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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describen proteinas heteroquiméricas o derivados inmunogéni

cos de las mismas que comprenden fragmentos inmunogénicos de

glicoproteinas de fusidn y de unidn de RSV,P1V1, P1V2, P1V3,

MV y| MuV. Téles?proteinas heteroquiméricas: pueden espresarse,

en particular, en cé&lulas CHO y pueden usarse en composiciones

de vacuna para tratar trastornos respiratorios tales como los

producidos por antigenos virales de paramixovirus.
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PROTEINAS HETEROQUIMERICAS DE PARAMIXOQOVIRUS

RECOMBINANTES PARA TRASTORNOS RESPIRATORIOS Y METODOS
DE PREPARACION

La presente invencidén se refiere a glicoproteinas
heteroquiméricas de paramixovirus recombinantes y a su

expresidn en células eucariotas, particularmente en células

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

ademds a procedimientos para construir y expresar tales
proteinas heteroguiméricas, a intermedios para uso en los
mismos, a procedimientos para optimizar el uso de codones
de las secuencias de &cido nucleico que codifican tales

proteinas heterogquiméricas y al uso de las proteinas

recombinantes como vacunas para la prevencién de

enfermedades provocadas por patdégenos del grupo de los

paramixovirus.

Los virus de la parotiditis (MuV), el sarampibén (MV),

la parainfluenza de tipo I (PIV1l), de tipo II (PIV2) y de

tipo III (PIV3) y el virus sincitial respiratorio (RSV)

pertenecen a la familia de los paramixovirus. El1 MuV se

clasifica en la subclase de los rubulavirus, el MV se

clasifica en la subclase de los Morbillivirus, los virus de

la parainfluenza (PIVl1l, PIV2 y PIV3) se clasifican en la

subclase de los paramixovirus, mientras que el RSV se

asocia a la subclase de los neumovirus.

El RSV es la causa mds importante de enfermedad viral

en el tracto respiratorio inferior en bebés y nifics. La
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proteina de fusién (F) y de wunién (G), que son
glicoproteinas superficiales del virus, parecen ser de un
valor pétencial para el desarrollo de una vacuna contra el
RSV. .

La proteina de fusién F de RSV ‘contiene 574 restos
amino&cidos; los aminodcidos 1 a 21 corresponden al péptido
seflal y los péptidos 525 a 549 al dominio de anclaje a la
membrana. La molécula presenta cinco sitios potenciales
para la glicosilacién. La proteina F se sintetiza como un
precursor de 70 kDa (F,) que sufre una maduracién
proteolitica para producir la subunidad F, (48 kDa) y F, (23
kDa) unidas mediante enlaces disulfuro. La proteina F,
cuando se inyecta en animales, conduce a la produccién de
anticuerpos neutralizadores y puede inducir linfocitos
citotéxicos (CTL).

La proteina G o de unién de RSV contiene 298 restos
aminodcidos y estd muy glicosilada, ya que la mitad de su
masa molecular (90 kDa) se debe a las cadenas laterales de
oligosacdridos, principalmente en forma de azicares O-
unidos. Se ha demostrado que la proteina G, cuando se
inyecta en animales, proporciona proteccidén contra la
exposicidon a virus de subgrupos homdélogos pero no
heterbdlogos. Esta proteina es extremadamente variable y
sb6lo hay un tramo de 13 aminodcidos que se conserva en

todos los RSV.
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El PIV3 es secundario al RSV como agente importante en
las infecciones virales graves eﬂ el tracto respiratorio de
los beﬁés.,ia proteina de fusidén F de PIV3 contiene 539
restos aminoécidos;lios aminodcidos 1 a 18 corresponden al
péptido sefial y los restos 494 a 516 al dominio de anclaje
a la membrana. La molécula presenta 4 sitios potenciales
para la glicosilacidén. La proteina F se sintetiza como un
precursor de 70 kba (F,) que sufre una maduracién
proteolitica para producir las subunidades F, (de 56 kDa)
y F, (de 14 kDa) unidas é través de enlaces disulfuro. La
proteina F, cuando se inyecta en animales, conduce a la
produccién de anticuerpos neutralizadores. La proteina F
estd implicada en la fusién celular. durante la infeccién
viral y lleva una actividad hemolisina. Usada sélo para
inmunizacién, la proteina F genera una respuesta inmune que
es insufiéiente como para conferir proteccién contra una
exposicidén al virus. La proteccién completa sélo se
adquiere mediante la inmunizacién concomitante con la
proteina de unidén HN, otra glicoproteina de PIV3.

