tagcagtgea

caagcaagag ttctattact aaacacagca

catggtccga agegagaggt gggtgtcaga
tggacaaacc acaactagaa tgcagtgaaa
tattgcttta ttttaasagca ttataagctg
tcattttatg tttcaggttc agggggaggt
ctacaaatgt ggtatggctg attatgatct
ttattaaccc ctttacaaat taaaaagcta
atagcagaca ctctatgect gtgtggagta
ttatgcctac ttataaaggt tacagaatat
gctttttect ttgtogtgta aatagcaaag

tgactcaaaa aacttagcaa ttctgaagga
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4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

141
aagtccttgg ggtcttctac ctttctette ttttttggag gagtagaatg ttgagagtca
gcagtagect catcatcact agatggcatt tcttctgage aaaacaggtt ttcctcatta
aaggcattcc accactgcetce ccattcatca gttccatagg ttggaatcta aaatacacaa
acaattagaa tcagtagttt aacacattat acacttaaaa attttatatt taccttagag
ctttaaatct ctgtaggtag tttgtccaat tatgtcacac cacagaagta aggttccttc
acaaagatcc ggaccaaagc ggccategtg cetccccact cctgcagttc gggggcatgg
atgcgeggat agecgetget ggtttectgg atgecgacgg attataactg coggtagaac
tcogegaggt cgtccagoct caggeageag ctgaaccaac tcgogagggg atcgagoceq
gggtgggcga agaactccag catgagatce ccgegetgga ggatcatcca gocggegtec

cggaaaacga ttccgaagec caacctttca tagaaggegg cggtggaatc gaaatctegt

4861 gatggcaggt tgggcgtege ttggteggtc atttcgaacc ccagagtccc gctcagaaga

4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641

5701

actegtcaag aaggcgatag aaggegatge getgogaatc gggageggeg ataccgtaaa
gcacgaggaa goggtcagec cattcgecge caagetcttc agcaatatca cgggtageca
acgctatgtc ctgatagegg tcogecacac ccagecggee acagtcgatg aatccagaaa
agceggecatt ttoccaccatg atattoggea agcaggcatc gecatgggtc acgacgagat
ccteogeegte gggeatgege gocttgagee tggogaacag tteggetgge gogagecect
gatgctctte gtccagatca toctgatcga caagaccgge ttccatcega gtacgtgete
gctcgatgeg atgttteget tggtggtcga atgggecaggt agccggatca agegtatgea
gecogoogeat tgcatcagec atgatggata ctttctcgge aggagcaagg tgagatgaca

ggagatcctg cccoggecact togeccaata geagecagtc ccttccocget tcagtgacaa

cgtcgageac agctgogeaa ggaacgeccg togtggocag ccacgatage cgegetgect |

cgtectgcag ttcattcagg gcaccggaca ggtcggtctt gacaaaaaga accgggegec
cctgegetga cagecggaac acggeggeat cagagcagec gattgtotgt tgtgeccagt
catagccgaa tagectctoe acccaagogg ccggagaacce tgegtgeaat ccatcttgtt

caatcatgcg aaacgatcct catcctgtct cttgatcaga tcttgatcece ctgegocate
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5761
5821
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5941
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6061
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6901
6961
7021
7081
7141
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142

agatccttgg cggcaagaaa gccatccagt ttactttgca gggettccca accttaccag
agggcegecee agctggeaat tcoggttege ttgetgtcca taaaaccgec cagtctaget
atcgccatgt aageccactg caagectaccet gotttctctt tgegettgeg tttteccttg
tccagatage ccagtagetg acattcatcc ggggtcagea ccgtttcetge ggactggett
tctacgtgtt cegettectt tagcagecct tgogecctga gtgettgegg cagegtgaag
ctttttgcaa aagcctagge ctccaaaaaa gectcctcac tacttctgga atagetcaga
ggccgaggeg gecteggect ctgcataaat aaaaaaaatt agtcagecat ggggcggaga
atgggeggaa ctgggeggag ttaggggegg gatgggegga gttaggggeg ggactatggt
tgctgactaa ttgagatgea tgetttgeat acttctgect getggggage ctggggactt
tocacacctg gttgetgact aattgagatg catgetttge atacttctge ctgotgggga
gcetggggac tttecacace ctaactgaca cacattccac agetgocteg cgogtttegg
tgatgacggt gaaaacctct gacacatgca gctcccggag acggtcacag cttgtctgta
ageggatgec gggagcagac aageccgtca gggegegtca gegggtgttg gogggtgteg
gggegeagec atgacccagt cacgtagoga tageggagtg tatactgget taactatgeg
gcatcagagc agattgtact gagagtgcac catatgeggt gtgaaatacc gcacagatge
gtaaggagaa aataccgcat caggegetct tccgettoct ogetcactga ctogotgege
tcggtegttc ggetgeggeg ageggtatca getcactcaa aggeggtaat acggttatec
acagaatcag gggataacgc aggaaagaac atgtgagcaa aaggccagca aaaggecagg
aaccgtaasa aggcogegtt gotggogttt ttocatagge tecgecccoe tgacgagcat
cacaaaaatc gacgctcaag tcagaggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag
gegttteceo ctggaagetc ccteogtgege tctoctgttc cgaccctgec gettacegga
tacctgtcog cctttctece ttogggaage gtggogettt ctcatagecte acgetgtagg
tatctcagtt cggtgtaggt cgttogetec aagetggget gtgtgcacga accoecogtt
cagcecgace getgogoctt atooggtaac tatogtcttg agtccaacce ggtaagacac

gacttatcge cactggcage ageractggh aaagggaata gcagagegag gtatgtagge
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7261
7321
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7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
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143
ggt.gctacag agttcttgaa gtggtggect aactacggct acactagaag gacagtattt
ggtatctgog chtectgetgaa gecagttace tteoggaaaaa gagttggtag ctcottgatec
ggagaaaaaa ccaccgctgg tageggtggt ttttttgttt gcaagcagca gattacgoge

agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg atcttttcta cggggtctga cgectcagtgg

aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc atgagattat caaaaaggat cttcacctag

atccttttaa attaaaaatg aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga gtaaacttgg.

tctgacagtt accaatgett aatgattgag gcacctatct cagogatctg tctatttegt
tcatccatag ttgectgact cccegtegtqg tagataacta cgatacggga gggettacca
tetggecceca gtgetgcaat gataccgoga gacccacgct caccggetcce agatttatca
gcaataaacc agccagcogyg aagggccgag cgcagaagtg gtcctgeaac tttatccgeo
tccatccagt ctattaattg ttgocgggaa gotagagtaa gtagttogec agttaatagt
ttgcgeaacg ttgttgecat tgetgeagge atcgtggtgt cacgetogte gtttggtatg
gcttcattca gectccggttc ccaacgatca aggogagtta catgatccee catgttgtge
aaaaaagcgg ttagctectt cggtectcog atcgttgtca gaagtaagtt ggecgeagtg
ttatcactca tggttatggc agcactgcat aattctctta ctgtcatgec atccgtaaga
tgcttttctg tgactggtga gtactcaacc aagtcattct ggaaatgttq tatgeggega
ccgagttget cttgecogge gtcaacacgg gataataccg cgccacatag cagaacttta
aaagtgctca tcattggaaa acgttcttcg gggcgaaaac tctcaaggat cttacogetg
ttgagatcca gttogatgta acccactegt gcacccaact gatcttcage atcttttact
ttcaccagcg tttctgggtg agaaaaaaaa gtaaggagaa atgocgcaaa aaagggaata
agggcgacac ggaaatgttg aatactcata ctcttccttt ttcaatatta ttgaagcatt
tatcagggtt attgtctcat gagcggatac atatttgaat gtatttagaa aaataaacaa
ataggggttc cgcgcacatt tccoccgaaaa gtgocacctg acgtctaaga aaccattatt
atcatgacat taacctataa aaataggcgt atcacgagge cctttegtct tcaagaattc

gagctcoggta cccatcagoc aaaaagcatg cctgocacac aacatcaatt tctggaaaac



10

15

20

25

8761
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10201

gctacactta
gtggcatcta
aaaattatca
gtggctttaa
ggttggagee
tattttttta
gcettectet
ttecttttte
gagaacaacc
ctecectecca
aacaacatgt
aatcgtgett
tcatgaacaa
atgcacacce
gatttcaaat
ttacactatt
ggggaattge
gactttgtgt
ttataggtag
aactgctgtt
tatgacacgt
atgacacttc
tatgggaaat
gcaaatttca

aggaatagaa

144
attatttcta gtagaacage ttttitgttt gccaaaaaga atcacctata
agaaaaaaaa ggagaaaaaa atcacaaaga aatgattgag aggcataata
aaaaattatg agttttacga ttttattttt ttccaagttg aaatcatagg
cacagtgaca aggaatgtgc atgctgccat tatggtgctc tgectaaaat
ttgtcatget acagagaaac tgtcatacag cagggggtgc caaatttcca
tatcattgag caggtgcaca gaagaccaga aagcactttc tatcaggctg
tcectttecag tatgaagcaa aaactgeocaa tgaaactage aattgttaaa
aaacagtatt tgtgctatca gaacatagtg cattcaaaag tctagcctga
cagttttatt cattcctect actacctctc tcattcccac tgtttgtgtt
ttttaattgt ctatctagtc caaactaagc acacgatcca gtccacatta
ttttatttta agtcaaatac aagacacctt taatatcagc ccttgttcat
ctagtgactt aatgtacatg tcacactgta ctgttgogtt ttgtgtctca
tgttgtgaag gtattaagtg gagagtaagc agaattagat tcctctaatg

acactaagag
acccaggtat
acaggaaaca
tattaaacta
aggtgagtgc
ttttatttta
catgaacttc
ttcaccattt
ccaaaatccc
gaaaacccac
caaggaaaga

tccattatga

cagaaataat attaaaaata gaaaaaaaag ttttaattga
gagctgecagt ttcttcaagt taaagcatcg aggttgtcag
tatgcagagt ttttatttta gtatattagt tttcacatat
tatttttttt tcaaatgctt accattgtaa atgagtttgt
acatgactct ggatgcctaa gaggactgaa gaagttggag
cttgactgtt cagtgctaaa aatacaactg aggtccttta
ttaattgata tatctcatga gatctctaaa ctatttttat
tcactgtaac gatttttatg ttttatatta atgtaactat
catattcaca attgaactgt ttcaaagttt taccttgact
attttataat tttaaaatga aatgtttatt ttttattttt
ttagtcactg gtgtgtgaga gcagaggagc ataagagttc
ttctggaggc aaggaagaac tgatgecaag gtttcagtat
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145
aagagcagta tccactggaa aggataaagt cactacatct gagcacagag caggacatct
acataatgag tggtcactaa tgggecactg ttacactgtt atatgtataa ggctcaagaa
tgagcactga ggctgtaagy tgtatgggtg aggacatcag gatgtasacc cagctcaggt
agaggactca gaggacagca cagtcagcat gaactaataa acatcagata agataaggca
caagctcage tatatagggt aagggatctt tgtaaatctg attgtgcatc cagtctagtt
caatgtgact taggaagcce agtcatatgc aaatctagag aagactttag agtagaaatc
tgaggctcac ctcacatacc agcaagcgag tgaccagtta gtattaagtc accacttett
agacatcatg gcttgggtgt ggaccttgec attcctgatg gcagetgece aaagtaagac
attaaaaata agagttccaa ggggaattga agcagttcca tgaatactca ccttectgtg
ttcttttcac aggtgtccag gcagaggtge agetggtgga gtcaggagec gaagtgaaaa
agcctgggge tgttgtgaag gtgtcctgeca aggectctgg atacacattc actaattata
ttatccactg ggtgaagcag gagcctggtc agggecttga atggattgga tattttaatc
cttacaatca tggtactaag tacaatgaga agttcaaagg cagggccaca ctaactgeag
acaaatccat cagcacagcc tacatggagc tcagcagcct gegetctgag gacactgegg
tctactactg tgcaagatca ggaccctatg cctggtttga cacctgggge caagggacca
cggtcaccgt ctcctcaggt aagaatggcoc actctaggge ctttgtttte tgetgcetgec
tgtgggattt catgagcatt gcaaagttgt cctcgggaca tgttccgagg ggacctggge
ggactggcca ggaggggacg ggcactgggg tgecttgagg atctgggage ctctgtggat
tttccgatge ctttggaaaa tgggactgag gttgggtgeg tctgagacag taactcagee
tgggggcttg gtgaagatcg ccgcacagca gogagtcogt gaaatatctt atttagactt
gtgaggtgcg ctgtgtgtca atttacatct taaatecttt attggetgga aagagaattg

ttggagtggg tgaatccage caggagggac goggggggat cca
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SEC ID NO: 38

Secuencla de nucleétido del vector de expresién

HCVHQN73DSp20

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

CTAGAGAGGT CTGGTGGAGC CTGCAARAGT OCAGCTTTCA AAGGARCRCA GAAGTRIGTG
TATGGAATAT TAGARGATCGT TGCTTTTACT CTTAAGTTGG TTCCTAGGAR AAATAGTTAA
ATACTGTGAC TTTAAAATGT GAGAGGGTTT TCAAGTACTC ATTTTTITAA ATGTCCAARA
TTTTTGTCAA TCAATTTGAG GICTIGTTTG TGTAGAACTG ACATTACTTA AAGITTAACC
GAGGAATGGG AGTGAGGCIC TCTCATACCC TATTCAGAAC TGACTTTTAA CAATAATAAA
TTAAGTTTAA AATATTTITA AATGAATTGA GCAATGTTGA GTTGGAGICA AGATGGEOOGA
TCAGAACCAG ARCACCTGCA GCAGCTGGCA GGAAGCAGGT CATGTGGCAA GGCTATTIGG
GEAAGGGAAR ATAARACCAC TAGGTAAACT TGTAGCTGTG GITTGAAGAA GIGGTITIGA
AACACTCTGT CCAGOOOCAC CAARCCGAAR GTCCAGGCTG AGCAAAARCARC CACCTGGGTA
ATTTGCATTT CTAAARTARG TTGAGGATTC AGCOGAARCT GGAGAGGTCC TCTTTTARCT
TATTGAGTTC AACCTTTTAA TTTTAGCTTG AGTAGTTCTA GTTTCCOCAA ACTTAAGTTT
ATCGACTTCT AAAATGTATT TAAGCTTTCT GGGGECAGGCC AGGCCTGAOC TTGECTTIGG
GGCAGEGAGG GGGCTAAGGT GAGGCAGGTG GCGCCAGCCA GGTGCACACC CAATGCCCAT
GAGOCCAGAC ACTGGAOGCT GAAOCTOGROG GACAGTTAAG AACCCAGGGG CCTCTGOGOC

CTGGEGOCCAG CTCTGTCOCA CACOGOGGTC ACATGECACC ACCTCTCTTG (AGOCTCCAC

157
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1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

- 276l

147
CTCTGOCOGC OCCACTCATG CTCAGGGAGA GGGTCTTCTG GCTTTTTOCC CAGGCTCTGG
GCAGGCACAG GCTRGGTGOC OCTARCOCAG GOUCTGCACA CAAAGGEGGCA GGETGCTGERC
TCAGACCTGC CAAGAGOCAT ATCOGGGRAGG ACCCTGOCCC TGACCTAAGC CCACOCCARA
GGOCARACTC TCCACTOCCT CAGCTCGGAC ACCTTCICIC CTOCCAGATT CCAGTARACTC
CCAATCTTCT CTCTGCAGAG CCCARATCTT GTGACAARAC TCACACATGC CCACOGTGCC
CAGGTAAGCC AGCCCAGGCC TOGCCCTCCA GCTCARGGCG GGACAGGTGC CCTAGAGTAG
CCTGCATCCA GGGACAGGCC CCAGOCGLGT GCTGACRACGT CCACCTCCAT CTCTTCCTCA
GCACCTGAAC TCCTGGGGGG ACCGTCAGTC TTCCTCTTCC CCCCARARCC CARGGRCALT
CTCATGATCT COOGGACOOC TGAGGTCACA TGOGTGCTGG TGGROGTGAG OCACGAAGHC
CCTGAGGTCA AGTTCAACTG GTACGTGGAC GGOUGTGGRAGG TGCATAATGC CAAGACAARG
COGCEGERAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC CGTGTGGTCA GOGTCCTCAC OGTCCTGCAC
CAGGACTGGC TGAATGGCAA GGAGTACAAG TGCAAGGTCT CCARCARAGC CCTCCCAGOC
CCCATOGRAGA AARCCATCTC CARAGCCAMA GGTGGGACCC GTGGEGGTECG AGGGOCACAT
GGACAGAGGC CGGCTORGCC CACCCTCTGC CCTGAGAGIG ACCGCTGTAC CAACCTCTGT
COCTACAGSG CAGCOOCGAG AACCACAGGT GTACACCCTG COCCCATCCC GGGAGGAGAT
GACCAAGAALC CAGGTCAGCC TGACCTGCCT GGTCAAAGGC TTCTATCCCA GOGRACATOGC
QGETCGAGTGG GAGAGCAATG GGCAGOOGGA GAACAACTALC AAGACCACGC CTOCOGTGCT
GGACTCOGAC GGCTOCTTCT TCCTCTATAG CAAGCTCACC GTGGACARGA GCAGGTGGCA
GCAGGGGAAC GTCTTCICAT GCTOOGTGAT GCATGAGGCT CTGCACAACC ACTACACGCA
GARGAGCCTC TCOCTGTCCC CGGGTAAATG AGTGOGACGG COGGCARGCC QOOGCTOOCC
GEGCTCTCGC GGTCGCACGA GGATGCTTGG CACGTACCCC GTCTACATAC TTCCCAGGCA
OCCAGCATGG AAATAARGCA CCCACCACTG CCCTGRGCOCC CTGOGAGACT GTGATGGTTC
TTTOCAOGGG TCAGGCCGAG TCTGAGGCCT GAGIGGCATG AGGGAGGCAG AGCEGGTCCC
ACTGTCCCCA CACTGGCCCA GECIGTGCAG GTGTGOCTGG GOCGCCTAGG GTGEGGCTCA

GOCAGGEGCT GOCCTORGCA GGGTGEGEGA TTTEOCAGCG TGGCOCTOCC TOCAGCAGCA
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148
GCTGOOCTGG GCTGEGOCAC GAGARGOCCT AGGRGCOCCT GSGGACAGARC ACACAGOOCC
TGCOCTCTGTA GGAGACTGTC CTGTOCTGTG AGOGCCCTGT CCTCCGACCC CGATGOOCAC
TCGGGEGCAT GOCTAGTOCA TGUGOGTAGE GACAGGOCCT CCCTCACCCA TCTACCOCCA
CGGCACTAAC CCCTGGCAGC CCTGCOCAGC CTCGCACCCG CATGGGGACA CARCOGACTC
CGGGGACATG CACTCTOGGG CCCTGTGGAG GGACTGGIGC AGATGOOCAC ACACACACTC
AGCCCAGACC CGITCAACRA RCCOOGCACT GRGGITGGTC GRGCGGGRGT GOGGOCAGAG
CCTGCCTOGG COGTCAGGGA GGACTCCOGG GCTCACTCGA AGERGGTGOC ACCATTTCAG
CTTTGGTAGC TTTTCTTCTT CTTTTAAATT TTCTARAGCT CATTAATTIGT CTTTGRTGIT
TCTTTTGTGA TGACAATAAA ATATOCTTIT TAAGTCTTGT ACTTCGTGAT GGGAGOOGIC
TTCCTGTIGTC CACGOGCCTC CIGOOO00G TGGAAGCAC GGTCAGGAGG AGGCTGGTCC
AGCTGCACCT CGGGGECTOC CTGCACTOGC COCCOGCCTC CTGCAGCCAC ACGCATTGOC
CGAGCGACCC TCCCTGGCOC CTGTCACTAC ATGGACCCCT GGGGCTTCTC CICTTTICTA
CATGGATGCA GTTTCTCCTC CTGCTGEGCA CGGTECTGCC TEOCOCTGGETC ACTCTGOGEG
GGACAGGECC TCCAGGGAAR GCTGGGTCGA GGCTGGGAGC TGGCTCAGGC TGGCCAGGLA
GAGCCACAGG GAGGEOCTTC CAGAACCAAC CATGGTCOGA AGCGAGAGGT GGGTGTCAGA
TCCAGACATG ATAAGATACA TTGATGAGTT TGGACARACC ACAACTAGAA TGCAGTGARA
AAAATGCTTIT ATTTGTGARA TTTGTGATGC TATTGCTTTA TTTGTAACCA TTATAAGCTG
CARTAAACAA GITARCAACA ACAATTGCAT TCATTTTATG TTTCAGGTTC AGGGOGGAGGT
GTGGGAGGTT TTTTRAAGCA AGTAAARCCT CTACAAATGT GGTATGGCIG ATTATGATCT
CTAGTCAAGG CACTATACAT CARATATTCC TTATTAACCC CTTTACARAT TAAAARGCTA
ARGGTACACA ATTTTTGAGC ATAGTTATTA ATAGCAGACA CTCTATGOCT GTGTGGAGTA
AGAAARAACA GTATGITATG ATTATAACTG TTATGCCTAC TTATAAAGGT TACAGAATAT
TTTTCCATAA TTTTCTTGTA TAGCAGTGCA GCTTTTTCCT TTGTGGTGTA AATAGCAAAG

CAAGCAAGAG TTCTATTACT AAACACAGCA TGACTCAAAA AACTTAGCAA TTCTGAAGGA

4261 ARGTOCTTGG GGTCTTCTAC CTTTCICTIC TTTTITGGAG GAGTAGAATG TTGAGAGTCA

15
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4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

149
GCAGTAGCCT CATCATCACT AGATGGCATT TCTTCTGAGC AARACAGGIT TTCCTCATTA
ARGGCATTCC ACCACTGCTC CCATTCATCA GTTCCATAGG TTGGAATCTA RARTACACAA
ACARTTAGAA TCAGTAGTTT ARCACATTAT ACACTTAAAA ATTTTATATT TACOCTTAGAG
CTTTAAATCT CTGTAGGTAG TTTGICCAAT TATGTCACAC CACAGARGTA AGGITCCTTC
ACARAGATCC GGACCAAAGC GGCCATCGTG CCTOOCCACT CCTGCAGTTIC GGGGGCATGG
ATGOGCGGAT AGCOGCTGCT GGTTTCCTGG ATGUUGACGG ATTIGCACTG CCGGTAGRAC
TOOGCGAGGT CGTCCAGCCT CAGGCAGCAG CTGAACCAAC TOGOGAGGGG ATCGEAGOCCG
GGGTGGGUGA AGAACTOCAG CATGAGATCC COGOGCTGGA GGATCATCCA GOCGGEIGTCC
CGGAAAACGA TTCOGAAGOC CAACCTTTCA TAGARGGCGG CGGTGGAATC GAAATCTOGT
GATGGCAGGT TGEGCGTCGEC TTGGTCGGIC ATTTCOGAACC CCAGAGICCC GCTCAGRAAGA
ACTCGTCARG AAGGOGATAG ARGGCGATGC GCTGCOGAATC GGGRGOGGCG ATACOGTRAA
GCAOGAGGRA GOGGTCAGCOC CATTCGOCGC CAAGCTCTTC AGCAATATCA CGGGTAGOCA
ACGCTATGTC CTGATAGCGG TCCOGCCACAC CCAGOCGECC ACAGTCOGATG AATCCAGARA
AGOGGCCATT TTCCACCATG ATATTCGGCA AGCAGGCATC GCOCATGGGTC ACGACGAGAT
CCTCECOGTC GGECATGCGC GOCTTGAGOC TGGOGAACAG TTOGGCTGGC GCGAGOOCCT
GATGCTCTTC GTCCAGATCA TCCTGATCGA CAAGRCCOGGC TTOCATCCGA GTACGTGCTC
GEEEGHEGDG ATGTTTOGCT TGGTGGTCGA ATGGGCAGGT AGOCGGRTCA AGCGTATGCA
GOOGCOGCAT TGCATCAGOC ATGATGGATA CTTTCTOGGC AGGAGCAAGG TGAGATGACA
GGAGATCCTG COCOGGCACT TOGCCCAATA GCAGCCAGTC CCTTCCOGCT TCAGTGACRA
CGIOGAGCAC AGCTGOGCAA GGAACGOOCG TCGTGGOCAG CCACGATAGC COGOGCTGCCT
CGICCTGCAG TTCATTCAGG GCACCGGACA GGTCGGTCTT GACAAAAAGA ACCGREORCC
CCTGOGCTGA CRAGOOGGAAC ACGGOGGCAT CAGRAGCAGCC GATTGTCTGT TGTGOOCAGT
CATAGCCGRA TAGCCTCTCC ACCCAAGOGG COGGAGARCC TGOGTGCAAT CCATCTTGIT
CARTCATGOG AAACGATCCT CATCCTGICT CTTGATCAGA TCTTGATCCC CTGOGOCATC

AGATCCTTGG CGGCAAGAAR GCCATCCAGT TTACTTTGCA GGGCTTCOCCA ACCTTACCAG

1,5-5

\60\
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5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201

7261

150
AGGEOGOCCOC AGCTGGCAAT TCOGGTTCGC TTGCTGTOCA TARRRCCGCC CAGTCTAGCT
ATCGCCATGT ARGOCCACTG CAAGCTACCT GCTTTICTCTT TGOGCTTGOG TTTTCOOCTIG
TOCAGATAGC OCAGTAGCTG ACATTCATOC GGGGTCAGCA COGTTTCTGC GGACTGGCIT
TCTACGTGTT COGCTTOCTT TAGCAGOOCT TGOFOCCTGA GTGCTIGOGG CAGCGTGARG
CTTTITGCAR AAGCCTAGGC CTCCAAAAAR GCCTCCTCAC TACTTCTGGA ATAGCTCAGR
GGCCGAGGOG GOCTCGGCCT CTGCATAAAT ARAARAAAATT AGTCAGCCAT GEGGOGGAGA
ATCGECOGGAA CTGEGEOGGAG TTAGGGGOEE GATGEGOGGA GTTAGGGECG GGACTATGET
TGCTGACTAA TTGAGATGCA TGCTTTGCAT ACTTCIGCCT GCTGGEEGAGC CTGGGGACTT
TCCACACCTG GTTGCTGACT AATTGAGATG CATGCTTTGC ATACTTCIGC CTGCTGGGGA
GCCTGGGGAC TTTCCACACC CTARCTGACA CACATTCCAC AGCTGOCTCG CGOGTTTCGG
TGATGACGGT GAARARCCTCT GACACATGCA GCTOOOGGRG ACGGTCACAG CTTGTCIGTA
AGCGGATGOC GGGAGCAGAC AAGOCOGTCA GEEUGOGTCA COGGGTGTTG GOEGGTGTOG
GGGOGCAGCC ATGACCCAGT CACGTAGCOGA TAGUGGAGTG TATACTGGCT TAACTATGCG
GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGAGTGCAC CATATGCGGT GIGAAATACC GCACAGATGC
GTAAGGAGAA AATACCGCAT CAGGCGCTCT TOCGCTTCCT CGCTCACTGA CTOGCTGOGC
TOGGTCGTIC GECTECEGOG AGCGGTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATOC
ACAGAATCAG GGGATARCGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGOCAGCA ARRGGCCAGS
ARCCGTAARA RAGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTOCATAGGC TCOGCOCCOCCC TGACGAGCAT
CACARRAATC GAOGCTCAAG TCAGAGGTGG OGAAACCUGA CAGGACTATA AAGATACCAG
QCGTTTCXC CTGEAAGCTC CCTOGTGOGC TCTOCTGITC CGACCCTGOC GCTTACCGGA
TACCTGTOOG CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGUGCTTT CTCATAGCTC ACGCTGTAGG
TATCTCAGTT OGGTGTAGGT CGTTOGCTOC AAGCTGGGCT GPGTGCACGA ACCCCCCGIT
CAGCCOGACC GCTGOGCCTT ATCCGGTAAC TATCOGTCTTG AGTCCARCCC GGTARGACAC
GACTTATCGC CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGOGAG GTATGTAGES

GGTGCTACAG AGTTCTTGAA GTGGTGGOCT AACTACGGCT ACACTAGAAG GACAGTATTT
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7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701

8761

151
GGTATCTGCG CTCIGCTGAA GOCAGITACC TTCGGAAAAA GRGTTGGTAG CTCTTGATCC
GGCAARCARAA CCACCGCTGG TAGOGGTGGT TTTTTTGITT GCARGCAGCA GATTACGOGC
AGARARARARG GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCIGA CGCTCRAGIGG
AACGAARARCT CAOGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAARARGGAT CTTCACCTRG
ATCCTTTTAA ATTAARAATG AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATATGA GIAARCTIGG
TCTGACAGIT ACCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTOGT
TCATCCATAG TTGOCTGACT QCCCGTCGTG TAGATARCTA CGATACGGGA GGGCTTACCA
TCTGGCOCCA GIGCTGCAAT GATACCOGOGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA
GCARTRAACC AGCCAGCCEG AAGGGCOOGRAG CGCAGARGIG GTCCTGCAAC TTTATCOGCC
TCCATCCAGT CTATTAATTG TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA GTAGTTCGCC AGITAATAGT
TTGOGCAACG TTGTTGCCAT TGCTGCAGSC ATCGTGGTGT CACGCTOGTC GTTIGGTATG
GCTTCATTCA GCTCCGGTTC CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCOCC CATGITGTGC
AAARAAGOGG TTAGCTCCTT CGGTCCTCCG ATOGTTGICA GRAGTARGTT GGCOGCAGIG
TTATCACTCA TGGTTATGGC AGCACTGCAT AATTCTCITA CTGICATGCC ATCCGTAAGA
TGCTTTTCTG TGACTGGTGA GTACTCAACC AAGTCATTCT GAGARTRAGTG TATGOGGCGR
COGRGTTGCT CTTGCCOGEC GTCAACACGG GRTAARTACCG OGCCACATAG CAGARCTTTA
AARMGTGCTCA TCATTGGAAA ACGTTCTTOG GGGOGAARAC TCTCAAGGAT CTTACOGCTG
TTGAGATCCA GTTOGATGTA ACCCACTCGT GCACCCARCT GATCTTCAGC ATCTTTTACT
TTCACCAGOG TTICTGGGIG AGCAAAAACA GGARAGGCAAA ATGOCGCAAA AARGGGAATA
AGGECGACAC GGARRTGTTG AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT
TATCAGGGTT ATTGTCTCAT GAGOGGATAC ATATTTGART GTATTTAGAR AARTAAACAA
ATAGGGETTC CGOGCACATT TCOOCGAARR GTGOCACCTG ACGICTAAGA ARCCATTATT
ATCATGACAT TARCCTATAR ARATAGGOGT ATCACGAGGC CCTTTOGICT TCARGAATTC
GAGCTOGGTA COCATCAGCOC AAAAAGCATG CCTGOCACAC ARCATCAATT TCTGGAAAAC

GCTACACTTA ATTATTTCTA GTAGAACAGC TCTTTGGTTT GCCAAAAMGA ATCACCTATA
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8821
888l
8941
8001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201

10261

152
GTGGCATCTA AGCACAARAA GGAGAAARAA ATCACAARGA AATGATTGAG AGGCATAATA
AARATTATCA AAAAATTATG AGITTTACGA TTTCATCTTT TTCCAAGTTG ARATCATAGG
GTGGCTTTAR CACAGTGACA AGGRATGTGC ATGCTGCCAT TATGGIGCTC TGCCTAAARRT
GGTTGGAGCC TTGTCATGCT ACAGAGAAAC TGTCATACAG CAGGGGGTGC CAAATTTCCA
TATTTTTTTA TATCATTGAG CAGGTGCACA GAAGACCAGA AAGCACTTTC TATCAGGCTG
GCCTTCCTCT TCCTTTCCAG TATGAAGCAA AARCTGCCAA TGRAACTAGC AATTGTTARA
TTOCTTTTTC AAACAGTATT TGIGCTATCA GAACATAGTG CATTCARAAG TCTAGCCTGA
GAGRAACAACC CAGTTTTATT CATTCCTCCT ACTACCTCTC TCATTCCCAC TGTTTGTGTT
CTCCCTCOCA TTTTAATTGT CTATCTAGTC CAAACTARGC ACACGATCCA GTCCACATTA
AACAACATGT TTTCACTTTA AGTCAAATAC AAGACACCTT TARTATCAGC CCTTGTTCAT
AATOGTGCTT CTAGTGACTT AATGTACATG TCACACTGTA CTGTTGGGTT TTGTGICTCA
TCATGAACRA TGTTGIGAAG GTATTARGIG GAGAGTAAGC AGARTTRGAT TCCTCTAATG
ATGCACACCC ACACTAAGAG CAGARATAAT ATTAMAAATA GAAAAARAAG TTTTACATGA
GATTTCAAAT ACCCAGGTAT GAGCTGCAGT TTCTTCAAGT TABAGCATCG AGGTTGICAG
TTACACTATT ACAGGAAACA TATGCAGAGT TTTTATTTTA GTATATTAGT TTTCACATAT
GTGGARTTAC TATTARACTA TTICTTTCTTT TCAAATGCTT ACCATTGTAA ATGAGITTGT
GACTTTGIGT AGGTGAGIGC ACATGACTCT GGATGCCTAA GAGGACTGAR GAAGTTGGAG
TTATAGGTAG TTTTATTCTA CTTGACTGTT CAGIGCTAAA AATACAACTG AGGTCCTTTA
AACTGCTGIT CATGAACTTC TTAATTGATA TATCTCATGA GATCTCTAAA CTATTTTTAT
TATGACACGT TTCACCATTT TCACTGTAAC GATTTTTATG TTTTATATTA ATGTAACTAT
ATGACACTTC OCARRATCCC CATATTCACA ATTGAACTGT TTCARAGTTT TACCTTGACT
TATGGGAAAT GAARACCCAC ATTTTATAAT TTTAAAATGA AATGTTTATT TTATATTTCT
GCARATTTCA CAAGGAAAGA TTAGTCACTG GTGIGIGAGA GCAGAGGAGC ATAAGAGTTC
AGGAATAGAR TCCATTATGA TTCTGGAGGC ARGGAAGAAC TGATGOCAAG GITTCAGTAT

ARGAGCAGTA TCCACTGGRA AGGATAAAGT CACTACATCT GAGCACAGAG CAGGACATCT
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10321

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

153
ACATAATGAG TGGICACTAA TGGGOCACTG TTACACTGIT ATATGTATAA GGCTCARGAA
TGAGCACTGA GGCTGTAAGG TGTATGGGTG AGGACATCAG GATGTAAACC CAGCTCRGGT
AGAGGACTCA GAGGACAGCA CAGTCAGCAT GAACTAARTAA ACATCRGATA RAGATARGGCA
CAAGCTCAGC TATATAGGGT AAGGGATCIT TGTAAATCTG ATTGTGCATC CAGTCTAGTT
CAATGTGACT TAGGAAGOCC AGTCATATGC AAATCTAGAG AAGACTTTAG AGTAGAAARTC
TGAGGCTCAC CTCACATACC AGCARGOGAG TGACCAGTTA GICTTAAGGC ACCACTTCTT
AGACATCATG GCTTGGGIGT GGACCTTGOC ATTCCTGATG GCAGCTGOCC AAAGTAAGAC
ATCAGAAARA AGAGTTCCAA GGGGAATTGA AGCAGTTCCA TGAATACTCA CCTTCCIGIG
TTCTTTTCAC AGGTGTCCAG GCACAGGTGC AGCIGGTGGA GTCAGGAGCC GRAGTGAAAA
AGCCTGGGGEC TTCAGTGAAG GIGICCTGCA AGGOCTCIGG ATACACATTC ACTAARTTATA
TTATCCACTG GGTGRAGCAG GAGCCTGGTC AGGGCCTTGA ATGGATTGGA TATTTTAATC
CTTACAATCA TGGTACTAAG TACAATGAGA AGTTCARAGG CAGOOOCACA CTAACTGCRAG
ACARARTOCAT CAGCACAGCC TACATGGAGC TCAGCAGCCT GOGCTCIGAG GRCACTGOGG
TCTACTACTG TGCAAGATCA GGACCCTATG CCTGGITITGA CACCTGGEGGC CAAGGGACCA
CGGTCACCGT CTCCTCAGGT AAGAATGGOC ACTCTAGGGC CTTTGTITIC TGCTGCTGOC
TGTGGGATTT CATGAGCATT GCARAGITGT OCTOGGGACA TGTITCOGAGG GGACCTGGGC
GGACTGGCCA GGAGGGGACG GECACTGEGG TGOCTTGAGG ATCTGGGRAGC CTCTGTGGAT
TTTCCGATGC CTTTGGAAPA TGGGACTGAG GTTGGGETEOG TCTGAGACAG TAACTCAGCOC
TGEGEECTTG GTGAAGATOS COGCACAGCA GOGRAGTCOGT GAAATATCIT ATTTAGACTT
GIGAGGTGOG CTGTGIGICA ATTTACATCT TAAATCCTTT ATTGGCTGGA AAGAGAATTG

TTGGAGTGGG TGAATCCAGC CAGGAGGGAC GOGGGGGGAT CCA

SEC ID NO: 39

Secuencia de nucleétido del vector de expresién LCVL2Sp20

1

CTAGAGTCCT AGAGAGGTCT GGTGGAGCCT GCAAARGTCC AGCTTTCAAA
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15

20

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

GGAACACAGA

TAAGTTGGTT

GAGGGTTTIC

AATTTGAGGT

GGAATGGGAG

ATAATAAATT

TGGAGTCAAG

AAGCAGGTCA

GGTAAACTTG

AGCCCGACCA

TTGCATTTCT

TTTTAACTTA

TTCCCCAAAC

TCARAAATTAG

TAATATATTT

TTATTGGTCT

CTTTGTTCAT

TTGACATTCT

TGAGTATTCA

CTAGGACCTG

ATTATCCGCA

ATCCTGTTTG

TCTTCCCGCC

TGCCTGCTGA

AGTATGTGTA

CCTAGGAAAA

AAGTACTCAT

CTTGTTTGTG

TGAGGCTCTC

AAGTTTARARA

ATGGCCGATC

TGTGGCAAGG

TAGCTGTGGT

AACCGAAAGT

AAAATAAGTT

TTGAGTTCAA

TTAAGTTTAT

GTTATGTAAG

AGAAAACTTC

CCATTCAATT

GATCTTTTTT

GGTCAAAARCG

TTTTAGGAGA

CAGGCATGCT

AACAACACAC

CTTCTTTCCT

ATCTGATGAG

ATAACTTCTA

154
TGGAATATTA
ATAGTTAAAT
TTTTTTAAAT
TAGAACTGAC
TCATACCCTA
TATTTTTARA
AGAACCAGARA
CTATTTGGGG
TTGAAGAAGT
CCAGGCTGAG
GAGGATTCAG
CCTTTTAATT
CGACTTCTAA
AAATTGAAGG
TTAAAATTAC
CTTTTCCAAT
AGTTGTTTGT
GCTTCACAAA
AATACTTTTT
GTTTTCTGTC
CCAAGGGCAG
CAGGAACTGT
CAGTTGAAAT

TCCCAGAGAG

GAAGATGTTG

ACTGTGACTT

GTCCAAAATT

ATTACTTARA

TTCAGAACTG

TGARATTGAGC

CACCTGCAGC

AAGGGAAAAT

GGTTTTGAAA

CAARACACCA

CCGAAACTGG

TTAGCTTGAG

AATGTATTTA

ACTTTAGTGT

TCTATTATTC

ACCCGAAGCA

TTTGCCTTAC

TCTTTTTCAA

TTTTARATGA

TGTCCCTAAC

AACTTTGTTA

GGCTGCACCA

CTGGAACTGC

GCCARAGTAC

CTTTTACTCT

TAAAATGTGA

TTTGTCAATC

GTTTAACCGA

ACTTTTAACA

AATGTTGAGT

AGCTGGCAGG

AAARACCACTA

CACTCTGTCC

CCTGGGTAAT

AGAGGTCCTC

TAGTTCTAGT

GAACTCATTT

CTTTAATTTC

TTCCCTCTGA

TTTACAGTGA

TATTAAGACT

GACCACTTTC

ATGCAATTAT

ATGCCCTGTG

CTTAAACACC

TCTGTCTTCA

CTCTGTTGTG

AGTGGAAGGT

14°



10

15

20

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1501

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

GGATAACGCC

ACAGCAAGGA

GCAGACTACG

CCTGAGCTCG

AGAAGTGCCC

TTGGCCTCTG

CAGCTCATCT

TAATGTTGGA

TCTCTCTTTC

AATTTCTCTT

GAGATCTGAA

AAACCACAAC

GATGCTATTG

CAACAACAAT

AGGTTTTTTA

GATCTCTAGT

CAAATTARRA

AGACACTCTA

ARCTGTTATG

TTGTATAGCA

AAGAGTTCTA

AAGGAAAGTC

GAATGTTGAG

TGAGCAAAAC

CTCCAATCGG

CAGCACCTAC

AGAAACACAA

CCCGTCACAA

CCACCTGCTC

ACCCTTTTTC

TTCACCTCAC

GGAGAATGAA

CTCATTTAAT

ATAAGGGACT

GCTGATCCAG

TAGAATGCAG

CTTTATTTIGT

TGCATTCATT

AAGCAAGTAA

CAAGGCACTA

AGCTAAAGGT

TGCCTGTGTG

CCTACTTATA

GTGCAGCTTT

TTACTAAACA

CTTGGGGTCT

AGTCAGCAGT

AGGTTTTCCT

155
GTAACTCCCA
AGCCTCAGCA
AGTCTACGCC
AGAGCTTCAA
CTCAGTTCCA
CACAGGGGAC
CCCCCTCCTC
TAAATAAAGT
AATTATTATC
AAATATGTAG
ACATGATAAG
TGAAAAARAT
AACCATTATA
TTATGTTTCA
AACCTCTACA
TACATCAAAT
ACACAATTTIT
GAGTAAGAAA
AAGGTTACAG
TTCCTTTGTG
CAGCATGACT
TCTACCTTTC
AGCCTCATCA

CATTAAAGGC

GGAGAGTGTC

GCACCCTGAC

TGCGAAGTCA

CAGGGGAGAG

GCCTGACCCC

CTACCCCTAT

CTCCTTGGCT

GAATCTTTGC

TGTTGTTTTA

TCATCCTAAG

ATACATTGAT

GCTTTATTTG

AGCTGCAATA

GGTTCAGGGG

AATGTGGTAT

ATTCCTTATT

TGAGCATAGT

AARACAGTATG

AATATTTTTC

GTGTAAATAG

CAARAAACTT

TCTTCTTTTT

TCACTAGATG

ATTCCACCAC

ACAGAGCAGG

GCTGAGCAAA

CCCATCAGGG

TGTTAGAGGG

CTCCCATCCT

TGCGGTCCTC

TTARTTATGC

ACCTGTGGTT

CCARCTACTC

GCGGGATATC

GAGTTTGGAC

TGARATTTGT

AACAAGTTAA

GAGGTGTGGG

GGCTGATTAT

AACCCCTTTA

TATTAATAGC

TTATGATTAT

CATAATTTTC

CAAAGCAAGC

AGCAATTCTG

TGGAGGAGTA

GCATTTCTTC

TGCTCCCATT
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2501
2551
2601
2651
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2851
2901
2951
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3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551

3601

CATCAGTTCC

AGTTTAACAC

AATCTCTGTA

CCTTCACAAA

AGTTCGGGGG

GACGGATTTG

AGCAGCTGAA

ARAATGCATA

TTAGTCTTTC

CCTGGACCTC

CCCAAATCAA

CCTTGTCACA

ARARCAGAACT

TCCGGTTGTT

ATGAGCTCCT

TTCTGTCCTT

CTACCCATAA

CATTCTTTGG

CTCCGTTCTT

AATGGTCGAA

CTAGGATTGC

AARAGCCTAG

GAGGGCCGAG

CATGGGGCGG

ATAGGTTGGA

ATTATACACT

GGTAGTTTGT

GATCCGGACC

CATGGATGCG

CACTGCCGGT

CCAACTCGCG

GCTTTAGGAG

TTCTCGTAGA

AGAGAGGACG

TTTCTGGGAA

AAGAGTCTGA

156
ATCTARARTA
TAAAAATTTT
CCAATTATGT
AAAGCGGCCA
CGGATAGCCG
AGAACTCCGC
AGGGGATCGA
GGGAGCAGAG
CTTCAAACTT
CCTGGGTATT
ARACGTGTCA

GGTGGCCTGG

GCCTCCGACT "ATCCAAACCA

CAATAAGTCT

CGTGGTGGTT

TAAAGGTCGA

TCACCAGATT

AAGTACTTGA

GCCAATCCCC

CCATGATGGC

CGTCAAGTTT

GCCTCCAAAA

GCGGCCTCGG

AGAATGGGCG

TAAGGCATCA

CTTTGAGTTC

TTCTTCTCAG

CTGTTTACCT

ACTCGTITCCT

ATATTTTGGG

AGCGGGGATA

GGGGGTACCG

AAGCCTCCTC

CCTCTGCATA

GAACTGGGCG

CACAAACAAT

ATATTTACCT

CACACCACAG

TCGTGCCTCC

CTGCTGGTTT

GAGGTCGTCC

GCATCCCCCA

AACTTGAARG

ATACTTGATG

CTGGGAGAAG

CTTTCAAATT

TTGATTCATG

TGTCTACTTT

TCCAAACTTT

TCTACTGAGA

GAATGGAGARA

TCCACTGAAG

GAGCGGAGGC

ACACGGCGAC

AAATCCTACC

AGCTCGAATT

ACTACTTCTG

AATAAAAAARR

GAGTTAGGGG

TAGAATCAGT

TAGAGCTTTA

AAGTAAGGTT

CCACTCCTGC

CCTGGATGCC

AGCCTCAGGC

TGGTCTTATA

CATCTTCCTG

CCTTTTTCCT

TTTATATTTC

CCTGCATGAT

GCTTCCTGGT

ACTTGCCAAT

TGGCAAGAAA

ACTATATTAA

CCAGGTTTTC

AGGTTGTGGT

CAGGGTCGGT

GATGCAGTTC

AGCCTTCACG

AGCTTTTTGC

GAATAGCTCA

ATTAGTCAGC

CGGGATGGGC

o
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3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

GGAGTTAGGG

CATACTTCTG

ACTAATTGAG

GACTTTCCAC

CGGTGATGAC

CAGCTTGTCT

TCAGCGGGTG

CGATAGCGGA

ACTGAGAGTG

GATGCGTAAG

ACTGACTCGC

CTCARAGGCG

AGAACATGTG

GCGTTGCTGG

AAATCGACGC

ACCAGGCGTT

CTGCCGCTTA

GCTTTCTCAT

GCTCCAAGCT

GCCTTATCCG

ATCGCCACTG

TAGGCGGTGC

AGAAGGACAG

AAARAAGAGTT

GCGGGACTAT

CCTGCTGGGG

ATGCATGCTT

ACCCTAACTG

GGTGAARACC

GTAAGCGGAT

TTGGCGGGTG

GTGTATACTG

CACCATATGC

GAGAAAATAC

TGCGCTCGGT

GTAATACGGT

AGCAAAAGGC

CGTTTTTCCA

TCAAGTCAGA

TCCCCCTGGA

CCGGATACCT

AGCTCACGCT

GGGCTGTGTG

GTAACTATCG

GCAGCAGCCA

TACAGAGTTC

TATTTGGTAT

GGTAGCTCTT

157
GGTTGCTGAC
AGCCTGGGGA
TGCATACTTC
ACACACATTC
TCTGACACAT
GCCGGGAGCA
TCGGGGCGCA
GCTTAACTAT
GGCCGCATAT
CGCATCAGGC
CGTTCGGCTG
TATCCACAGA
CAGCAAARGG
TAGGCTCCGC
GGTGGCGAAA
AGCTCCCTCG
GTCCGCCTTT
GTAGGTATCT
CACGAACCCC
TCTTGAGTCC
CTGGTAACAG
TTGAAGTGGT
CTGCGCTCTG

GATCCGGCAA

TAATTGAGAT

CTTTCCACAC

TGCCTGCTGG

CACAGCTGCC

GCAGCTCCCG

GACAAGCCCG

GCCATGACCC

GCGGCATCAG

GCGGTGTGAA

GCTCTTCCGC

CGGCGAGCGG

ATCAGGGGAT

CCAGGAACCG

CCCCCTGACG

CCCGACAGGA

TGCGCTCTCC

CTCCCTTCGG

CAGTTCGGTG

CCGTTCAGCC

AACCCGGTAA

GATTAGCAGA

GGCCTAACTA

CTGAAGCCAG

ACAAACCACC

GCATGCTTTG
CTGGTTGCTG
GGAGCCTGGG
TCGCGCGTTT
GAGACGGTCA
TCAGGGCGCG
AGTCACGTAG
AGCAGATTGT
ATACCGCACA
TTCCTCGCTC
TATCAGCTCA
AACGCAGGAA
TARARRGGCC
AGCATCACAA
CTATAAAGAT
TGTTCCGACC
GAAGCGTGGC
TAGGTCGTTC
CGACCGCTGC
GACACGACTT
GCGAGGTATG
CGGCTACACT
TTACCTTCGG

GCTGGTAGCG

(F?
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4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951

6001

GTGGTTTTTT

CAAGAAGATC

AAACTCACGT

CCTAGATCCT

TATGAGTAAA

TATCTCAGCG

TCGTGTAGAT

GCAATGATAC

AAACCAGCCA

CCGCCTCCAT

TCGCCAGTTA

GGTGTCACGC

GATCAAGGCG

TCCTTCGGTC

ACTCATGGTT

TAAGATGCTT

TAGTGTATGC

TACCGCGCCA

CTTCGGGGCG

ATGTAACCCA

CAGCGTTTCT

GAATAAGGGC

TATTATTGAA

TGAATGTATT

TGTTTGCAAG

CTTTGATCTT

TAAGGGATTT

TTTAAATTAA

CTTGGTCTGA

ATCTGTCTAT

AACTACGATA

CGCGAGACCC

GCCGGAAGGG

CCAGTCTATT

ATAGTTTGCG

TCGTCGTTTG

AGTTACATGA

CTCCGATCGT

ATGGCAGCAC

TTCTGTGACT

GGCGACCGAG

CATAGCAGAA

AARACTCTCA

CTCGTGCACC

GGGTGAGCAA

GACACGGAAA

GCATTTATCA

TAGAARAATA

158
CAGCAGATTA
TTCTACGGGG
TGGTCATGAG
AAATGAAGTT
CAGTTACCAA
TTCGTTCATC
CGGGAGGGCT
ACGCTCACCG
CCGAGCGCAG
AATTGTTGCC
CAACGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCCCATGT
TGTCAGAARGT
TGCATAATTC
GGTGAGTACT
TTGCTCTTGC
CTTTAAAAGT
AGGATCTTAC
CAACTGATCT
AAACAGGAAG
TGTTGAATAC
GGGTTATTGT

AACAAATAGG

CGCGCAGAAA

TCTGACGCTC

ATTATCAAAA

TTAAATCAAT

TGCTTAATCA

CATAGTTGCC

TACCATCTGG

GCTCCAGATT

AAGTGGTCCT

GGGAAGCTAG

GCCATTGCTG

ATTCAGCTCC

TGTGCARARAA

AAGTTGGCCG

TCTTACTGTC

CAACCAAGTC

CCGGCGTCAA

GCTCATCATT

CGCTGTTGAG

TCAGCATCTT

GCAAAATGCC

TCATACTCTT

CTCATGAGCG

GGTTCCGCGC

AAAAGGATCT

AGTGGAACGA

AGGATCTTCA

CTAAAGTATA

GTGAGGCACC

TGACTCCCCG

CCCCAGTGCT

TATCAGCAAT

GCAACTTTAT

AGTAAGTAGT

CAGGCATCGT

GGTTCCCAAC

AGCGGTTAGC

CAGTGTTATC

ATGCCATCCG

ATTCTGAGAA

CACGGGATAA

GGAAAACGTT

ATCCAGTTCG

TTACTTTCAC

GCAAAARAGG

CCTTTTTCAA

GATACATATT

ACATTTCCCC

(ot
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6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401

6451

6501

6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151

7201

GAAAAGTGCC
TATAAAAATA
CTCGAGGAAG
GCTTTCATAG
TTGAAAAGAT
CACCTTCCAG
AGCTACACGG
GGCTCCCATA
CTGACAGAGC
TAACAATATA
GTGAGTTGAA
TCTCACCTGC
GAGGCGCACC
TGAAAACCTA
GTAATGCATA
TTCATAGAAA
ACAATTTTTT
TAATTAAAAT
CAACAACAAC
CATCTACAGC
GAGCAGTATG
ACACTCTACA
ACATTAGTTT

CTGTGGGATT

ACCTGACGTC

GGCGTATCAC

AGCTCARACC

CTGAGCTGTC

GGGTTATTTA

TAGTATTCTG

TGAGTTGTGC

CTCGAAGCTC

CAGAGGACCA

AGCAATATCT

CGAGGAGGAC

ARAARACACT

TCCTTATAGA

CATAGTATTT

TGTATGIGTG

AARTGTGTAAA

TCAGGGAGTT

TCAGGCTCAG

AAAAAARCAA

TAACTGTGAA

ATGCCTAAAT

TAGACTATGA

TGTTTGTTGT

TTACAGGTCT

159
TAAGAAACCA
GAGGCCCTTT
CATGCTACTC
ATAAATAATA
TGTAAGACTC
TTACTGTTCT
TTCTCAGTCC
AGGAAACATT
AGAAATTTGT
ATARATTGTT
ACARAATGAAC
ATAGAGAAGC
AGAAGCCTAC
ACATTATATC
TGTGTGCATG
AAGAGATCAT
GTAATCAGGA
AAACARAACAA
AACAAAGGAG
AGGATAATGG
CATCTCGACA
TAGAAATCAA
TCAAAGAGAC

GCAATAAGCT

TTATTATCAT

CGTCTTCAAG

TCTGGCTTGA

ARGAGATTTT

TGTCTTCATT

GGCAATCACT

TARGGGATAC

GTAGAAAAGG

TGTGAGGTTG

GATATCATGG

ATGACAATCA

AGATAAAGCT

CAGGTTTGAT

GAGTCTATGA

TATGTGTGTA

GAATTTAAGA

AAGTTAAGGG

AGGAAAAGAA

AAGCTGTATG

AACAAGTTAT

TGGAGGAAAA

AATAAGGTGT

TCACATTCCC

GCTGACCTGA

GACATTAACC

AATTCAGCTG

TGGAAGCAAC

TTTATTAATA

TTAAAAACCA

GTGATCAAGA

ATCTACAAGA

AGGCAAAAGA

TGTCTCCTAC

CTACTAAAAT

GAATGAGGCC

GTCAGCAGAA

ATATCAGCCT

GACATATTTA

ARTACATATG

GAGAACTGGG

AARAATGTTG

AAARAAACARA

GCCACAATAG

GTACTGCCTA

TAGAACAAARG

AAGACATAGA

ACAAAARRAAT

TGATTTCTGC
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7251

7301

7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

AGCTGTGCCT

GACATGAGGA

TCACACTGAT

GCTGCTGCTG

GCTTCCTGTA

AATCATGTGG

ACATTCTGCT

AGAGCCACTT

GTGGTATCAA

CTTCTGAGTC

GGGACAGATT

AGTGTATTAC

GGACCAAGCT

GTTGICTATG

CTCTGAAACC

CGTAAGCAAA

CAGTGTAATA

SEC ID NO: 40

Secuencla de nucleétido del

ACCCTTTGCT

TTTCTTCATA

CACACACAGT

TGGCTTACAG

CACTGTGCTIG

GGATCTGTTT

GACCCAGTCT

TCTCCTGCAG

CAAAAAACAR

TATCTCTGGG

TTACTCTTAC

TGTCAACAAA

TGAAATCAAA

TCTGTGGCTT

AGATTCTGGC

GCTGGGAATA

ATTAACACAA

160

GATTTGCATG

GTCAGGTCAC

CATGAGTGTG

GTAATGAAGA

CTTGTCTCTG

TCARTTTTTC

CCAGCCACCC

GGCCAGTCAG

ATGGTGCTCC

ATCCCTTCCA

CATCAGCAGT

GTAATACCTG

CGTAAGTAGA

CTATGTCTAA

ACTCTCCAAG

GGCTAGACAT

GTGATAGTTT

TACCCAAAGC

ACCCTTTGCT

CTCACTCAGG

CAGCACTAGA

TGAAAATTCT

AATTGTAGGT

TGTCTCTGAG

AACATTGGCA

AAGGCTTCTC

GGTTTAGTGG

CTGGAGCCTG

GCCATTCACG

ATCCAAAGTC

AAATGATGTA

GCAARAGATAC

GTTCTCTGGA

CAGAAATGCT

ATAGCTTACT

GGAGTCAGAA

TCCTGGCGTT

ATTTTATTGA

CTTGTGAATT

ACGCGTTGTG

TCCAGGAGAA

CAAGCATACA

ATAAGGTCTT

CAGTGGATCA

AAGATTTTGC

TTCGGCCAGG

TCTTTCTTCC

TARAATCTTA

AGAGTAACTC

GAATGAATGC

CTAGTT

vector de expresién HCVHESp20

1 CTAGAGRGGT CTGGTGGAGC CTGCAAAAGT CCAGCTTTCA AAGGAACACA

51 GRAAGTATGTG TATGGAATAT TAGAAGATGT TGCTTITACT CTTAAGTTGG

101 TTCCTAGGAA AAATAGTTAA ATACTGTGAC TTTAAAATGT GAGAGGGTTT

151 TCAAGTACTC ATTTTTTTAA ATGICCAAAA TTTTTGTCAA TCAATTTGAG

A
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201 GICTTGITTG TGTAGAACTG ACATTACTTA AAGTTTRACC GAGGARTGGG
251 AGTGAGGCTC TCTCATACCC TATTCAGAAC TGACTTTTAA CAATAATAAA
301 TTAAGTTTAA AATATTTTTA RATGAATTGA GCAATGTTGA GITGGAGICA
351 AGATGGCCGA TCAGAACCAG AACACCTGCA GCAGCTGGCA GGAAGCAGGT
401 CATGTGGCAA GGCTATTTGG GGAAGGGARA ATRARACCAC TAGGTAAACT
451 TGTAGCTGTG GTTTGAAGAA GIGGTTITGA AACACTCTGT CCAGCCCCAC
501 CAAACCGAAA GTCCAGGCTG AGCAAARCAC CACCTGGGTA ATTTGCATIT
551 CTRARATAAG TTGAGGATTC AGCCGARACT GGAGAGGTCC TCTTTTAACT
601 TATTGAGTTC AACCTTTTAA TTTTAGCITG AGTAGITCTA GITICCCCAA
651 ACTTAAGTTT ATCGACI‘I'C.[‘.AAAM'GIH'IT TARGCTTTCT GGGGCAGECC
701 AGGCOCTGACC TTGGCTTTGG GGCAGGGAGG GGGCTAAGGT GAGGCAGGIG
751 GOGCCAGOCA GGTGCACACC CAATGCCCAT GAGCCCAGAC ACTGGRACGCT
801 GAACCTCGCG GACAGTTAAG AACCCAGGGG CCTCTGCGOC CTGGGCCCRG
851 CICTGTCCCA CACOGCGGTC ACATGGCACC ACCTCICTTG CAGCCTCCAC
901 CRAAGGGCOCA TCGGTCTTCC CCCTGGCACC CTCCTCCARG AGCACCTCIG
951 GGGGCACAGC GGCOCTGGGC TGCCTGGTCA AGGACTACTT CCCCGAACCG
1001 GTGACGGTIGT CGIGGRACTC AGGCOGCCCTG ACCAGCGGOG TGCACACCTT
1051 CCOGGCTGTC CTACAGTCCT CAGGACTCTA CTCCCTCAGC AGCGTGGTGA
1101 COGTGOCCTC CAGCAGCTTG GGCACCCAGA CCTACATCTG CARCGTGAAT
1151 CACAAGCCCA GCAACACCAA GGTGGACAAG AGAGTTGGTG AGAGGCCAGC
1201 ACAGGGAGGG AGGGTGTCIG CTGGAAGCCA GGCTCAGCGC TCCTGCCIGG
1251 ACGCATCOCG GCTATGCAGT COCAGTCCAG GGCAGCAAGG CAGGCCCOGT
1301 CTGCCTCTTC ACCOGGAGGC CTCTGCCCGC CCCACTCATG CTCAGGGAGA

1351 GGGICTTCTG GCTTTTTCCC CAGGCTCTGG GCRGGCACAG GCTAGGTGOC

s
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1401 CCTAACOCAG GCCCTGCACA CAARGGGGCA GGIGCTGGGC TCAGACCTGC
1451 CAAGAGOCAT ATOCGGGAGG ACCCTGCCCC TGACCTAAGC CCRCCCCAARA
1501 GECCAARCTC TCCACTCCCT CAGCTCGGAC ACCTTCTCTC CTCCCAGATT
1551 CCAGTAACTC CCAATCTTCT CTCTGCAGAG COCAARTCTT GIGRCARARC
1601 TCACACATGC CCACCGTGCC CAGGTAAGCC AGCCCAGGCC TCGCCCTCCA
1651 GCTCAAGGOG GGACAGGTGC CCTAGAGTIAG CCTGCATCCA GGGACAGGCC
1701 CCAGCOGGGT GCTGACACGT CCACCTCCAT CTCTTCCTCA GCACCTGAAC
175). TOCTGGGGEG ACCGTCAGTC TTCCICITCC CCCCAARACC CAAGGACACC
1801 CTCATGATCT CCOGGACCCOC TGAGGTCACA TGCGTGGTGG TGGACGTGAG
1851 CCACGAARGAC CCTGRGGTCA AGTTCRACTG GTACGTGGAC GGCGTGGAGG
1901 TGCATAATGC CAAGRACARAG CCGUGGGAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC
1951 CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC CAGGACTGGC TGAATGGCAA
2001 GGAGTACAAG TGCAAGGTCT CCAACARAGC CCTCCCAGCC CCCATCGAGA
2051 ARACCATCTC CARAGCCAAA GGTGGGACCC GTGGGGTECG AGGGCCACAT
2101 GGACAGAGGC CGGCTOGECC CACCCTCTGC CCTGAGAGTG ACCGCTGTAC
2151 CARCCTCTGT CCCTACAGGG CAGCCCCGAG AACCACAGGT GTRACACCCTG
2201 CCOCCATCCC GGGAGGAGAT GROCAAGARC CAGGTCAGCC TGACCTGCCT
2251 GGTCAAAGGC TTCTATCOCA GOGACATCGC CGTGGAGTIGG GAGAGCAARTG
2301 GGCAGCCGGA GAACAACTAC ARGACCACGC CTOCCGTIGCT GGACTCCGAC
2351 GGCTCCTTCT TCCTCTATAG CAAGCTCACC GTGGACRAGA GCAGGTGGCA
2401 GCAGGGGAAC GTCTTCTCAT GCTCOCGTGAT GCATGAGGCT CTGCACAACC
2451 ACTACACGCA GAAGAGCCTC TCCCTGICCC CGGGTAAATG AGTGCGACGG
2501 COGGCRAGCC CCCGCTOCCC GGGCTCIOGC GGTCGCACGA GGATGCTTGG

2551 CACGTACCCC GTCTACATAC TTCCCAGGCA CCCAGCATGG ARATAAAGCA
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2601 CCCAOCACTG OCCTGGEOCC CTGOGAGACT GIGATGGTTC TTTCOCAOGGG
2651 TCAGGCCGAG TCTGAGGCCT GAGTGGCATG AGGGAGGCAG AGCGGGTCCC
2701 ACTGTCCCCA CACTGGCCCA GGCTGTGCAG GTGTGCCTGG GCCGCCTAGG
2751 GTGGGGCTCA GCCAGGGGCT GCOCTCGGCA GGGTGGGGGA TTTGCCAGCG
2801 TGEOCCTOCC TCCAGCAGCA GCTGCCCTGG GCTGGGCCAC GAGAAGCCCT
2851 AGGAGCCOCT GGGGACAGAC ACACAGCCCC TGOCTCTGTA GGAGACTGIC
2901 CTGTCCIGIG AGCGCCCTGT CCTCCGACCC CGATGCCCAC TCGGGGGCAT
2951 GCCTAGTCCA TGCGOGTAGG GACAGGCCCT CCCTCACCCA TCTACCCCCA
3001 CGGCACTAAC CCCTGGCAGC CCTGOCCAGC CTOGCACCOG CATGGGGACA
3051 CAACCGACTC CGGGGACATG CACTCTOGGG CCCTGTGGAG GGACTGGIGC
3101 AGATGCOCAC ACACACACTC AGOOCAGRCC CGTTCAACAA ACCOCGCACT
3151 GAGGTTGGTC GAGCGGGAGT GCGGOCAGAG CCTGCCTCGG CCGTCAGGGA
3201 GGACTCOCGG GCTCACTCGA AGGAGGTGOC ACCATTTCAG CTTTGGTAGC
3251 TTTTCTTCTT CTTTTAAATT TTCTAAAGCT CATTAATTGT CTTTGATGTT
3301 TCTTTTGTGA TGACAATAAA ATATCCTTTT TAAGTCTTGT ACTTCGTGAT
3351 GGGAGCCGCC TTCCTGTGTC CACGCGCCTC CTGCCCCCOGG TGGGAAGCAC
3401 GGTCAGGAGG AGGCTGGETCC AGCTGCAOCT CGGGGECTCC CTGCACTOGC
3451 CCCOCGCCTC CTGCAGCCAC ACGCATTGOC CGAGCGACCC TCCCIGGCCC
3501 CTGTCACTAC ATGGACCCCT GGGGCTTCTC CTCTTTTCTA CATGGATGCA
3551 GTITICTCCTC CTGCTGGGCA CGGTGCTGCC TGOCCTGGTC ACTCTGCGGG
3601 GGACAGGGCC TCOCAGGGARA GCTGGGTCOGA GGCTGGGAGC TGGCTCAGGC
3651 TGGCCAGGCA GAGCCACAGG GAGGGCCTTC CAGAACCAAC CATGGTCCOGA
3701 AGCGAGAGGT GGGTGTCAGA TCCAGACATG ATAAGATACA TTGATGAGIT

3751 TGGACRAACC ACAACTAGAA TGCAGTGRAA AAARTGCTIT ATTTGTGAAA
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3801 TTTGTGATGC TATTGCITTA TTTGTAACCA TTATAAGCTG CAARTAAACRA
3851 GTTAACAACA ACAATTGCAT TCATTTTATG TTTCAGGTIC AGGGGGRAGGT
3901 GTGGGAGGTT TTTTAAARGCA AGTAAAACCT CTRCRAATGT GGTATGGCTG
3951 ATTATGATCT CTAGTCAAGG CACTATACAT CARATATTCC TTATTAACCC
4001 CTTTACAAAT TAAARAGCTA AAGGTACACA ATTTTTGAGC ATAGITATTA
4051 ATAGCAGACA CTCTATGCCT GTGTGGAGTA AGAAAAAACA GTATGTTATG
4101 ATTATAACTG TTATGCCTAC TTATAAAGGT TACAGAATAT TTTTCCATAA
4151 TTTTCTTGTA TAGCAGTGCA GCTTTTTICCT TTGITGGTGIA AATAGCARAG
4201 CARGCAAGAG TTCTATTACT ARACACAGCA TGACTCAARA AACTTAGCAA
4251 TTCTGAAGGA AAGTCCTTGG GGICTICTAC CITICTCTTC TTTTTTGGAG
4301 GAGTAGAATG TTGAGAGTCA GCAGTAGCCT CATCATCACT AGATGGCATT
4351 TCTTCTGRGC ARRAACAGGTT TTCCTCATTA AAGGCATTCC ACCACTGCTC
4401 CCATTCATCA GITCCATAGG TTGGAATCTA ARRTACACRA ACAATTAGAA
4451 TCAGTAGTTT AACACATTAT ACACTTAARA ATTTTATATT TACCTTAGAG
4501 CTTTARATCT CTGTAGGTAG TITGTCCAB;T TATGTCACAC CACAGAAGTA
4551 AGGTTCCTTC ACARAGATCC GGACCARAGC GGCCATCGTG CCTOCCCACT
4601 CCTGCAGTTC GGGGGCATGG ATGCGCGGAT AGCOGCTGCT GGTTTCCTGG
4651 ATGOCGACGG ATTTGCACIG CCGGTAGAAC TCCGCGAGGT CGTOCAGCCT
4701 CAGGCAGCAG CTGARCCAAC TCGCGAGGGG ATCGAGOCOG GGGTGGGCGA
4751 AGAACTCCAG CATGAGATCC CCOGCGCTGGA GGATCATOCA GCCGGOGTCC
4801 CGGAARACGA TTOCGAAGCC CAACCTTTCA TAGAAGGCGG CGGTGGAATC
4851 GARATCTCGT GATGGCAGGT TGGGOGTOGC TTGGTCGGTC ATTTCGAACC
4901 CCAGAGTCCC GCTCAGAAGA ACTCGTCAAG ARGGOGATAG AAGGCGATGC

4951 GCTGCGRATC GGGAGOGGCG ATACCGTAAA GCACGAGGAA GCGGTCAGCC

129
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5001 CATTOGCCGC CARGCTCTTC AGCARTATCA CGGGTAGCCA ACGCTATGTC
5051 CTGATAGOGG TCCOGOCACAC CCAGCCGGCC ACAGTCGATG AATCCAGARA
5101 AGOGGCCATT TTCCACCATG ATATTCGGCA AGCAGGCATC GCCATGGGIC
5151 ACGACGAGAT CCTCGOOGTC GGGCATGOGC GCCTTGAGCC TGGCGAACAG
5201 TTCGGCTGEC GOGAGOCOCT GRTGCTCTTC GTCCAGATCA TCCTGATCGA
5251 CARGACCGGC TTCCATCCGA GIACGTGCTC GCTOGATGCG ATGTTTCGCT
5301 TGGTGGTOGA ATGGGCAGGT AGCCGGATCA AGCGTATGCA GCCGCOGCAT
5351 TGCATCAGCC ATGATGGATA CTTTCTCGGC AGGAGCAAGG TGAGATGACA
5401 GGAGATCCTG OCCCGGCACT TCOGOCCAARTA GCAGCCAGIC CCTTCCCGCT
5451 TCAGTGACAA CGTCGAGCAC AGCTGCGCAA GGARCGOCOG TCGTGGCCAG
5501 CCACGATAGC OGOGCTGOCT OGTOCTGCAG TTCATTCAGG GCACCGGACA
5551 GGTCGGICTT GACAAARAGA ACCGGGOGOC CCTGCGCTGA CAGCCGGAAC
5601 ACGGOGGCAT CAGAGCAGCC GATTGTCTGT TGIGOCCAGT CATAGCCGAA
5651 TAGCCTCTCC ACCCARGCGG CCGGAGARCC TGCGTGCAAT CCATCITGTT
5701 CAATCATGCG AARCGATCCT CATOCTGTCT CTTGATCAGA TCTTGATCCC
5751 CTGOGCCATC AGATOCTTGG CGGCAAGAAA GCCATCCAGT TTACTTTGCA
5801 GGGCTTCCCA ACCTTACCAG AGGEOGOCOC AGCTGGCART TCCGGTTCGC
5851 TTGCTGICCA TAAARCOGOC CRAGTCTAGCT ATCGCCATGT AAGCCCACTG
5901 CAAGCTACCT GCTTICICIT TGCGCTTGCG TTTTCCCTTG TCCAGATAGC
5951 CCAGTAGCTG ACATTCATCC GGGGTCAGCA OCGTTTCTGC GGACTGGCTT
6001 TCTACGTGTT CCGCTTCCTT TAGCAGCCCT TGOGOCCTGA GTGCTTGOGG
6051 CAGCGTGAAG CTTTTTGCAA AAGOCTAGGC CTCCAAAARA GCCTCCTCAC
6101 TACTTCTGGA ATAGCTCAGA GGOOGAGGOG GCCTCGGCCT CTGCATAAAT

6151 AAARAARATT AGTCAGOCAT GGGGCGGAGA ATGGGCGGAA CTGGGCGGAG

71
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6201 TTAGGGGCGG GATGGGOGGA GTTAGGGGCG GGACTATGGT TGCTGACTAA
6251 TTGAGATGCA TGCTTTGCAT ACTTCTGOCT GCTGGGGAGC CTGGGGACTT
6301 TCCACACCTG GTTGCTGACT AATTGAGATG CATGCTTIGC ATACTTCIGC
6351 CTGCTGGGGA GCCTGGGGAC TTTCCACACC CTAACTGACA CACATTCCAC
6401 AGCTGCCTCG CGCGTTTCGG TGATGACGGT GARRACCTCT GACACATGCA
6451 GCTCCCGGAG ACGGTCACAG CTTGTCTGTA AGCGGATGCC GGGAGCAGAC
6501 AAGOCCGTCA GGGCGCGTCA GCGGGTGITG GOGGGTGTOG GGGOGCAGCOC
6551 ATGACCCAGT CACGTAGCGA TAGCGGAGTG TATACTGGCT TAACTATGOG
6601 GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGRGTGCAC CATATGCGGT GTGAAATACC
6651 GCACAGATGC GTAAGGRAGRA AATACCGCAT CAGGCGCTCT TCCGCTTCCT
6701 CGCTCACTGA CTOGCTGOGC TCGGTCGTTC GGCTGCGGCG AGCGGTATCA
6751 GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG GGGATAACGC
6801 AGGARAGAAC ATGTGAGCAAR AAGGCCAGCA AARGGCCAGG AACCGTARAA
6851 AGGCOGCGTT GCTGGOGTTT TTCCATAGGC TCCGOCOCCC TGACGRGCAT
6901 CACAAAPATC GAOGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAARCCCGA CAGGACTATA
6951 AAGATACCAG GCGTTTCCCC CTGGRAGCTC CCTCGTGCGC TCTCCIGITC
7001 CGACCCTGCC GCTTACCGGA TACCTGTCCG CC TTTCTCCC TTCGGGAAGC
7051 GTGGCGCTTT CTCATAGCTC ACGCTGTAGG TATCTCAGIT CGGTGTAGGT
7101 CGTTCGCTCC AAGCTGGGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGIT CAGCOCGACC
7151 GCTGCGCCTT ATCOGGTAAC TATCGTCTTG AGTCCAACCC GGTAAGACAC
7201 GACTTATCGC CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGCGAG
7251 GTATGTAGGC GGTGCTACAG AGTTCTTGAA GTGGIGGCCT AACTACGGCT
7301 ACACTAGRAG GACAGTATIT GGTATCTGCG CTCTGCTGAA GCCAGTTACC

7351 TTCGGAARAA GAGTTGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACAAA CCACCGCTGG
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7401 TAGOGGTGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGARAARAAG
7451 GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTICTA CGGGGICTGA CGCTCAGTGG
7501 ARCGAARACT CACGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT
7551 CTTCACCTAG ATCCTTTTAA ATTAAARATG AAGTTTTARA TCAATCTRAA
7601 GTATATATGA GTARACITGG TCTGACAGTT ACCAATGCIT AATCAGIGAG
7651 GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG TTGCCTGACT
7701 CCCOCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCOCCCA
7751 GTGCTGCAAT GATACCGOGA GRCCCAOGCT CACOGGCTCC AGATTTATCA
7801 GCAATAAACC AGCCAGCCGG AAGGGCCGAG CGCAGRAGTG GTCCTGCRAC
7851 TTTATCCGCC TCCATCCAGT CTATTAATIG TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA
7901 GTAGTITCGCC AGTTAATAGT TTGOGCAACG TTGTTGCCAT TGCTGCAGGC
7951 ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GITTGGTATG GCTTCATTCA GCTCCGGTTC
8001 CCAACGATCA AGGOGAGTTA CATGATCOCC CATGTTGTGC ARARAAGCGG
8051 TTAGCTCCIT CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG
8101 TTATCACTCA TGGTTATGGC AGCACTGCAT AATTCTCTITA CTGTCATGCC
8151 ATCCGTAAGA TGCITTTCTG TGACTGGTGA GTACTCAACC AAGTCATTCT
8201 GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT CTTGCOCGGC GTCAACACGG
8251 GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA AAAGTGCTCA TCATTGGAAA
8301 ACGTTCTTCG GGGOGRARAC TCTCAAGGAT CTTACCGCTG TTGAGATCCA
8351 GTTCGATGTA ACCCACTCGT GCACCCAACT GATCFTCAGC ATCTTTTACT
8401 TTCACCAGCG TTTCTGGGIG AGCAAARACA GGAAGGCARR ATGCCGCAAA
8451 ARAGGGAATA AGGGCGACAC GGAAATGTTG AATACTCATA CTCTTCCTTT
8501 TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT ATTGICTCAT GAGCGGATAC

8551 ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC CGCGCACATT

/12



10

15

20

168
8601 TCCCCGARAA GTGCCACCTG ACGTCTAAGA AARCCRATTATT ATCATGACAT
8651 TAACCTATAA AAATAGGCGT ATCACGAGGC CCTTTCGICT TCARGARATTC
8701 GAGCTCGGTA CCCATCAGCC AAARAGCATG CCTGCOCACAC RACATCAATT
8751 TCTGGAAAAC GCTACACTTA ATTATTICTA GTAGAACAGC TCTTTGGTTT
8801 GCCAARAAGA ATCACCTATA GIGGCATCTA AGCACARAAA GGAGARARAA
8851 ATCACAAAGA AATGATTGAG AGGCATAATA AAAATTATCA ARARATTRTG
8901 AGTTTTACGA TTTCATCTTT TTCCAAGTTG AAATCATAGG GTGGCTTTARA
8951 CACAGTGACA AGGAATGTGC ATGCTGCCAT TATGGTGCTC TGOCTAAAAT
9001 GGTTGGAGCC TTGTCATGCT ACAGAGRAAC TGTCATACAG CAGGGGGTIGC
9051 CAAATTTCCA TATTTTTTTA TATCATTGAG CAGGTGCACA GRAGRCCAGA
9101 AAGCACTTTC TATCAGGCTG GCCTTCCICT TCCTTTCCRG TATGAAGCAA
9151 AAACTGOCAA TGAARCTAGC AATTGTTAAA TTCCTTTITC AAACAGTATT
9201 TGTGCTATCA GRACATAGTG CATTCAAAAG TCTAGCCTGA GAGRACAARLC
9251 CAGTTTTATT CATTCCTCCT ACTACCTCTC TCATTCCCAC TGTTIGIGIT
9301 CTCCCTCCCA TTTTAATTGT CTATCTAGTC CAAACTAAGC ACACGATCCA
9351 GTCCACATTA AACARCATGT TTTCACTTTA AGTCAAATAC AAGACACCTT
9401 TAATATCAGC CCTIGTTCAT AATCGTGCTT CTAGTGACTT ARTGTACATG
9451 TCACACTGTA CTGTTGGGIT TTGIGICTCA TCATGAACAA TGTTGIGRAG
9501 GTATTARGTG GAGAGTAAGC AGAATTAGAT TCCTCTAATG ATGCACACCC
9551 ACACTARGAG CAGARATAAT ATTAAAAATA GAAAAAAAMAG TTTTACATGA
9601 GATTTCRAAT ACCCAGGTAT GAGCTGCAGT TTCTTCAAGT TAARGCATCG
9651 AGGTTGTCAG TTACACTATT ACAGGARACA TATGCAGAGT TTTTATTTTA
9701 GTATATTAGT TTTCACATAT GIGGAATTAC TATTAAACTA TTCTTTCTTT

9751 TCAAATGCTT ACCATTGTAA ATGAGTTTGT GACTTTGTGT AGGTGAGTGC
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9801 ACATGACTCT GGATGCCTAA GAGGACTGAA GAAGTIGGAG TTATAGGTAG

9851 TTTTATTCTA CTTGACTGIT CAGTGCTAAA AATACAACTG AGGTCCTTTA

9901 AACTGCTGIT CATGAACTTC TTAATTGATA TATCTCATGA GATCTCTAAA

9951 CTATTTTTAT TATGACACGT TTCACCATTT TCACTGTAAC GATT TTTATG
10001 TTTTATATTA ATGTAACTAT ATGACACTTC CCAARAATCCC CATATTCACA
10051 ATTGAACTGT TTCAARGTTT TACCTTGACT TATGGGAAAT GAAARACCCAC
10101 ATTTTATAAT TTTAAAATGA AATGTTTATT TTATATTICT GCAAATTTICA
10151 CAAGGAAAGA TTAGTCACTG GTGIGTGAGA GCAGAGGAGC ATAAGAGTTC
10201 AGGAATAGAA TCCATTATGA TTCTGGAGGC ARGGAAGAAC TGATGCCAAG
10251 GTTTCAGTAT AAGAGCAGTA TCCACTGGAA AGGATAAAGT CACTACATCT
10301 GAGCACAGAG CAGGACATCT ACATAATGAG TGGTCACTAA TGGGCCACTG
10351 TTACACTGIT ATATGTATAA GGCTCAAGRA TGAGCACTGA GGCTGTAAGG
10401 TGTATGGGTG AGGERCATCAG GATGTARACC CAGCTCAGGT AGAGGACTCA
10451 GAGGACAGCA CAGTCAGCAT GARCTAATAA ACATCAGATA AGATAAGGCA
10501 CAAGCTCAGC TATATAGGGT AAGGGATCIT TGTAAATCTG ATTGTGCATC
10551 CAGTCTAGTIT CAATGITGACT TAGGAAGCCC AGTCATATGC AAATCTAGAG
10601 AAGACTTTAG AGTAGRARTC TGAGGCTCAC CTCACATACC AGCAAGCGAG
10651 TGAOCAGTTA GICTTAAGGC ACCACTTCIT AGACATCATG GCTTGGGTGT
10701 GGACCTTGCC ATTCCTGATG GCAGCTGCCC ARAGTAAGAC ATCAGAAARA
10751 AGAGTTCCAA GGGGAATTGA AGCAGTTCCA TGAATACTCA CCTTCCIGIG
10801 TTCTTTTCAC AGGTGTCCAG GCAGAGGIGC AGCTGGTGGA GTCAGGAGCC
10851 GAAGTGAAAA AGOCTGGGGC TTCAGTGAAG GTGTCCTGCA AGGCCTCIGG
10901 ATACACATTC ACTAATTATA TTATCCACTG GGTGAAGCAG GAGCCTGGTC

10951 AGGGCCTTGA ATGGATTGGA TATTTTAATC CTTACAATCA TGGTACTAAG

I}S

Q)
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11001 TACAATGAGA AGTTCARAGG CAGGGCCACA CTAACTGCAA ACAAATCCAT
11051 CAGCACAGCC TACATGGAGC TCAGCAGCCT GCGCTCIGAG GACACTGOGG
11101 TCTACTACTG TGCAAGATCA GGACCCTATG CCTGGTITGA CACCTGGGEGC
11151 CAAGGGACCA CGGTCACCGT CTCCTCAGGT AAGRATGGCC ACTCTAGGGC
11201 CTTIGTTTTC TGCTGCTGCC TGTGGGATTT CATGRAGCATT GCARAGTIGT
11251 CCTCGGGACA TGTTCCGAGG GGACCTGGGC GGACTGGOCA GGAGGGGACG
11301 GGCACTGGGG TGOCTTGAGG ATCTGGGAGC CTCIGTGGAT TTTCCOGATGC
11351 CTTTGGAAAA TGGGACTGAG GTTGGGIGCG TCTGAGACAG TAACTCAGCC
11401 TGGGGGCTIG GTGAAGATCG CCGCACAGCA GOGAGTCCGT GAAARTATCTT
21451 ATTTAGACTT GTGAGGTGCG CTGTGTGICA ATTTACATCT TAARTCCITT
11501 ATTGGCTGGA AAGAGAATTG TTGGRAGTGGG TGARTCCAGC CAGGAGGGAC

11551 GOGGGGGGAT CCA

SEC ID NO:41

Secuenclia de nucleétido del vector de expresién HCVHQSp20

1 CTAGAGAGGT CTGGTGGAGC CTGCAAAAGT

51 GAAGTATGTG
101 TTCCTAGGAA
151 TCAAGTACTC
201 GTCTTGTTTG
251 AGTGAGGCTC
301 TTARGTTTAA
351 AGATGGCCGA
401 CATGTGGCAA

451 TGTAGCTGTG

TATGGAATAT

AAATAGTTAA

ATTTTTTTAA

TGTAGAACTG

TCTCATACCC

AATATTTTTA

TCAGARCCAG

GGCTATTTGG

GTTTGAAGAA

TAGAAGATGT

ATACTGTGAC

ATGTCCAAAA

ACATTACTTA

TATTCAGAAC

AARTGAATTGA

AACACCTGCA

GGAAGGGAAA

GIGGTTTTGA

CCAGCTTTCA

TGCTTTTACT

TTTARAATGT

TTTTTGTCAA

AAGTTITAACC

TGACTTTTAA

GCAATGTITGA

GCAGCTGGCA

ATAAARCCAC

AACACTCTGT

ARGGAACACA

CTTAAGTTGG

GAGAGGGTTT

TCAATTTGAG

GAGGAATGGG

CAATAATAAA

GTTGGAGTCA

GGAAGCAGGT

TAGGTAAACT

CCAGCCCCAC

195
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501 CARACCGAARA
551 CTAAAATAAG
601 TATTGAGTTC
651 ACTTAAGTTT
701 AGGCCTGACC
751 GCGCCAGCCA
801 GAACCTCGCG
851 CTCTGTCCCA
901 CAAGGGCCCA
951 GGGGCACAGC
1001 GTGACGGTGT
1051 CCCGGCTGTC
1101 CCGTGCCCTIC
1151 CACAAGCCCA
1201 ACAGGGAGGG
1251 ACGCATCCCG
1301 CTGCCTCTTC
1351 GGGTCTTCTG
1401 CCTAACCCAG
1451 CAAGAGCCAT
1501 GGCCAAACTC
1551 CCAGTAACTC
1601 TCACACATGC
1651 GCTCAAGGCG

1701 CCAGCCGGGT

GTCCAGGCTG

TTGAGGATTC

BRACCTTTTAA

ATCGACTTCT

TTGGCTTTGG

GGTGCACACC

GACAGTTARG

CACCGCGGTC

TCGGTCTTCC

GGCCCTGGGC

CGTGGAACTC

CTACAGTCCT

CAGCAGCTTG

GCAACACCAR

AGGGTGTCTG

GCTATGCAGT

ACCCGGAGGC

GCTTTTTCCC

GCCCTGCACA

ATCCGGGAGG

TCCACTCCCT

CCAATCTTCT

CCACCGTGCC

GGACAGGTGC

GCTGACACGT

171

AGCAAAACAC
AGCCGAAACT
TTTTAGCTTIG
AARAATGTATT
000AGGGAGG
CAATGCCCAT
AACCCAGGGG
ACATGGCACC
CCCTGGCACC
TGCCTGGTCA
AGGCGCCCTG
CAGGACTCTA
GGCACCCAGA
GGTGGACAAG
CTGGAAGCCA
CCCAGTCCAG
CTCTGCOCGC
CAGGCTCTIGG
CAAAGGGGCA
ACCCTGCCCC
CAGCTCGGAC
CTCTGCAGAG
CAGGTARGCC
CCTAGAGTAG

CCACCTCCAT

CACCTGGGTA
GGAGAGGTCC
AGTAGTTCTA
TAAGCTTTCT
GGGCTAAGGT
GAGCCCAGAC
CCTICTGCGCC
ACCTCTCTTG
CTCCTCCAAG
AGGACTACTT
ACCAGCGGCG
CTCCCTCAGC
CCTACATCIG
AGAGTTGGTG
GGCTCAGCGC
GGCAGCAAGG
CCCACTCATG
GCAGGCACAG
GGTGCTGGGC
TGACCTAAGC
ACCTTCTCTC
CCCARATCTT
AGCCCAGGCC
CCTGCATCCA

CTCTTCCTCA

ATTTGCATTT

TCTTTTAACT

GTTTCCCCAA

GGGGCAGGCC

GAGGCAGGTG

ACTGGACGCT

CTGGGCCCAG

CAGCCTCCAC

AGCACCTCTG

CCCCGAACCG

TGCACACCTT

AGCGTGGTGA

CAACGTGAAT

AGAGGCCAGC

TCCTGCCTGG

CAGGCCCCGT

CTCAGGGAGA

GCTAGGTGCC

TCAGACCTGC

CCACCCCAAA

CTCCCAGATT

GTGACAAAAC

TCGCCCTCCA

GGGACAGGCC

GCACCTGAAC

+37
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1751 TCCTGGGGGG
1801 CTCATGATCT
1851 CCACGAAGAC
1901 TGCATAATGC
1951 CGTGTGGTCA
2001 GGAGTACAAG
2051 ARACCATCTC
2101 GGACAGAGGC
2151 CAACCTCTGT
2201 CCCCCATCCC
2251 GGTCAAAGGC
2301 GGCAGCCGGA
2351 GGCTCCTTCT
2401 GCAGGGGAAC
2451 ACTACACGCA
2501 CCGGCAAGCC
2551 CACGTACCCC
2601 CCCACCACTG
2651 TCAGGCCGAG
2701 ACTGTCCCCA
2751 GTGGGGCTCA
2801 TGGCCCTCCC
2851 AGGAGCCCCT
2901 CTGTCCTGTG

2951 GCCTAGTCCA

ACCGTCAGTC

CCCGGACCCC

CCTGAGGTCA

CAAGACAAAG

GCGTCCTCAC

TGCAAGGTCT

CARAGCCARA

CGGCTCGGCC

CCCTACAGGG

GGGAGGAGAT

TTCTATCCCA

GAACARCTAC

TCCTCTATAG

GTCTTCTCAT

GAAGAGCCTC

CCCGCTCCCC

GTCTACATAC

CCCTGGGCCC

TCTGAGGCCT

CACTGGCCCA

GCCAGGGGCT

TCCAGCAGCA

GGGGACAGAC

AGCGCCCTGT

TGCGCGTAGG

172

TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGTGGGACCC
CACCCTCTGC
CAGCCCCGAG
GACCAAGAARC
GCGACATCGC
ARGACCACGC
CAAGCTCACC
GCTCCGTGAT
TCCCTGTCCC
GGGCTCTCGC
TTCCCAGGCA
CTGCGAGACT
GAGTGGCATG
GGCTGTGCAG
GCCCTCGGCA
GCTGCCCTGG
ACACAGCCCC
CCTCCGACCC

GACAGGCCCT

CCCCAARACC

TGCGTGGTGG

GTACGTGGAC

AGCAGTACAA

CAGGACTGGC

CCTCCCAGCC

GTGGGGTGCG

CCTGAGAGTG

AACCACAGGT

CAGGTCAGCC

CGTGGAGTGG

CTCCCGTGCT

GTGGACAAGA

GCATGAGGCT

CGGGTAAATG

GGTCGCACGA

CCCAGCATGG

GTGATGGTTC

AGGGAGGCAG

GTGTGCCTGG

GGGTGGGGGA

GCTGGGCCAC

TGCCTCTGTA

CGATGCCCAC

CCCTCACCCA

CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
AGGGCCACAT
ACCGCTGTAC
GTACACCCTG
TGACCTGCCT
GAGAGCAATG
GGACTCCGAC
GCAGGTGGCA
CTGCACAACC
AGTGCGACGG
GGATGCTTGG
AAATAAAGCA
TTTCCACGGG
AGCGGGTCCC
GCCGCCTAGG
TTTGCCAGCG
GAGAAGCCCT
GGAGACTGTC
TCGGGGGCAT

TCTACCCCCA

17%
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3001 CGGCACTAAC
3051 CAACCGACTC
3101 AGATGCCCAC
3151 GAGGTTGGTC
3201 GGACTCCCGG
3251 TTTTCTTCTT
3301 TCTTITTGTGA
3351 GEGAGCCGCC
3401 GGTCAGGAGG
3451 CCCCCGCCTC
3501 CTGTCACTAC
3551 GTTTCTCCTC
3601 GGACAGGGCC
3651 TGGCCAGGCA
3701 AGCGAGAGGT
3751 TGGACAAACC
3801 TTTGTGATGC
3851 GTTAACAACA
3901 GTGGGAGGTT
3951 ATTATGATCT
4001 CTTTACAAAT
4051 ATAGCAGACA
4101 ATTATAACTG
4151 TTTTCTTGTA

4201 CAAGCAAGAG

CCCTGGCAGC

CGGGGACATG

ACACACACTC

GAGCGGGAGT

GCTCACTCGA

CTTTTAAATT

TGACAATAAA

TTCCTGTGTC

AGGCTIGGTCC

CTGCAGCCAC

ATGGACCCCT

CTGCTGGGCA

TCCAGGGAAA

GAGCCACAGG

GGGTGTCAGA

ACAACTAGAA

TATTGCTTTA

ACAATTGCAT

TTTTAAAGCA

CTAGTCRAAGG

TARAAAGCTA

CTCTATGCCT

TTATGCCTAC

TAGCAGTGCA

TTCTATTACT

173

CCTGCCCAGC
CACTCTCGGG
AGCCCAGACC
GCGGCCAGAG
AGGAGGTGCC
TTCTAAAGCT
ATATCCTTTT
CACGCGCCTC
AGCTGCACCT
ACGCATTGCC
GGGGCTTCTC
CGGTGCTGCC
GCTGGGTCGA
GAGGGCCTTC
TCCAGACATG
TGCAGTGAAA
TTTGTAACCA
TCATTTTATG
AGTAARACCT
CACTATACAT
ARGGTACACA
GTGTGGAGTA
TTATAAAGGT
GCTTTTTCCT

ARACACAGCA

CTCGCACCCG

CCCTGTGGAG

CGTTCAACAA

CCTGCCTCGG

ACCATTTCAG

CATTAATTGT

TAAGTCTTGT

CTGCCCCCGG

CGGGGGCTCC

CGAGCGACCC

CTCTTITTCTA

TGCCCTGGTC

GGCTGGGAGC

CAGAACCAAC

ATAAGATACA

AAAATGCTTT

TTATAAGCTG

TTTCAGGTTC

CTACAAATGT

CAAATATTCC

ATTTTTGAGC

AGAAAARACA

TACAGAATAT

TTGTGGTGTA

TGACTCARARA

CATGGGGACA

GGACTGGTGC

ACCCCGCACT

CCGTCAGGGA

CTTTGGTAGC

CTTTGATGIT

ACTTCGTGAT

TGGGAAGCAC

CTGCACTCGC

TCCCTGGCCC

CATGGATGCA

ACTCTGCGGG

TGGCTCAGGC

CATGGTCCGA

TTGATGAGTT

ATTTGTGAAA

CAATAAACAA

AGGGGGAGGT

GGTATGGCTG

TTATTAACCC

ATAGTTATTA

GTATGITATG

TTTTCCATAA

AATAGCAAAG

AACTTAGCAA

127
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4251 TTCTGAAGGA
4301 GAGTAGAATG
4351 TCTTCTGAGC
4401 CCATTCATCA
4451 TCAGTAGTTT
4501 CTTTAAATCT
4551 AGGTTCCTTC
4601 CCTGCAGTTC
4651 ATGCCGACGG
4701 CAGGCAGCAG
4751 AGAACTCCAG
4801 CGGAAAACGA
4851 GAAATCTCGT
4901 CCAGAGTCCC
4951 GCTGCGAATC
5001 CATTCGCCGC
5051 CTGATAGCGG
5101 AGCGGCCATT
5151 ACGACGAGAT
5201 TTCGGCTGGC
5251 CAAGACCGGC
5301 TGGTGGTCGA
5351 TGCATCAGCC
5401 GGAGATCCTG

5451 TCAGTGACAA

AAGTCCTTGG

TTGAGAGTCA

AAARCAGGTT

GTTCCATAGG

AACACATTAT

CTGTAGGTAG

ACAARGATCC

GGGGGCATGG

ATTTGCACTG

CTGARCCARC

CATGAGATCC

TTCCGAAGCC

GATGGCAGGT

GCTCAGAAGA

GGGAGCGGCG

CARGCTCTTC

TCCGCCACAC

TTCCACCATG

CCTCGCCGTC

GCGAGCCCCT

TTCCATCCGA

ATGGGCAGGT

ATGATGGATA

CCCCGGCACT

CGTCGAGCAC

174

GGTCTTCTAC
GCAGTAGCCT
TTCCTCATTA
TTGGAATCTA
ACACZTAAAA
TTITGTCCAAT
GGACCAAAGC
ATGCGCGGAT
CCGGTAGAAC
TCGCGAGGGG
CCGCGCTGGA
CAACCTTTCA
TGGGCGTCGC
ACTCGTCAAG
ATACCGTAAA
AGCAATATCA
CCAGCCGGCC
ATATTCGGCA
GGGCATGCGC
GATGCTCTTC
GTACGTGCTC
AGCCGGATCA
CTTTCTCGGC
TCGCCCAATA

AGCTGCGCARA

CTTTCICTTC

CATCATCACT

AAGGCATTCC

AAATACACAA

ATTTTATATT

TATGTCACAC

GGCCATCGTG

AGCCGCTGCT

TCCGCGAGGT

ATCGAGCCCG

GGATCATCCA

TAGAAGGCGG

TTGGTCGGTIC

AAGGCGATAG

GCACGAGGAA

CGGGTAGCCA

ACAGTCGATG

AGCAGGCATC

GCCTTGAGCC

GTCCAGATCA

GCTCGATGCG

AGCGTATGCA

AGGAGCAAGG

GCAGCCAGTC

GGAACGCCCG

TTTTTTGGAG

AGATGGCATT

ACCACTGCTC

ACARTTAGAA

TACCTTAGAG

CACAGAAGTA

CCTCCCCACT

GGTTTCCTGG

CGTCCAGCCT

GGGTGGGCGA

GCCGGCGTCC

CGGTGGAATC

ATTTCGAACC

AAGGCGATGC

GCGGTCAGCC

ACGCTATGTC

AATCCAGAAA

GCCATGGGTC

TGGCGAACAG

TCCTGATCGA

ATGTTTCGCT

GCCGCCGCAT

TGAGATGACA

CCTTCCCGCT

TCGTGGCCAG

142
x4
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5501 CCACGATAGC
5551 GGTCGGTCTT
5601 ACGGCGGCAT
5651 TAGCCTCTCC
5701 CAATCATGCG
5751 CTGCGCCATC
5801 GGGCTTCCCA
5851 TTGCTGTCCA
5901 CAAGCTACCT
5951 CCAGTAGCTG
6001 TCTACGTGTT
6051 CAGCGTGAAG
6101 TACTTCTGGA
6151 AAAAAARATT
6201 TTAGGGGCGG
6251 TTGAGATGCA
6301 TCCACACCTG
6351 CTGCTGGGGA
6401 AGCTGCCTCG
6451 GCTCCCGGAG
6501 AAGCCCGTCA
6551 ATGACCCAGT
6601 GCATCAGAGC
6651 GCACAGATGC

6701 CGCTCACTGA

CGCGCTGCCT

GACAAAARAGA

CAGAGCAGCC

ACCCAAGCGG

AARCGATCCT

AGATCCTTGG

ACCTTACCAG

TAARACCGCC

GCTTTCTCTT

ACATTCATCC

CCGCTTCCTT

CTTTTTGCAA

ATAGCTCAGA

AGTCAGCCAT

GATGGGCGGA

TGCTTTGCAT

GTTGCTGACT

GCCTGGGGAC

CGCGTTTCGG

ACGGTCACAG

GGGCGCGTCA

CACGTAGCGA

AGATTGTACT

GTAAGGAGAA

CTCGCTGCGC

175

CGTCCTGCAG
ACCGGGCGCC
GATTGTCTGT
CCGGAGARACC
CATCCTGTICT
CGGCAAGAAA
AGGGCGCCCC
CAGTCTAGCT
TGCGCTTGCG
GGGGTCAGCA
TAGCAGCCCT
AAGCCTAGGC
GGCCGAGGCG
GGGGCGGAGA
GTTAGGGGCG
ACTTCTGCCT
AATTGAGATG
TTTCCACACC
TGATGACGGT
CTTGTCTGTA
GCGGGTGTTG
TAGCGGAGTG
GAGAGTGCAC
AATACCGCAT

TCGGTCGTTC

TTCATTCAGG

CCTGCGCTGA

TGTGCCCAGT

TGCGTGCAAT

CTTGATCAGA

GCCATCCAGT

AGCTGGCAAT

ATCGCCATGT

TTTTCCCTTG

CCGTTTCTGC

TGCGCCCTGA

CTCCAAARAA

GCCTCGGCCT

ATGGGCGGAA

GGACTATGGT

GCTGGGGAGC

CATGCTTTGC

CTAACTGACA

GAAAACCTCT

AGCGGATGCC

GCGGGTGTCG

TATACTGGCT

CATATGCGGT

CAGGCGCTCT

GGCTGCGGCG

GCACCGGACA

CAGCCGGAAC

CATAGCCGAA

CCATCTTGTT

TCTTGATCCC

TTACTTTGCA

TCCGGTTCGC

AAGCCCACTG

TCCAGATAGC

GGACTGGCTT

GTGCTTGCGG

GCCTCCTCAC

CTGCATAAAT

CTGGGCGGAG

TGCTGACTAA

CTGGGGACTT

ATACTTCTGC

CACATTCCAC

GACACATGCA

GGGAGCAGAC

GGGCGCAGCC

TAACTATGCG

GTGAAATACC

TCCGCTTCCT

AGCGGTATCA
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6751 GCTCACTCARA
6801 AGGAAAGAAC
6851 AGGCCGCGTT
6901 CACAARAATC
6951 ARGATACCAG
7001 CGACCCTGCC
7051 GTGGCGCTTT
7101 CGTTCGCTCC
7151 GCTGCGCCTT
7201 GACTTATCGC
7251 GTATGTAGGC
7301 ACACTAGAAG
7351 TTCGGAAAAA
7401 TAGCGGTGGT
7451 GATCTCAAGA
7501 AACGAARACT
7551 CTTCACCTAG
7601 GTATATATGA
7651 GCACCTATCT
7701 CCCCGTCGTG
7751 GTGCTGCAAT
7801 GCAATAAACC
7851 TTTATCCGCC
7901 GTAGTTCGCC

7951 ATCGTGGTGT

AGGCGGTAAT

ATGTGAGCAA

GCTGGCGTTT

GACGCTCAAG

GCGTTTCCCC

GCTTACCGGA

CTCATAGCTC

AAGCTGGGCT

ATCCGGTAAC

CACTGGCAGC

GGTGCTACAG

GACAGTATTT

GAGTTGGTAG

TTTTTTGTTT

AGATCCTTTG

CACGTTAAGG

ATCCTTTTAA

GTAAACTTGG

CAGCGATCTG

TAGATAACTA

GATACCGCGA

AGCCAGCCGG

TCCATCCAGT

AGTTAATAGT

CACGCTCGTC

176

ACGGTTATCC
ARGGCCAGCA
TTCCATAGGC
TCAGAGGTGG
CTGGAAGCTC
TACCTGTCCG
ACGCTGTAGG
GIGTGCACGA
TATCGTCTTG
AGCCACTGGT
AGTTCTTGAA
GGTATCTGCG
CTCTTGATCC
GCAAGCAGCA
ATCTTTTCTA
GATTTTGGTC
ATTAMRAPATG
TCTGACAGTT
TCTATTTCGT
CGATACGGGA
GACCCACGCT
AAGGGCCGAG
CTATTAATTG
TTGCGCAACG

GTTTGGTATG

ACAGAATCAG

AAAGGCCAGG

TCCGCCCCCC

CGAAACCCGA

CCTCGTGCGC

CCTTTCTCCC

TATCTCAGTT

ACCCCCCGTT

AGTCCAACCC

AACAGGATTA

GTGGTGGCCT

CTCTGCTGAA

GGCAAACAAR

GATTACGCGC

CGGGGTCTGA

ATGAGATTAT

AAGTTTTAARA

ACCAATGCTT

TCATCCATAG

GGGCTTACCA

CACCGGCTCC

CGCAGAAGTG

TTGCCGGGAA

TTGTTGCCAT

GCTTCATTCA

GGGATAACGC

AACCGTAAAA

TGACGAGCAT

CAGGACTATA

TCTCCTGTTC

TTCGGGAAGC

CGGTGTAGGT

CAGCCCGACC

GGTAAGACAC

GCAGAGCGAG

AACTACGGCT

GCCAGTTACC

CCACCGCTGG

AGAAAARARG

CGCTCAGTIGG

CAAAAAGGAT

TCAATCTAAR

AATCAGTGAG

TTGCCTGACT

TCTGGCCCCA

AGATTTATCA

GTCCTGCAAC

GCTAGAGTAA

TGCTGCAGGC

GCTCCGGTTC
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8001 CCAACGATCA
8051 TTAGCTCCTT
8101 TTATCACTCA
8151 ATCCGTAAGA
8201 GAGARTAGIG
8251 GATAATACCG
8301 ACGTTCTTCG
8351 GTTCGATGTA
8401 TTCACCAGCG
8451 ARAGGGAATA
8501 TTCAATATTA
8551 ATATTTGAAT
8601 TCCCCGAAAA
8651 TAACCTATAA
8701 GAGCTCGGTA
8751 TCTGGAARAAC
8801 GCCAAAAAGA
8851 ATCACAAAGA
8901 AGTTTTACGA
8951 CACAGTGACA
9001 GGTTGGAGCC
9051 CAAATTTCCA
9101 ARGCACTTTC
9151 AAACTGCCAA

9201 TGTGCTATCA

AGGCGAGTTA

CGGTCCTCCG

TGGTTATGGC

TGCTTTTCTG

TATGCGGCGA

CGCCACATAG

GGGCGAAAAC

ACCCACTCGT

TTTCTGGGTG

AGGGCGACAC

TTGAAGCATT

GTATTTAGAA

GTGCCACCTG

AAATAGGCGT

CCCATCAGCC

GCTACACTTA

ATCACCTATA

AATGATTGAG

TTTCATCTTT

AGGAATGTGC

TTGTCATGCT

TATTTTTTTA

TATCAGGCTG

TGAAACTAGC

GARCATAGTG

177

CATGATCCCC
ATCGTTGTCA
AGCACTGCAT
TGACTGGTGA
CCGAGTTGCT
CAGAACTTTA
TCTCAAGGAT
GCACCCAACT
AGCAAAAACA
GGAAATGTTG
TATCAGGGTT
AAATARACAA
ACGTCTAAGA
ATCACGAGGC
AAARAGCATG
ATTATTTCTA
GTGGCATCTA
AGGCATAATA
TTCCAAGTTG
ATGCTGCCAT
ACAGAGAAAC
TATCATTGAG
GCCTTCCTCT
AATTGTTARA

CATTCAAAAG

CATGTTGTGC

GAAGTAAGTT

AATTCTCTTA

GTACTCAACC

CTTGCCCGGC

AAAGTGCTCA

CTTACCGCTG

GATCTTCAGC

GGAAGGCARA

AATACTCATA

ATTGTCTCAT

ATAGGGGTTC

AACCATTATT

CCTTTCGTCT

CCTGCCACAC

GTAGAACAGC

AGCACARARA

AAAATTATCA

AAATCATAGG

TATGGTGCTC

TGTCATACAG

CAGGTGCACA

TCCTTTCCAG

TTCCITTTIC

TCTAGCCTGA

AAAAAAGCGG
GGCCGCAGTG
CTGTCATGCC
AAGTCATTCT
GTCAACACGG
TCATTGGAAA
TTGAGATCCA
ATCTTTTACT
ATGCCGCAAA
CTCTTCCTTT
GAGCGGATAC
CGCGCACATT
ATCATGACAT
TCAAGAATTC
ARCATCAATT
TCTTTGGTTT
GGAGAAAAAR
AAAAATTATG
GTGGCTTTAA
TGCCTAARAT
CAGGGGGTGC
GAAGACCAGA
TATGAAGCAA
AAACAGTATT

GAGAACAACC
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9251 CAGTTTTATT
9301 CTCCCTCCCA
9351 GTCCACATTA
9401 TAATATCAGC
9451 TCACACTGTA
9501 GTATTAAGTG
9551 ACACTAAGAG
9601 GATTTCAAAT
9651 AGGTTGTCAG
9701 GTATATTAGT
9751 TCARATGCTT
9801 ACATGACTCT
9851 TTTTATTCTA
9901 ARCTGCTGTT
9951 CTATTTTTAT
10001 TTTTATATTA
10051 ATTGAACTGT
10101 ATTTTATAART
10151 CAAGGAAAGA
10201 AGGAATAGAA
10251 GTTTCAGTAT
10301 GAGCACAGAG
10351 TTACACTGTT
10401 TGTATGGGTG

10451 GAGGACAGCA

CATTCCTCCT

TTTTAATTGT

AACARACATGT

CCTTGTTCAT

CTGTTGGGTT

GAGAGTAAGC

CAGAARTAAT

ACCCAGGTAT

TTACACTATT

TTTCACATAT

ACCATTGTAA

GGATGCCTAA

CTTGACTGTT

CATGAACTTC

TATGACACGT

ATGTAACTAT

TTCAAAGTTT

TTTAARATGA

TTAGTCACTG

TCCATTATGA

AAGAGCAGTA

CAGGACATCT

ATATGTATAA

AGGACATCAG

CAGTCAGCAT
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ACTACCTCTC
CTATCTAGTC
TTTCACTTTA
AATCGTGCTT
TTGTGTCTCA
AGAATTAGAT
ATTAAAAATA
GAGCTGCAGT
ACAGGAAACA
GTGGAATTAC
ATGAGTTTGT
GAGGACTGAA
CAGTGCTARA
TTAATTGATA
TTCACCATTT
ATGACACTTC
TACCTTGACT
AATGTTTATT
GTGTGTGAGA
TTCTGGAGGC
TCCACTGGAA
ACATAATGAG
GGCTCARGAA
GATGTAAACC

GAACTAATAA

TCATTCCCAC

CAAACTARGC

AGTCARAATAC

CTAGTGACTT

TCATGAACAA

TCCTCTAATG

GAAARAAAAG

TTCTTCAAGT

TATGCAGAGT

TATTAARCTA

GACTTTGTGT

GAAGTTGGAG

AATACAARCTG

TATCTCATGA

TCACTGTARAC

CCAAAATCCC

TATGGGARAT

TTATATTTCT

GCAGAGGAGC

AAGGAAGAAC

AGGATAAAGT

TGGTCACTAA

TGAGCACTGA

CAGCTCAGGT

ACATCAGATA

TGTTTGTGTT

ACACGATCCA

AAGACACCTT

AATGTACATG

TGTTGTGAAG

ATGCACACCC

TTTTACATGA

TAAAGCATCG

TTTTATTTTA

TTCTTTCTTT

AGGTGAGTGC

TTATAGGTAG

AGGTCCTTTA

GATCTCTAAA

GATTTTTATG

CATATTCACA

GAAAACCCAC

GCAAATTTCA

ATAAGAGTTC

TGATGCCAAG

CACTACATCT

TGGGCCACTG

GGCTGTAAGG

AGAGGACTCA

AGATAAGGCA

| 2%
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10501 CARGCTCAGC
10551 CAGTCTAGTT
10601 AAGACTTTAG
10651 TGACCAGTTA
10701 GGACCTTGCC
10751 AGAGTTCCAA
10B01 TTCTTTTCAC
10851 GAAGTGARAA
10901 ATACACATTC
10951 AGGGCCTTGA
11001 TACAATGAGA
11051 CAGCACAGCC
11101 TCTACTACTG
11151 CAAGGGACCA
11201 CTTTGTTTTC
112§1CCTCGGGACA
11301 GGCACTGGGG
11351 CTTTGGAAAA
11401 TGGGGGCTTG
11451 ATTTAGACTT
11501 ATTGGCTGGA

11551 GCGGGGGGAT

TATATAGGGT

CAATGTGACT

AGTAGAAATC

GTCTTAAGGC

ATTCCTIGATG

GGGGAATTGA

AGGTGTCCAG

AGCCTGGGGC

ACTAATTATA

ATGGATTGGA

AGTTCAAAGG

TACATGGAGC

TGCAAGATCA

CGGTCACCGT

TGCTGCTGCC

TGTTCCGAGG

TGCCTTGAGG

TGGGACTGAG

GTGAAGATCG

GTGAGGTGCG

AAGAGAATTG

CCA

179

AAGGGATCTT
TAGGRAGCCC
TGAGGCTCAC
ACCACTTCTT
GCAGCTGCCC
AGCAGTTCCA
GCACAGGTGC
TTCAGTGAAG
TTATCCACTG
TATTTTAATC
CAGGGCCACA
TCAGCAGCCT
GGACCCTATG
CTCCTCAGGT
TGTGGGATTT
GGACCTGGGC
ATCTGGGAGC
GTTGGGTGCG
CCGCACAGCA
CTGTGTGTICA

TTGGAGTGGG

TGTAAATCTG

AGTCATATGC

CTCACATACC

AGACATCATG

AAAGTAAGAC

TGAATACTCA

AGCTGGTGGA

GTGTCCTGCA

GGTGAAGCAG

CTTACAATCA

CTAACTGCAA

GCGCTCTGAG

CCTGGTTTGA

AAGAATGGCC

CATGAGCATT

GGACTGGCCA

CTCTGTGGAT

TCTGAGACAG

GCGAGTCCGT

ATTTACARTCT

TGAATCCAGC

ATTGTGCATC

AAATCTAGAG

AGCARAGCGAG

GCTTGGGTGT

ATCAGAAAAA

CCTTCCIGTG

GTCAGGAGCC

AGGCCTCTGG

GAGCCTGGTC

TGGTACTAAG

ACAARTCCAT

GACACTGCGG

CACCTGGGGC

ACTCTAGGGC

GCAAAGTTGT

GGAGGGGACG

TTTCCGATGC

TARCTCAGCC

GAAATATCTT

TAARTCCTTT

CAGGAGGGAC

2
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EJEMPLO 8

Eficacla In vitro de |los anticuerpos humanizados de enlace

DC45RO/RB

VHE/humV1 vy VHQ/humV1

Para determinar la eficacia de los anticuerpos humanizados de
enlace CD45R0/RB humanizados VHE/humV1 y VHQ/humV1 en
comparacién con el anticuerpo quimérico, se analizé la habilidad del
anticuerpo para inducir apoptosis en células T humanas y también la

habilidad para inhibir la proliferacién de las células T humanas.

Células y reactivos

Se aislaron células mononucleares sanguineas Periféricas
(PBMC) de muestras de leucoféresis de donadores humanos sanos
con tipo sangulneo conocido, pero tipo HLA desconocido a través de
centrifugacién en Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB). EI PBMC se
utiliza como los estimuladores que se consumieron primero para
células T y NK utilizando perlas ferromagnéticas cubiertas con CD3
(Miltenyi). Las perlas y las células de contaminacién se removieron a
través de un campo magnético. El PBMC consumido de las células T
se utilizé como células que responden después de la irradiacién (50
Gy). Las células T CD4+ se utilizaron como células que responden en
MLR y se aislaron de PBMC con un equipo de seleccidn negativo de
células T CD4 (Miltenyi). Las células obtenidas se analizaron a

través de FACScan o FACSCalibur (Becton Dickinson & Co., CA) y la

/t{"
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pureza de las células obtenidas es de >75%. Las células se
suspendieron en medio RPM11640 suplementado con 10% de FCS

inactivado con calor, penicilina, estreptomicina y L-glutamina.

Ensayos de apoptosis

Se cultivé PBMC humano de tres donadores voluntarios sanos
en medio de crecimiento (RPM11640+10% FCS) durante la noche
(<16 horas) en presencia de mAB quimérico de enlace CD45R0/RB,
anticuerpos humanizados (VHE/humV1 y VHQ/humV1) o mADb de
control anti-LPS. Si se indic6, se incluyd un reactivo de
entrelazamiento, un fragmento de IgG anti-humano de cabra F(ab')2
(Cat. No. 109- 006-098, JacksonLab) a una concentracidn pg/mi
siendo dos veces mdas alta que la concentracion de los anticuerpos
anti-CD45 de Ila muestra. La concentracion PBS en todas las
cavidades Introducida a través de los reactivos del anticuerpo se
mantuvo conatante entre todas las muestras, principalmente un 20%
de las muestras (v/v) para muestras sin un entrelazador o un 40%
{(viv) para muestras con entrelazador. Los experimentos anteriores
demuestran que la cantidad de PBS no afecta la lectura.

Después del cultivo durante la noche en la presencia de los
anticuerpos, las muestras se sometieron a andlisis de citometria de
flujo y se tifleron con el marcador de apoptosis AnnexinV-FtTC (Cat.
No. 556419, BD/Pharmingen) y el marcador de célula T CD2-PE (Cat.
No. 558608, BD/Pharmingen). Las muestras se corrieron en un

instrumento FACSCalibur de Becton Dickinson y los datos se

(&7
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analizaron utilizando el software CellQuest Pro.
Para los datos recolectados, |la curvas se ajustaron utilizando
el software Origin v7.0300. La ecuacién utilizada para el ajuste es
Ay - A;

Y= + Az (“Loglstica Sigmoid®)
1+ (x/ xo)?

A,: valor final (para ajustar las sesiones establecidas para

"*compartido” y "flotado")

Az: valor inicial {para ajustar ias sesiones establecidas para
‘compartido” y "flotado”)
p: energia
Xo: EDgo; ICspo (ver mas adelante).

En ausencia del entrelazador, VHE/humV1 es méas efectivo, con
un valor EDso de 148171 nM, seguido por VHQ/humV1 con 3771219
nM. El anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO es menos
efectivo con un valor EDso de 2440+1205 nM.

En presencia de un antisuero entrelazador, los valores EDsg
son intercambian dramaticamente hacia una eficiencia mas alta a
travée de por lo menos dos d4rdenes de magnitud. Ademds, la
presencia del entrelazador permitié¢ niveles mas altos de una
apoptosis a concentraciones de anticuerpo muy altas, ahora
alcanzando hasta 80%, mientras la ausencia del entrelazador
solamente permitié hasta ‘50% de apoptosis. En presencia del

entrelazador, las curvas (concentracién de anticuerpo/% de

apoptosis) son bi-modales con dos niveles: el primer nivel se alcanzé

4%



10

15

20

25

183

a concentraciones de anticuerpo bajas (- 5nM), en donde el nivel de
apoptosis corresponde al nivel maximo obtenido en la ausencia del
entrelazador. E|l segundo nivel se alcanzé a concentraciones de
anticuerpo muy altas (aproximadamente 500 nM) y |la apoptosis se
observdé dentro del 70-80% de la poblacién de las células T.

Ambos mAb humanizados de enlace CD45R0/RB son igualmente
efectivos y mejores o iguales comparados con el mAb quimérico de
enlace CD45R0/RB con respecto a su habilidad para inducir

apoptosis en células T humanas primarias.

Ensayos de Reaccién de Linfocitos Mezclados

Se mezclaron 1 x 10° PBMC o 5 x 10* de células CD4+ con
PBMC consumido por irradiacién 1 x 10° 0 5 x 10* células T (50 Gy)
en cada cavidad de placas de cultivo de 96 cavidades en la
presencia o ausencia de diferentes concentraciones de mAbD.

Las células mezcladas se cultivaron durante 5 dlas y la
proliferacibn se determiné pulsando las células con 3H-timidina
durante las ultimas 16-20 horas del cultive. La inhibicidn MLR en
cada concentracion del anticuerpo se expresé como porcentaje de
inhibicién como se describe en el Ejemplo 2.

El efecto de concentraciones en aumento de VHE/humV1 y
VHQ/humV1 en MLR se evalud en tres respondedores: combinaciones
de estimulador. Todos los anticuerpos Inhibieron el MLR en una
forma dependiente de la dosis. Los valores ICs, (ver méas adelante)

son similares para VHE/humV1 (747 nM) y VHQ/humV1 (39+54 nM)

a
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de Ab humanizado. Ambos anticuerpoe humanizados son mas
potentes en la inhibicién de MLR que el anticuerpo quimérico padre
(ICs0 do 3471434 nM). Como se ve usualmente con los experimentos

MLR, la variabilidad del donador es alta en estos experimentos.

VHE-N73D/humV1
Para dirigir el efecto bioldgico de VHE-N73D/humV1 que induce

apoptosis en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), el
PBMC objetivo se Iincubd durante la noche en presencia de varias
concentraciones de VHE-N73D/humV1 y se analizaron
substancialmente para el enlace del marcador de apoptosis AnnexinV
mediante el andlisis de citometria de flujo: el PBMC humano se
incubd durante la noche en 1 ml de medio de cultivo de tejido
conteniendo varias concentraciones de ya sea VHE- N73D/humV1, u
otra variante de la molécula humanizada de enlace CD45RO/RB ,
VHE/humV1, o mAb anti-CD45RO/RB quimérico, o un mAb de control
IgG1 de is6topo. Ademéas, se agregaron los fragmentos F(ab')2 de
entrelazamiento de Ig Fc de anti-humanos de cabra a 2x la
concentracién de |la masa de cada mAb, imitando el entrelazamiento
de las moléculas de enlace CD45RO/RB a través de receptores Fc, lo
que puede ocurrir /n vivo. Al dia siguiente, las células se lavaron a
través de centrifugacién durante 10 minutos a 400 veces la fuerza de
gravedad estandar (g) y el medio se removié. Las células se
volvieron a suspender en regulador de pH FACS (PBS conteniendo

1% viv de FBS, 0. 1% p/v de EDTA y 0.1% p/v azida de sodio) y se

4%
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sembraron en placas de microtitulacién de fondo en V de 96
cavidades a una densidad de célula de 1 x 10° células por cavidad.
Cada muestra de células se incubé durante 30 minutos a 4°C en 50
pl de regulador de pH FACS conteniendo 100 ug/ml de suero de ratén
normal para bloquear los sitios de enlace no especificos en las
células y con CD2 conjugado con ficoeritrina (PE) para identificar las
células humanas. Después de lavar dos veces a través de
centrifugacién, las células se volvieron a suspender en 100 pul de
regulador de pH de tincién AnnexinV competente de calcio (Vendedor
BD/Pharmingen equipo 556418) conteniendo 1:100 v/v de AnnexinV
marcado con FITC. Después de la incubacién durante 15 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad, se agregé, 7-amino
actinomicina D (7-AAD) a una concentracién final de 1 ug/ml y se
analizd utilizando un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson). Los valores EDso para la eficacia del anticuerpo para
inducir apoptosis se pueden calcular de un andlisis de la cantidad de
apoptosis (= intensidad de fluorescencia FITC de AnnexinV) inducida
como una funcién de la concentraciédn del anticuerpo utilizando el
software Origin 7.5 con la wecuacidén de ajuste de curva
Sigmoidal/Loglstica.

Después de dichos anilisis, se observd un efecto de dos fases
de todas las moléculas de enlace CD45RO/RB probadas: a
concentraciones muy bajas del anticuerpo, se encontré un nive! bajo
de menos de 30% de apoptosis de célula T. El valor EDso para

alcanzar este nivel de apoptosis se calculd como 0.3110.13 nM para

ol



10

15

20

25

|42

186

VHE-N73D/humV1. A concentraciones méas altas de anticuerpo, la
apoptosis se puede inducir en hasta un 70% de las células T. El
valor EDso para alcanzar este nivel mas aito de apoptosis se calculé
como 352183 nM para VHE-N73D/humV1. En resumen, se encontrd
que VHE-N73D/humV1 también induce apoptosis en células T

humanas, la cual puede mejorarse a través de entrelazamiento.

EJEMPLO 10

Especificildad de |a molécula de enlace CD45RB/RO

Molécula de enlace CD45RB/RO guimérica

La molécula CD45 se expresd en todos los leucocitos. Sin
embargo, se expresaron diferentes isoformas CD45 a través de los
varios subgrupos de leucocitos. Con el fin de determinar la
reactividad del subgrupo de leucocitos de la molécula del anticuerpo
quimérico de enlace CD45RB/RO inmunofluorescentemente marcada
de leucocitos humanos con marcadores especificos del subgrupo y se
llevé a cabo Ila marcacién inmunofluorescente subsiguiente con un
conjugado de anticuerpo quimeérico de enlace CD45RB/RO con
colorante, seguido por anélisie de citometria de flujo.

Brevementa, se identificaron los subgrupos especlificos de una
preparacién nuevamente aislada de células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC), plaquetas humanas, neutréfilos de sangre
periférica humana o células de tallo hematopoyéticas derivadas de

médula espinal a través de incubacién con anticuerpos acoplados a
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ficoeri'trina contra CD2 (linfocitos T), CD14 (monocitos), CD19
(linfocitos B), CD34 (células de tallo), CD42a (plaquetas), CD50
(células aniquiladoras naturales) o CD68b (granulocitos). El enlace
simultdneo de una molécula de enlace CD45RB/RO quimérica
marcada FITC se detectd en linfocitos T, monocitos, células de tallo,
células aniquiladoras naturales y granulocitos, pero no en plaguetas

o linfocitos B.

VHE-N /humV1

Con el fin de determinar la reactivad del subgrupo de
leucocitos VHE-N73D/humV1 inmunofluorescentemente marcados de
leucocitos humanos con marcadores especificos del subgrupo y la
simultanea inmunofluorescente marcacién con un VHE-N73D/humV1
conjugado con colorante se llevé a cabo, seguida por el analisis de
citometria de flujo.

Brevemente, los subgrupos especificos de una preparacién
nuevamente aislada de células mononucleares de sangre periférica
humanas (PBMC) o neutréfilos de sangre periférica humana se
identificaron dependiendo de 1la incubacién con anticuerpos
acoplados a ficoeritrina contra CD3, CD4, CD8 (linfocitos T), 'CD14
(monocitos), CD16 (células aniquiladoras naturales y monocitos),
CD19 (linfocitos B), o CD86b (granulocitos). El enlace simultdneo de
VHE-N73D/humV1 marcado con FITC se detectd en linfocitos T,
monocitos, células aniquiladoras naturales y granulocitos, pero no en

linfocitos B. De esta forma, las moléculas VHE-N73D/humV1 no

72
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reacclionan con linfocitos B humanos.

EJEMPLO 11
Inducclén In vitro de células T supresoras (células T

reguladoras) y de células T funcionalmente paralizadas

Para demostrar la habilidad de un anticuerpo quimérico de
enlace CD45RO/RB para inducir células T supresoras, el anticuerpo
se incluye a varias concentraciones durante la generacién de llneas
de células T CD8+ reactivas con la proteina 1 de matriz de antigeno
(MP1) de influenza hemofilica. Estas Iineas se generan a través del
co-cultivo repetido de linfocitos humanos CD8+ con monocitos
humanos CD14+ pulsados con el antigeno. Después, en monocitos
CD14+ se pueden reemplazar con una linea de células positivas de
antigeno-2 de leucocito como el antigeno MP1 que presenta una
célula (APC). Si dichas células T CD8+ especificas de MP1 de un
cultivo que incluye el anticuerpo quimérico de enlace CD45RO/RB se
mezcla con células T CDB8+ humanaes nuevamente aisladas y esta
mezcla de células se estimula con el antigeno MP1 en APC, la
adicién de células T CD8+ del cultivo en |la presencia de |la molécula
de enlace CD45RO/RB es capaz de reducir la produccién de IFN-y
en una forma dependiente de dosis de anticuerpo. Ningln anticuerpo
quimérico de enlace CD45R0O/RB estd presente durante este cultivo
de ensayo IFN-y, indicando que el pretratamiento con el mAb

CD45R0O/RB mADb ha inducido células T CD8+ capaces de suprimir la
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activaciébn de células T nuevamente aisladas. Dsebido a esta
induccibn de células reguladoras T supresoras a través del
anticuerpo quimérico de enlace CD45RO/RB, el anticuerpo puede ser
atil en enfermedades en donde se cree que una poblacidn de células
T no reguladas y/o activadas contribuye a la patologia. Ejemplos de
dichas enfermedades incluyen enfermedades autoinmunes, rechazo
al trasplante, psoriasis, dermatitis, enfermedad de los intestinos
inflamatoria y alerglas.

Para demostrar |la habilidad de una molécula quimérica de
enlace CD45RO/RB para convertir las células T hiporesponsivas
(anérgicas) a estimulacién adiciona, es decir en células T
funcionalmente paralizadas, el anticuerpo se incluye durante Ila
generacién de lineas de células T CD8+ reactivas con la protelna 1
de matriz del antigeno (MP1) de influenza hemofllica como se
menciond anteriormente. La paralisis se evalta activando las células
T (expuestas antes al anticuerpo quimérico de enlace CD45R0O/RB)
con el antigeno MP1 presentado a través de APC. Ninguna molécula
de enlace CD45RO/RB esta presente en este cultivo. Las células T
CD8+ T no expuestas al anticuerpo quimérico de enlace CD45RO/RB
previamente producen IFN-y dependiendo del estimulo mencionado.
En contraste, las células T CD8+ pretratadas con el anticuerpo
quimérico de enlace CD45RO/RB muestran marcadamente reducidos
en la produccion inexistente de esta citocina en respuesta al
estimulo del antigeno, demostirando la habilidad del anticuerpo

quimérico de enlace CD45RO/RB para funcionaimente paralizar las



10

15

20

25

190

células T humanas. Debido a esta induccidon de la hiporesponsividad
de célula T funcional a través de la molécula de enlace CD45RQ/RB,
el anticuerpo se puede utilizar en enfermedades, tales como
enfermedades autolnmunes, rechazo al trasplante, psoriasis,
dermatitis, enfermedad del intestino inflamatoria o alergias, en
donde una poblacién de células T activada se cree que contribuye a

la patologla.

EJEMPLO 12

Estudlos /In vivo en plel de ratones SCID-hu

El beneficio terapéutico del anticuerpo quimérico de enlace
CD45RB/RO en la inflamacidn de la piel se probd utilizando ratones
SCID. La piel humana de individuos normales se trasplanté en
ratones SCID (Piel SCID-hu) y el proceso inflamatorio se imité a
través de |la transferencia adoptiva de leucocitos mononucleares
aislados de individuos humanos no relacionados con el donador de la

piel humana.

Trasplante de piel de adulto humano en ratones SCID (Piel de
ratones SCID-hu)

Dos pequefias piezas de piel de adulto humano (1 cm?)
(obtenidas del Banco de Tejido Regional del Este de Hungria;
WHRTB, Gyor) consistiendo de epidermis completa, la dermis papilar

y parte de la dermie reticular, se trasplantaron en los lados traseros
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superior derecho e izquierdo de ratones SCIDC C.B 17/ratones
GbmsTac-Prkdc®®’? Lyst’® (Taconic, Germantown, NY) en reemplazo
de piel de ratén. La calidad de los injertos se monitoreé durante 5-6
semanas después del trasplante y los ratones exitosamente
trasplantados (piel de ratones SCID-hu, generalmente >85%) se
seleccionaron para pruebas in vivo del anticuerpo quimérico de

enlace CD45RB/RO.

Injerto de células mononucleares en ratones SCID

Los leucocitos mononucleares (Spl) se aislaron de biopsias de
bazo de adultos humanos (WHRTB, Gyor) después de la suspensién
de la célula (utilizando un tamiz molecular de disociacién de célula
equipado con una malla de tamafio 50) y procedimientos de gradiente
de densidad estdndar. Las alicuotas de 5 x 10°® Spl se volvieron a
suspender en 1.5 ml de RPMI-10% FCS vy se inyectaron
peritonealmente (i.p.), en el dia 0 del experimento, dentro de ta piel
de ios ratones SCID-hu. Estos nimeros de Spl se han encontrado en
experimentos previos como siendo suficientes para inducer un xeno-
GvHD letal en >80% de los ratones dentro de las 4-8 semanas

después de |la transferencia de célula.

Tratamiento de anticuerpo de piel de ratones SCID-hu
La piel de ratones SCID-hu, reconstituida con Spl humano, se
tratd con el anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO o mAb de

control anti-LPS en el dla 0, inmediatamente después de la inyeccién

27
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de la célula mononuclear, en los dlas 3 y 7 e intervalos semanales
de ahl en adelante. Los anticuerpos se distribuyeron
subcutaneamente (s.c.) en 100 ul de PBS a una concentracién final

de 1 mg/kg del peso del cuerpo (p.c.).

Evaluacién del tratamiento anti-CD45

La eficacia del anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO se
evaiua a través de la supervivencia de los ratones trasplantados y
mediante el monitoreo del rechazo de injertos de piel. La importancia
de los resultados se evalia a través del método estadlstico de
andlisis de supervivencia utilizando la prueba Log-rank (método
Mantel) con la ayuda del software Systat v10. Al final de experimento
las biopsias de los injertos de piel humana y de higado, puilmén,
riidn y bazo de ratén se obtuvieron de ratones sacrificados para
propésitos histolégicos. Todos los ratones se pesaron al iniclo (antes
de la transferencia de la célula) y a lo largo del experimento (cada
dos dias) como una estimacién indirecta de su estado de salud. Las
lineas de regresion lineal se generaron utilizando el peso del cuerpo
contra los valores de los dlas después de la transferencia PBMC
obtenidos de cada ratén y subsecuentemente, sus inclinaciones
(control contra ratones tratados con anti-CD45) se compararon

utilizando |la prueba Mann-Whitney no paramétrica.

Resultados

Los injertos de piel humana son muy bien tolerados a través de
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ratones SCID. Inicialmente, los injertos experimentaron un perfiodo
de hiperproliferacién de queratinocito dando como resultado la
formacién de costras hiperqueratéticas. Alrededor de 5 semanas
después del trasplante, las costras se cayeron de los injerto y
revelaron un tejido conteniendo todas las estructuras caracteristicas
observadas en piel humana normal. Durante este proceso, los
injertos de piel humana se fusionaron con la piel adyacente del raton
y generaron una red de vasos humanos nuevamente creados que
conectan los Injertos con el tejido del ratén subyacente. El Spl!
humano en circulacién dentro de la pief del ratén SCID-hu (en el dia
experimental 0, aproximadamente 6 semanas después de! trasplante
de piel) si infiltr6 en los injertos de piel y después del
reconocimiento las moléculas de aloantigeno expresadas en la piel
humana montaron una respuesta inflamatoria, que tiene semejanza
con el procesc inflamatorio de la piel que ocurre en piel psoriatica, y
esta en algunos casos completamente destruye el injerto.

El tratamiento de estos ratones con el anticuerpo quimérico de
enlace CD45RB/RO suprime el proceso inflamatorio y praviene el
rechazo de los injertos de piel humana. En constaste, |la muestra
obtenida del ratén tratado con control muestra una Infiltracién
masiva con multiples sefias de necrosis y una destruccién dramatica
de la epidermis. Este proceso es facilmente monitoreado a simple
vista y documentado mediante una fotografla simple de los ratones.

La piel de seis de los seis ratones SCID-hu transferida con Spl

alogénica y tratada con mAb anti-LPS de control muestra una fuerte

129
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respuesta Inflamatorio a claramente visible a simple vista 23 dlas
después de la transferencia de célula mononuclear. Todos los
ratones muestran lesiones considerables, que incluyen eritema, y
pistulas de escalamiento y pronunciadas. En contraste los injertos
de piel de todos los ratones tratados con el anticuerpo quimérico de
enlace CD45RB/RO tienen una apariencia normal. Las diferencias
dramaticas entre los dos grupos de ratones especificamente se
deben al tratamiento del anticuerpo yas que la piel humana de todos
los ratones tiene un aspecto idéntico al inicio del experimento. Este
aspecto no cambia hasta |la segunda semana después de la
transferencia de la célula, el momento en el cual el grupo de control
inicié el desarrollo de lesiones en la piel. El experimento se terminé
en el dla 34 después de la transferencia de célula mononuclear. En
este momento, uno de los ratones de control ya estda muerto (dia 30)
y cuatro otros fueron sacrificados (dlas 27, 27, 27 y 30) debido a un
xeno-GvHD fuerte. Las reacciones patoldgicas observadas en los
ratones tratados con el control del anticuerpo también se
correlacionan con una pérdida de peso del cuerpo en estos animales.

En contraste, el grupo tratado con el anticuerpo quimérico de
enlace CD45RB/RO exhibe un estado sano durante el tiempo del

experimento completo.
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EJEMPLO 13
Actividades /n vivo de un anticuerpo quimérico de enlace
CD45Rb/RO en un modelo de trasplante de célula de isleta

Ratones

Se mantuvieron bajo un patégeno especifico ratones hembra
NOD/SCID (Charles River Laboratories, Calco, Italia) libre de
condiciones. El nivel de glucosa en la sangre de la cola venosa se
cuantificd utilizando el sistema Glucometer Elite (Bayer, Alemania).
La diabetes se indujo en ratones NOD/SCID a través de inyeccién
intravenosa de 180 mg/kg de estreptozotocina (Sigma, St. Luis, MO).
Se hace un diagndstico de diabetes después de dos mediciones de

glucosa consecutivas mas altas que 250 mg/dl.

Preparaciones y trasplante de Isleta

La pancreata se obtiene de donadores multiérgano cadavéricos
desafiando el calor. Las isletas se aislaron de acuerdo con el método
descri!o en Bertuzzi y otros., Diabetes, 1998, 48:1971-8. Las isletas
purificadas se cultivaron en matraces estériles conteniendo 25 ml de
medio M199 (Seromed Biochrom, Berlin, Alemania) suplementado con
10% de FCS, 1% de L-glutamina, 100 unidades/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina (medio completo). Las isletas se
incubaron a 30° en 5% CO; y aire humidificado al 85%. Los ratones

se anestesiaron con una inyeccidn intraperitoneal de avertina y

oJ
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allcuotas de 1500 IE de isletas humanas se trasplantaron bajo la
cdpsula del rifibn de los ratones NOD/SCID diabéticos receptores
como se describe en Davalli A. M. y otros., Diabetes, 1996, 45: 1161-
7. Después del! trasplante, se inyectaron 50 x 10° de PBMC

nuevamente aislado intraperitonealmente a los ratones NOD/SCID.

Tratamiento de ratones trasplantados

Los ratones Hu-PBL-NOD/SCID trasplantados se trataron a.c.
en el dia 0, +3 y +5 con 1 mg/kg de un anticuerpo quimérico de
enlace CD45RB/RO. Los ratones de control se trataron ya sea con

solucién salina o con mADb purificado de IgG (Vinci. Biochem, Italia).

Anélisis Histolégico

Los polos del rifién conteniendo injerto de isleta humana se
congelados en Tejido Tek (Miles Lab., IN) y se almacenaron a -70°.
Se tifieron secciones congeladas de 5 um de grosor con mAb
biotefiildo contra insulina humana o CD3 humano seguido por
conjugado de peroxidasa de estreptavidina. Se utilizé
diaminonbencidina (DAKO, Carpenteria, CA) como cromégeno Yy
hematoziliina como contra colorante. La infiltracion de linfocito de
los injertos se evalué en las secciones congeladas tefiidas con

hematoxilina y eosina.

Resultados

Los ratones NOD/SCID normales trasplantados con isletas
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humanas permanecieron normoglicémicos hasta los 100 dias después
del trasplante, mientras que el tiempo de rechazo medio de los
ratones hu-PBL-NOD/SCID trasplantados con isletas humanas es de
3513 dlas. El tratamiento corto de ratones hu-PBL-NOD/SCID
trasplantados con isletas humanas con un mAb de la presente
invencion significativamente prolonga la supervivencia de las isletas
humanas con una tasa de supervivencia de >70% en el dia 60 y 50%
en el dila 100 después del trasplante.

El andlisis histolégico de injertos de isleta humana llevado a
cabo en el dia 100 después del trasplante en ratones hu-PBL-
NOD/SCID muestra una infiltracion masiva de células T positivas
CD3+, CD4+ y CD8+ en el ratén receptor de control. En contraste, en
los ratones receptores tratados con un anticuerpo quimérico de
enlace CD45RB/RO se observdé una infiltraciéon méas baja de células
humanas. La tincidn positiva para insulina demuestra que la funcién
del injerto en los ratones receptores hu-PBL-NOD/SCID tratados con
el anticuerpo quimérico de enlace CD4A5RB/RO comparado con los
ratones receptores de control. En ratones hu-PBL- NOD/SCID
tratados con un anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO y con
trasplante de isleta se detectaron cantidades mas bajas de IFN-y
humano en el suero comparado con los ratonee receptores de
control.

Estos datos indican que el tratamiento a corto plazo con un
anticuerpo quimérico de enlace CD45RB/RO conduce a una

supervivencia de aloinjerto de isleta humano prolongada a través de

o
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la prevencién de infiltracion de injerto e inhibiendo la reaccién de

rechazo al injerto mediada por leucocito in vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de enlace que comprende por lo menos un
sitio de enlace de antigeno, que comprende en secuencia las
regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDR1 tiene la
secuencia de aminoacido Asn-Tyr-lle-lle-His (NYIIH), dicha CDR2
tiene la secuencia de aminoacido Tyr-Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-
Thr-Lys-Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly (YFNPYNHGTKYNEKFKG) vy
dicha CDR3 tiene la secuencia de aminoacido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-
Trp-Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDT).

2. Una molécula de enlace de acuerdo con la reivindicacién 1,
que comprende:

a) un primer dominio que comprende en secuencia las regiones
hipervariables CDOR1, CDR2 y CDR3, dicha CDR1 tiene |la secuencia
de aminodacido Asn-Tyr-lle-lle-His (NYIIH), dicha CDR2 tiene Ia
secuencia de aminodcido Tyr-Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-
Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly (YFNPYNHGTKYNEKFKG) y dicha
CDR3 tiene la secuencia de aminodcido Ser-Gly-Pro-Tyr-Ala-Trp-
Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDT); y

b) un segundo dominio que comprende en secuencia las
regiones hipervariables CDR1', CDR2' y CDR3', CDR1' tiene la
secuencia de aminoacido Arg-Ala-Ser-Gin-Asn-lle-Gly-Thr-Ser-lle-Gin
({RASQNIGTSIQ), CDR2' tiene la secuencia de aminodcido Ser-Ser-
Ser-Glu-Ser-lle-Ser (SSSESIS) y CDR3' tiene la secuencia de
aminodcido Gin-Gin-Ser-Asn-Thr-Trp-Pro-Phe-Thr (QQSNTWPFT).
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3. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2, que es una molécula quimérica o humanizada
de enlace.

4. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde |la molécula quimérica o humanizada
de enlace es un anticuerpo monoclonal quimérico o humanizado.

5. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende no més de un sitio de
glicosilacién.

6. Una molécula de enlace de acuerdo con la reivindicacién §,
en donde el sitio de glicosilacién es un sitio de N-glicosilacién.

7. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde ninglin sitio de glicosilacién esta
presente en la regidn variable.

8. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, que comprende un polipéptido de SEC ID NO:
1 y/o un polipéptido de SEC ID NO: 2.

9. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, que comprends un polipéptido de SEC ID NO:
3 y/o un polipéptido de SEC ID NO: 4,

10. Una molécula de enlace de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 8 0 8 que es un anticuerpo monoclonal quimérico.

11. Una molécula de enlace que es un anticuerpo humanizado
que comprende un polipéptido de SEC ID NO: 9 0 de SEC ID NO: 10
y/o un polipéptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8.
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12. Una molécula de enlace que @8 un anticuerpo humanizado
que comprende un polipéptido de SEC ID NO: 31 o de SEC ID NO:
32 y/o un polipéptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID NO: 8.

13. Una moiécula de enlace que es un anticuerpo humanizado
que comprende:

- un polipéptido de SEC ID NO: 8 y un polipéptido de SEC ID
NO: 7,

- un polipéptido de SEC ID NO: 9 y un polipéptido de SEC ID
NO: 8,

- un polipéptido de SEC ID NO: 10 y un polipéptido de SEC ID
NO: 7,

- un polipéptido de SEC ID NO: 10 y un polipéptido de SEC ID
NO: 8,

- un pollpéptido de SEC ID NO: 31 y un polipéptido de SEC ID
NO: 7,

- un polipéptido de SEC ID NO: 31 y un polipéptido de SEC ID
NO: 8,

- un polipéptido de SEC ID NO: 32 y un polipéptido de SEC ID
NO: 7, 0

- un polipéptido de SEC ID NO: 32 y un polipéptido de SEC ID
NO: 8.

14. Los polinuclebétidos aislados que comprenden
polinucledtidos que codifican una molécula de enlace de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. Los polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 14,
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que codifica la secuencia de aminodcido de CDR1, CDR2 y CDR3 de
acuerdo con la reivindicacién 2 y/o polinucleétidos que codifican la
secuencia de aminodcido de CDR1', CDR2' y CDR3' de acuerdo con
la relvindicaciéﬁ 2.

16. Los polinucledtidos que codifican |a secuencia de
aminodcido de CDR1', CDR2' y CDR3', de acuerdo con dicha CDR1{’
tienen la secuencia de aminodcido Arg-Ala-Ser-Gin-Asn-lle-Gly-Thr-
Ser-lle-GIin (RASQNIGTSIQ), CDR2' tiene la secuencia de aminoacido
Ser-Ser-Ser-Glu-Ser-lle-Ser (SSSESIS) y CDR3' tiene la secuencia
de aminodcido GIn-GIn-Ser-Asn-Thr-Trp-Pro-Phe-Thr (QQSNTWPFT).

17. Los polinucleétidos que comprenden un polinucledtido de
SEC ID NO: 5 y/o un polinucleétido de SEC ID NO: 8.

18. Los polinucledtidos que comprenden polinucledtidos que
codifican un polipéptido de SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8 y/o un
polipéptido de SEC ID NO: 9 o SEC ID NO: 10.

19. Los polinuclieétidos que comprenden un polinucleétido de
SEC ID NO: 11 o de SEC ID NO: 12 y/o un polinucleétido de SEC ID
NO: 13 o SEC ID NO: 14.

20. Los polinucleétidos que comprenden polinucleétidos que
codifican un polipéptido de SEC ID NO: 7 o SEC ID NO: 8 y/o un
polipéptido de SEC ID NO: 31 o SEC ID NO: 32,

21. Los polinucleétidos que comprenden un polinucleétido de
SEC ID NO: 34 o0 de SEC ID NO: 35 y/o un polinucleétido de SEC ID
NO: 33; SEC ID NO: 14 0 SEC ID NO: 13,

22. Un vector de expresién que comprende polinucleétidos de
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acuerdo con cualquiera de ias reivindicaciones 14 a 21.

23. Un sistema de expresién que comprende un polinucle6tido
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 21, en donde
dicho sistema de expresién o parte del mismo es capaz de producir
un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, cuando
dicho sistema de expresién o parte del mismo estd presente en una
célula huésped compatible.

24. Un sistema de expresién que comprende un polinucledtido
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 21, en donde
dicho sistema de expresién o parte del mismo es capaz de producir
una molécula de enlace que comprende por [0 menos un sitio de
enlace de antigeno, que comprende en secuencia [as regiones
hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3, dicha CDR1 tiene |la secuencia
de aminoacido Asn-Tyr-lle-ile-His (NYIIH), dicha CDR2 tiene la
secuencia de aminoacido Tyr-Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-
Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly (YFNPYNHGTKYNEKFKG) vy dicha
CDR3 tiene la secuencia de aminodcido S-er-GIy-Pro-Tyr-AIa-Trp-
Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDT), cuando dicho sistema de expresién o
parte del mismo esta presente en una célula huésped compatible.

25. Una célula huésped aislada que comprends un sistema de
expresion de acuerdo con la reivindicacién 23 o 24.

26. El uso de una molécula de enlace o de un anticuerpo
humanizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13
como un farmacéutico.

27. El uso de acuerdo con la reivindicacidon 28 en el tratamiento

i
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y/o profilaxis de enfermedades autoinmunes, rechazo al trasplante,
psoriasis, dermatitis, enfermedad del intestino inflamatoria y/o
alergias.

28. El uso de acuerdo con la reivindicacién 27 en el tratamiento
y/o profilaxis de la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD).

29. El uso de una molécula de enlace o de un anticuerpo
humanizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13
en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de rechazo
al trasplante de célula de isleta pancreéatica.

30. El uso de acuerdo con cualquiera de ias reivindicaciones 26
a 29, en donde la molécula de enlace o un anticuerpo humanizado
comprende un polipéptido de SEC ID NO: 31 o de SEC ID NO: 32 y/o
un polipéptido de SEC ID NO: 7 o0 de SEC ID NO: 8.

31. Una composiciéon farmacéutica que comprende una molécula
o un anticuerpo humanizado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13 en asociacién con por lo menos un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

32. Un método para el tratamiento y/o profilaxis de
enfermedades asociadas con enfermedades autoinmunes, rechazo al
trasplante, psoriasis, dermatitis, enfermedad del intestino
inflamatoria y/o alérgias. que comprende administrar a un sujeto en
la necesidad de dicho tratamiento y/o profilaxis una cantidad efectiva
de una molécula o un anticuerpo humanizado de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

33. Un método para el tratamiento y/o profilaxis de psoriasis
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que comprende administrar a un sujeto en la necesidad de dicho
tratamiento y/o profilaxis una cantidad efectiva de una molécula de
enlace o un anticuerpo humanizado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13.

34. Un método para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedad
de injerto contra huésped (GVHD) que comprende administrar a un
sujeto en la necesidad de dicho tratamiento y/o profilaxis una
cantidad efectiva de una molécula o un anticuerpo humanizado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

35. Un método para el tratamiento y/o profilaxis de una
enfermedad asociada con rechazo al trasplante de célula de isleta
pancredtica que comprende administrar a un sujeto en la necesidad
de dicho tratamiento y/o profilaxis una céntidad efectiva de una
molécula de enlace o un anticuerpo humanizado de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

36. ElI método de acuerdo con cualquiera de Ilas
reivindicaciones 32 a 35, en donde la molécula de enlace o el
anticuerpo humanizado comprende un polipéptido de SEC ID NO: 31
o de SEC ID NO: 32 y/o un polipaptido de SEC ID NO: 7 o de SEC ID
NO: 8.

37. El uso de una molécula de enlace que tiene una
especificidad de enlace para ambos CD45R0O y CD45RB en medicina.

38. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37, en donde Ia
molécula de enlace es un anticuerpo monoclonal quimérico,

humanizado o completamente humano.
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39. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37 o 38, en donde
la molécula de eniace se enlaza a una isoforma CD45RO con una
constante de disociacién (Kd) de <15nM.

40. El uso de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones 37
a 38, en donde la molécula de enlace se enlaza a una isoforma
CD45RB con una constante de disociacién (Kd) <15nM.

41. El uso de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones 37
a 40, en donde la molécula de enlace se enlaza a las isoformas CD45
las cuales

- incluyen los epitopos A y B, pero no el eplitopo C de la
molécula CD45; y/o

- incluye el epitopo B, pero no el A y no el epltopo C de Ia
molécula CD45; y/o

- no incluye ninguno de los epitopos A, B o C de la molécula
CD45.

42. El uso de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones 37
a 41, en donde la molécula de enlace no s8 enlaza con las isoformas
CD45 las cuales

- incluyen todos los epitopos A, B, y C de la molécula CD45;
y/o

- incluye ambos epitopos B y C, pero no el epltopo A de la
molécula CD45.

43. El uso de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones 37
a 42, en donde la molécula de enlace se enlaza a su epitopo objetivo

en células PEER, y en donde dicho enlace es con un Kd<15nM.
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== (71) Applicant m(n designated Siases excepi AT, US): NO- Zw.
= VARTIS AG ([CHACH]; Lichistrasse 35, CH-4056 Base]
E (CH). {84) Deslgnaled States (unless otherwise indicated, for every
= kind of regiomal protection avallable): ARIPO (BW, GH,
== (71) Applicant (for AT only): NOVARTIS PHARMA GMBH GM. KL, LS, MW, MZ, NA, 5D, 5L, 5Z, TZ, UG, ZM,
==  [AT/AT) m‘ﬂm ;”m 59, A-1230 Vierma (AT). ZW), Bozasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TMD),
—— Earopean (AT, BE, BG, CH, CY,CZ, DE, DK, ER, ES, Fl,
E (12) Taventors; and FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, SI,
—— SK, TR), OAPI (BF, B, CF, CG, C1, CM, GA, GN,
== (75) k : ‘Applicants (for US only): KOLBINGER, GWMI)MRN('B.SIBILWM). CM, GA, GQ.
= Frank {] )} Thuner Ring 4, 79395 Neuevburg T Y
—— (DEL CA HERRERA, Josi, M. [ES/AT];
=  Bembad 673, A-1380 Peschioldsdorf (AT). FPublished: )
== Viedna (AT). SALDANHA, José, W. {GB/GB); 21 fille- upaw receipt of that report
= Avenuc, Enfield London EN1 3BD (GB). HALL,
= Bruce, M. [AL/AL)]); 14 Street, Sirathfield, NSW  For wo-lener codes and other abbreviations. refer 1o the “Guid-
— 2135 (AU). GREGORYI, [ITAT]; Via Romagna, 19,  ance Notes on Codes and Abbreviations® appedring ai the begin-
= [-30090 Buccinasco (TT). RONCAROLO, Maris, Grexin  ning of sach regular ixsue of the PCT Gazente.
——
o
<
{—]
e
%I {54) Title: THERAPEUTIC BINDING MOLECULES
o
9-. (57) Abstract: A molecule comprising a1 Jeast one antigen binding site, comprising in sequence the hypervarisble regions CDR1,

) CDR2 and CDR3, said CDR1 having the amino acid sequence Asn-Tyr-lle-Ile-His (NYIIH), szid CDR2 having the amino acid se-
€= quence Tyr-Phe-Asn-ProTyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-Tyr-Asn-Glu-Lys-Phe -Lys-Gly ( YFNPYNHGYKYNEKFKG) and ssid CDR3
&> having the amino acid sequence Sexr-Gly-Pro-Tyr-Ala-Tip-Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDTY; e.g. further comprising in sequence the
©3 hypervariable regions CDR1’, CDR2" and CDR3', CDR ' having the amino acid sequence Arg-Als-Ser-Gln-Asn-lle-Gly-ThuSer-
o Ne-Gin (RASQNIGTSIQ), CDR2" having the amino acid sequence Sex-Ser-Ser-Glu-Safle-Ser (SSSESIS) and CDR3 having the

smino acid seqoence Gin-Gln-Ser-Asn-Thr-Trp Pro-Phe-Thr (QQSNTWPFT), ¢.2. a chimeric or humanised antibody, useful #s a

pharmaceutical.
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(PCT Articie 18 and Fules 43 and 44)

Applicant's ar agent’s fiie relerence FOR FURTHER sse Form PCTASA220
PD/4-33370A/NFI ACTION ““"m""f‘ms"“"'
vemationat appiication Na. amational fAling date (dayimonthAmar) {Earfast) Priocity Dala {daty/montiyyasr)
PCT/EP2004 /010471 17/09/2004 18/09/2003
Appicant

NOVARTIS AG

mmmmmmmwmmsﬂmmmumbm applicant
according 1o Article 18. A copy is baing transmiited o the international Bureau

This Intemational Saarch Report consists of a otal of [ sheals,
[X]  ttis eieo accompanied by & copy of sach prior et documant chied in this repart.

1. Basls of the report

a. ‘With egard to the language, the inlamational saarch was carriad out on the baais of the Inlemafional application in the
fanguage In which it was fled, uniass otherwiee indicaiod under this kem.

{] e nwmatonal search was canted out on ihe basie of a ranetaion of the Inemational appiication fumished
this Authortly (Rule 23.1{b))-
b. [X] wahregard b any nucisotide sndior amine acki sequance diaciosed In the intemational appficalion, 506 Bax No. 1.

2 [[] Cortaincisims were found unssarchable (See Box Ii). -
2 [] unhyofinvaniion ls lacking {see Box I).

4. Wit regard 1o the Wite,
[X] e mxtis approved as submitied by the appicant.
[T] e exthas been sstbished by this Authorlty 1o read as folows:

5. With regand ©» the abstract,
[X] the mutie approved as submited by the sppiicant

] e wxthas been establiehed, according to Fufe 38.2(b), by this Authority 8 it appears in Box No. IV. The applicent
may, within one monkh from the date of maling of this inemational seasch rport, submit commants o this Authortly.

6. Wih regard 1o the drawings,
& e fgure of e drewings %0 be pubiished with the absiract is Figure No.
[] assugoeesd by te appicant
[]  esseiscid by this Authortty, bacause the apphicant falled 10 suggest a Sigure.
[[] s seictad by this Authory, because s igure betiar characterizes the knvention.
b. [X] noneof tha figuwes is 1 be putlished with the ahatract.

Farm PCTASA/210 (first shast) {Jamuary 2004)




A
imeemational application No. %

NTERNATIONAL SEAHCH HEPOHT PCI‘/EPZOO‘/OIQ":[ %

Box No.l  Nucisotide and/or amino acid ssquance(s) (Continuation of ltam 1.b of the first shest)

1.  With regand 10 any nucieotide and/or amind acid sacuence disciossd in the inlemational appication and necessary 10 the cisimed
inveniion, the inlemational ssarch was castied out on the basls ok

a.  ftype of material
[x] asequence seang
[[]  sabies) retaind 0 e soquence tetng

b. format of makrial
E In writien format
m in compuiar readabis form

c.  lime of BEingfumishing
D coniained in the inlemational application as filed
E fled togather with the International application In computar readable form
[X] wmished mbesquenty © tis Aumartty for the purposs of search
2. D In addiiion, In the case that more than one version or copy of a sequance listing and/or table relating thareio has been led

or fumished, the required stafaments that the information in the subsecuent or additional coples Is identical to that in the
applicetion as fMled or does not go beyond the appiicalion 23 Sled, as appropriaie, were Aarnished.

3.  Addhional commenis:

Farm PCTAAGA/210 (continuation of first sheet (1)) (Jamary 2004)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international Appliontian Mo
PCT/EP2004/010471 q{M
A. CLASSIACATION OF MATTE
1pC7  COK16/28  ClZM15/13  CI2NIS/62  CI2NIS/79  C12N5/10
A61K39/395  A61P37/00

According 1o indemational Palenl Casslification (IPC) or o both nellonal classlicalion and PC

Mfinkrern
IPC 7 CO7K

dociSnanialion ssirched (Chitiication sysiam followed by classificalion Snbots)

Doosnentslion sesrchad othor than minimem docuyneniation 1o the avionl et such documanis are incladed in the fialkds searched

EPO-Internal,

Elecironic data bans canpullod during the intamnational sgarch {(nema of dota bese and, whom praciicl, sasrch terms used)
BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ, Sequence Search

€. DOCUMENTS CONSIDERED 10 BE RELEVANT

CELLULAR IMMUNOLOGY,
vol. 158, no. 2,

314-328, XP002228858
the whole document

(A6) recognizing a unique epitope
restricted to CDASRO and —RB 1soforms of
the leukocyte common antigen famiily
identifies functional T cell subsets.”

15 October 1994 (1994-10-15), pages

Catogory ® | Chation of documont, with indicafion, wicre approgriste, of the relsvani pessages Ralovant to claim No.
X WO 02/072832 A (NOVARTIS AG) 1-4,
19 September 2002 (2002-09-19) 8-28,
30-34,
36-43
the whole document
Y 5-7,29,
a5
X 6. AVERSA ET AL.: "A monoclonal antibody 37

-]

m Further documanis ave fsled in the condinuation of bax C.

D Patent tamily marbers are Bsted & ennex.

* Spucial categories of cied documents :

IAI
mﬂrmﬂdn &1t which is nol
F -I;‘d_n-lmmanuﬂrm inlernutional

"L" document which may throw doubls on chalmis) or
which is cliad 10 establish the cate of another
clialion or oftwir spochel reascn (B8 apeckind

‘0" docwnant mferring 10 an oral disciomure, tee, axiibiion or

T inder document publishad afier he nfermasionsl ﬂn
wmuﬂ-ﬂuhﬂlﬁ-ﬁh
Mbm peincipls or Teovy -m-

= mummnm Invention

be conalkipred novel or cannol be conslderad o
m-m-mq-n-n-mn sk plone

¥ docanan of paricyler sslevance: the claimed imaniion
cannot be considerad o lnvolve an sveniie slep whes the
document is combined with one or mowe gty soch doce—

othar mesne l-:mmmmhl povacn shilled
+ mﬁ“ﬁ"&'&'ﬂ“ Wiy et *A" documont memnber of The same padend family
Date of the actusl completion of the Ilemational sanrch Ouis of maling of the Intemational saach reposd
11 Nay 2005 19/05/2005
Mama and maling address of the ISA Authorired offiosr
Palont Office, P.B. 5818 Patentivan 2
Ta (oToT00 S0 a0, Tx. 31651 apor,
Faex (+31-T0) 340-3014 wo Nooi], F

Fam FCTASWVE YD fmaond sheat) ey 2004)

page 1 of 2
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International Appiication Mo a,
PCT/EP2004/010471 'Lq)oi'

C.{Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Catogory * | Clation of documant. with indication, whane approprista, of the relovant passages Relsvant ko claim No.
X 6. AVERSA ET AL.: "Use of monoclonal 37
antibodies to study in vivo and in vitro
activated 1ymphocytes."
TRANSPLANTATION PROCEEDINGS,
vol. 21, no. 1(1),
February 1989 (1989-02), pages 349-350,
XP008017039
MEW YORK, NY, USA
the whole document
X S. GREGORI ET AL.: "Anti1-CD45RO/RB mAb a 37
new tool for tolerance induction.®
THE FASEB JOURNAL,
vol. 17, no. 7,
14 April 2003 (2003-04-14), page C63,
XP008046594
BETHESDA, MD, USA
abstract 37.23
Y D. DUNN-WALTERS ET AL.: “Effect of 5,6
somatic hypermutation on potential
N—-glycosylation sites in human
immunoglobulin heavy chain variable
regions.”
MOLECULAR IMMUNOLOGY,
vol. 37, February 2000 (2000-02), pages
107-113, XP002258153
the whole document
Y P. FRIEND ET AL.: "Phase I study of an 7
engineered aglycosylated humanized CD3
antibody 1n renal transplant rejection.”
TRANSPLANTATION,
vol. 68, no. 11,
15 December 1999 (1999-12-15), pages
1632-1637, XP009011271
abstract
Y WO 98/11918 A (RESEARCH CORPORATION 29.35
TECHNOLOGIES INC.)
26 March 1998 (1998-03-26)
claims
examples 2,13
page 6, 1ine 14 - 1ine 17
A F. KOLBINGER ET AL.: "Humanization of a 3.4
mouse anti-human IgE antibeody: a potential
therapeutic for Igk-wediated allergles.”
PROTEIN ENGINEERING,
vol. 6, no. 8, November 1993 (1993-11),
pages 971-980, XP000983997
OXFORD, GB
abstract
material and methods

Fasm FCTABA/Z10 {oonlinusiien of second shest) {lencery 2004)

page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Imemational application No.
PCT/EP2004/010471 /Lq)\

Box B Obwervetions where certain clains were found uneearchable (Continustion of lem 2 of first shee)

This Intemational Seanch Report has not been sstablished In reapect of certain claims undor Anicle 17({2){a) for the Jollowing reasons:

L] et o 25028, 30, 3203, S0L BACKAZLIND, caren
Although claims 26-28 (completely), 30 (partially), 32-43 (completely) are

directed to a method of treatment of the human/animal body, the search has
been carried out and based on the alleged effects of the compound/composit

2.[:]aumsnn;
because they relate to parts of the intamalional Appiication thal do not comply with the prescribed requiraments o such
an axent that no meaninghu Insmational Search can be cared out, apeciically:

3. [ ] craimsmos:
because ihey are depandant cisims and sre not drafied in accordance wih the sscond and thind semences of Rule 8.4(a).

fon.

Box B Observations whare unity of invention Is lecking (Confinuation of Item 3 of firet sheet)

This inlemnational Searching Authority found multigle inventions in #is intemasional application, as folows:

1. D As af required addiional search faes wers Simely paid by the applicant, thia intemational Search Report covera ol
searchabie claims.

2.[:]Jualﬂnmmumummamuhauuﬂudwﬂnucmn;unﬂm-nnuﬁnlhglmAmhmwdumuhm-nqm-u
of any additionsd fee.

a D As only some of the required acditional search foes were imely paid by the appiicant, his inlamational Ssarch Report
covers only those ciaims for which feas were paid, apecifically ciaima Nos.:

t|[]!tn.phﬂ.tﬂmlaummtns-mnUMypiqunqmnntcauupummmhhwmntmuSHMmqunl
reeirictad 10 the inveniion first mentioned In the claims; k s covered by claims Nosa.:

Resaark on Projost D The addiionsd seerch f8es were accompanied by the appiicant’s proset.
E] No prolest accompenisd the payment of adkitional search fees.

Form PCTASA/210 (continuation of fret sheet (2)) (January 2004)
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informstion on patent family membaers

=

international Appication No
PcT/EP2008/010471 77V

Patent document Publication Pama tamily Publicalion

clted in search repart date membaer(s) dale

W0 02072832 A 19-09-2002 B8R 0207151 A 05-10-2004
CA 2437963 Al 19-09-2002
CN 1551919 A 01-12-2004
CZ 20032129 A3 12-11-2003
W0 02072832 A2 19-09-2002
EP 1421191 A2 26-05-2004
HU 0401560 A2 29-11-2004
JP 2004533816 T 11-11-2004
MX PA03007197 A 04-12-2003
NO 20033549 A 10-10-2003
SK 10082003 A3 02-03-2004
Us 2004096901 Al 20-05-2004
ZA 200305911 A 28-06-2004

WO 9811918 A 26-03-1998 US 6106834 A 22-08-2000
CA 2266684 Al 26-03-1998
EP 0939652 Al 08-09-1999
JP 2001501607 T 06-02-2001
Wo 9811918 Al 26—03-1998
US 2002168362 Al 14-11-2002
us 6379668 Bl 30-04-2002

Foun PCTABAZY (patant family srwen) { sy 2004)
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From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
880 form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
{daypinonthimar) seeform PCTASAZI0 (second sheet)
Applicant's or agenf's fil reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA/220 See paragraph 2 below
\rtemational application No. emational filng daie (dmwnonthiear) Priceity dale fdapinontivyear)
PCTEP2004010471 17.09.2004 18.09.2003

international Palent Classlification ({PC) or both national cimssificaion and IPC
CO7K1628, C12N15/13, C12N1562, C12N1579, C12N5M0, A81K39395, A81P3700

Applicant
NOVARTIS AG

This opinion contains indications relating 1o the following ems:

Kl BoxNo.!  Basis of the opinion

O BoxNo.il  Priory

E BoxNo.ll Non-estabishment of opinion with regard in navelty, inventive step and Industrial appiicabliity
O BoxNo.IV  Lack of unlty of invention

B Box No.V wmmmmua)mmmmmny inventive atep or industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such steimment

O BoxNo.Vi  Certain documents clted
O BoxNo.VHl Certaln defects in the intemational appliication
& Box No. Vill Cartaln observations on the international application

¥ a damand for intemational preliminary examination ks made, this opinion will usually be considered to be a
wriiten opinion of the international Preliminary Euml'lthulhorily('lPEA') However, this does not apply whera
the applicant choosas an Authority cther than this one 1o be the IPEA and the chosen IPEA has natifed the
intemational Bureau under Rule 68.1bis(b) that written opinions of this intemational Searching Authorlty

will not be 5o considerad.

i this epinion s, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submil 1o the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of mafing of Form PCTASAZ220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expiras laber.

For further options, see Form PCTASAZ20,

For further detalls, see nobtes to Form PCTASAZ220.

Name and maling address of the I1SA: Authorized Oficer /'
European Patent Office - P_B. 5818 Putentiaan 2 - [
’ NL-2280 HV Rfjswik - Pays Bas Nooi, F lj
——  Tel+31 70 340 - X0 Tx: 31 651 epond WS
Fax: 431 70 340 - 3018 Telaphane No. +31 70 340-3267 -

Form (PCTASAZIY) (Covar Sheet) {Jaruary 2004)
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~ WRITTEN OPINION OF THE Intemationa! application No
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004010471

Box No.| Basls of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this tem.

0 This opinion has been established on the basis of a transiation from the original language into the folowing
language , which is the language of a transiation fumished for the purposes of intemational search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andbr amino acld sequence disclosed in the intermational application and
necessary 1o the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of matorial:
& a sequence listing
[0 table(s) related to the sequence listing

(j b. format of material:

B in written format
8 in computer readabie form

c. time of flingéumishing:
& contained in the intemational application as fied.
& fied together with the intemational application in computer readable form.
O fumished subsequently to this Authorily for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filad or furmished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as fied or doee not go beyond the application as filed, as

appropriate, were fumished.
() 4. Additional comments:

Form PCTISA/ 237 (Jenusry 2004)



b

7

WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004010471

Box No.H Non-establishment of opinion with regard io novelty, inventive step and industrial
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears 1o be novel, to involve an inventive step (10 be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

0
[

the entire international apphication,
claims Nos. 26-28 (completely), 30 (partialty), 3243 (completely)

because:

the said international application, or the said claims Nog. 26-28 (compietely), 30 (partially), 32-43
(completely), for reasons of industriai applicabiity relate to the following subject matter which does not
require an ntemational prefiminary examination {specify).

see separate shest
the description, claims or drawings (indicale particuler elements below) or said claims Nos. are so
unciear that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningiul opinion
could be formed.

mmnmmmnmbmmmmmmmﬁmmmmmm.sua
partially)

the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readable fom [ has not been fumished

1 does not comply with the standard

the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See sepanato sheet for further details

Form PCTISA/Z37 (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

iematons ppcaion mfj‘a

PCTEP2004010471

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)l) with regard to novelty, inventive step or
supporting such statement

industrial applicabliity; ciiations and explanations

1. Statement
Novelty (N}

Invertive step (IS)

industrial applicability (1A)

() 2. Cations and explanations

s

see separate sheet

Yeos:

Yeos:

Yes:

Claims

¥

Claims

18

5-7,29,35
14, 8-28, 30-24, 36-43

1-43

1-25, 29-31

Box No. ViiI Certain observations on the intemnational applcation

The following observations on the clarily 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 PCTISA/ 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010471
Be ltem il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

Present claims 26-28 (completely), 30 {partially) and 32-43 (completely) relate to subject-
matter considered by this Authority to be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT.
Consequently, no opinion will be formulated with respect to the industrial applicability of
the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Present claims 37-43 relate to a compound defined by reference to a desirable
characteristic or property, namely that the compound has binding properties. The claims
cover all compounds having this characteristic or property, whereas the application
provides support within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure within the meaning
of Article 5 PCT for only a very limited number of such compounds. in the present cass,
the claims so lack support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful
search over the whole of the claimed scope is impossible. Independent of the above
reasoning, the claims also lack clarity (Article 6 PCT). An attempt is made to define the
compound by reference to a result to be achieved. Again, this lack of clarity in the present
case is such as to render a meaningful search over the whole of the claimed scope
impossible. Consequently, the search has been carried out for those parts of the claims
which appear to be clear, supported and disclosed, namely those parts relating to
antibodies having a binding specificity for both CD45RO and CD45RB, as described in the
examples of underlying application.

Be tem V
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporiing such statement

Reference is made to the following documents:
D1: WO 02/072832 A (NOVARTIS AG) 19 September 2002 (2002-09-19)

D2. D.DUNN-WALTERS ET AL _: "Effect of somatic hypermutation on potential N-
glycosylation sites in human immunoglobulin heavy chain variable regions.”

Form PCTASA/237 {Separais Sheef) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010471

1.1

1.2

2.1

22

MOLECULAR IMMUNOLOGY, vol. 37, February 2000 {(2000-02), pages 107-113,
XP002258153

P. FRIEND ET AL.: "Phase | study of an engineered aglycosylated humanized CD3
antibody in renal transplant rejection.” TRANSPLANTATION, vol. 68, no. 11, 15
December 1999 (1999-12-15), pages 1632-1637, XP00901 1271

WO 98/11918 A (RESEARCH CORPORATION TECHNOLOGIES INC.) 26 March
1998 (1998-03-26)

NOVELTY (Article 33(2) PCT)

D1 discloses monoclonal antibodies (mAbs) which are specific for an epitope on both
CD45RB and CD45RO. It also discloses chimeric and humanized versions, V-, V,-
and CDR-sequences identical or highly homologous to the claimed sequences,
dissociation constants and therapeutic uses against e.g. autoimmune diseases and
graft rejections. This document is pariially identical to the underlying application.

The present application does not satisfy the criterion set forth in Article 33(2) PCT,
because the subject matter of present claims 1-4, 8-28, 30-34 and 36-43 is not new
in respect of the above-cited prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3)
PCT).

INVENTIVE STEP (Asticle 33(3) PCT)

Present dependent claims 5-7 do not appear to contain any additional features which,
in combination with the features to which they refer, involve an inventive step for the
following reason:

N-glycosylation sites in antibodies are known in the art (see D2). Also aglycosylated
antibodies are known in the art (see D3).

The document DM is regarded as being the most relevant prior art to the subject-
maiter of present claims 29 and 35 and discloses a method for treating or preventing
a.o. cell transplant rejection by an antibody that binds to CD45RB, an antibody that

Forn PCTABA237 (Separaie Sheef) (Sheet 2) (EPO-lanuary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/010471

binds to CD45RO0, or a mixture thereof {see claim 1). Said antibody may be chimeric
(see example 2), and the transplanted cells may be pancreatic Isle cells (see
example 13).

The subject-matter of claims 28 and 35 therefore differs from this known D4 in that
these claims refer to the prophylactic and/or therapeutic use of the single binding
molecule of claims 1-13, which is specific for a common epitope on CD45RB and
CD45RO, against (diseases associated with) pancreatic islet cell transplant rejection.

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
O providing the use of altemative CD45RB- and CD45RO-binding molecules for
treatment and/or prevention of (diseases associated with) pancreatic islet cell

transplant rejection.

The solution to this problem is provided by the present application, but cannot be
considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following
reasons:

D1 discloses a (single) binding molecule, more specifically a (humanized) mAb,
specific for an epitope on both CD45RB and CD45R0, and its use for preventing
and/or treating transplant rejection. It wouid therefore be obvious to the skilled person
fo use the antibody specific for the common epitope on CD45RB and CD45RO for
treating and/or preventing pancreatic isle transplant rejection.

2.3 In summary, the present application does not satisfy the criterion set forth in Article
33(3) PCT and the subject matter of present claims 5-7, 29 and 35 does not invoive
an inventive step (Rule 65(1)(2) PCT).

3. INDUSTRIAL APPLICABILITY (Article 33(4) PCT)
3.1 Forthe assessment of the prasent claims 26-28 (completely), 30 (partially) and 32-43
(completely) on the question whether they are industrially applicable, no unified

criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can also be dependent
upon the formulation of the claims. The EPQ, for example, does not recognize as
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industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound for first use
in medical treatment and the use of such a compound for the manufacture of a
medicament for a new medical treatment.

Be ltem VIl
Certain observations on the international application

(’) It is clear from the description on page 4, lines 14-16, and page 6, lines 7-8, that the

following feature is essential to the definition of the invention: The binding moiecule of the
invention binds to both CD45RB and CD45RO0.

Since independent claims 1, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 29,
31, 32, 33, 34 and 35 does not contain this feature, it does not meet the requirement
following from Article 6 PCT taken in combination with Rule 6.3(b) PCT that any
independent claim must contain all the technical features essential to the definition of the
invention.
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