La proteina HN lleva'actividadés de hemaglutinina y
neuraminidasa. Se compone de 572 aminodcidos; su dominio de
anclaje a la membrana aparece en el extremo N-terminal de
la molécula, entre los restos aminodcidos 32 y 53. Se han
identificado cuatro sitios potenciales para la

glicosilacién. La inyeccién de la proteina HN en animales
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genera una respuesta inmune y anticuerpos neutralizadores.
Sin embargo, estos anticuerpos no protegen completamente
contra una.éxposicién al virus. La proteccidn completa se
obtiene sbélo medianﬁe la inmunizacién concomitante con la
proteina F de PIV3.

El virus PIV1l se aisld inicialmente a partir de nifios
pequefios que sufrian trastornos del tracto respiratorio
inferior. La infeccién con PIV1 provoca la mayor parte de
los casos de crup encontrados para todas las infecciones
causadas por paramixovirus. La transmisién viral de PIV1 es
por el contacto entre personas O por un aerosol, aunque el
virus no persisté en el medio durante un largo periodo de
tiempo.

A igual que PIV2 y PIV3, el virus PIV1l tiene dos
glicoproteinas superficiales, la proteina de fusién (F) y
la proteina de unidén (HN). Estas dos proteinas son las
dianas prioritarias para el desarrollo de una vacuna de
subunidades, cuyas propiedades serian asegurar la
proteccidn de los nifios desde los primeros meses de vida y
prevenir 1la reinfeccién, o al menos prevenir las
complicaciones graves restringiendo el desarrollo viral en
el tracto respiratorio superior, donde las consecuencias
serian benignas (un resfriado comin).

PIV2 también afecta a nifios muy pequefios y causa el

mismo tipo de trastornos respiratorios, esencialmente crup,
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pero "de menor gravedad. El1 virus PIV2 tiene dos
glicoproteinas superficiales (F y HN), que son dianas
potenciélesfpara el desarrollo de una vacuna de subunidad.

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

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

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

El virus de la parotiditis es un patdgeno que causa la
enfermedad infantil contagiosa que consiste en la
inflamacién de las gléandulas pardtidas. Durante el periodo
de incubacién posterior a la infeccidn, el virus se replica
en el epitelio respiratorio y después se disemina dentro de
los conductos secretores de las gléndulas pardtidas.
Posteriormente pueden infectarse otras gléndulas y se han

presentado numerosos casos de meningitis. Entre las

complicaciones relacionadas con la infeceion, la
encefalitis es una complicacién grave, con una tasa de
mortalidad de aproximadamente un 1%; también se han
presentado casos de sordera.

Se dispone de una vacuna contra la parotiditis: se
compone de un virus vivo atenuado, producido mediante el
cultivo de células embrionarias de pollo infectadas. La
vacuna conduce a la seroconversién en individuos vacunados
Yy protege contra la infeccién en més;de un 95% de personas
seronegativas. Asi pues, la vacuna reduce
significativamente la frecuencia de éomplicaciones.

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

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

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

lleva actividades de hemaglutinina y neuraminidasa que
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estadn implicadas en la unidén del virusg a las células y en

la destruccién de las membranas de las células
hospedad@ras; La proteina HN (proteina de unidén o
hemaglutinina-neuréﬁinidasa) genera anticuerpos

neutralizadores y parece ser importante para el desarrollo

de la ADCC. La proteina HN estd compuesta de 582

aminodcidos; lleva un dominio de anclaje N-terminal (restos

33 a 52) y 9 sitios potenciales para la glicosilacién.

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

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

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

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

Varios trabajadores también se han descrito pfoteinas
homoquiméricas de paramixovirus:-

El documento W08905823 (Upjohn) describe hibridos FSV
FXG y GxXF que pueden expresarse en células bacterianas, de
levadura, de mamiferos y de insectos. E1 Ejemplo 7 describe
la expresidén de una proteina RSV FxG en células CHO, aunque
no hay detalles de lo satisfactoria que es la expresién.

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

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

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

El. documento W09306218 (SmithKline Beecham
Biologicals) describe hibridos PIV3 FxHN que pueden
expresarse en células eucariotas,‘ incluyendo células
vaccinia, CHO o Vero. El Ejemplo B) 2 'describe la expresién
de un hibrido Fs’'axHNa" en células CHO e indica que el
producto se distribuyd casi uniformemente entre las células
Yy el medio. Sin embargo, no se proporcionan detalles que
cuantifiquen el grado de expresién y de secrecién.

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

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

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

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

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente
invencién proporciona un procedimiento para preparar una
proteina heteroquimérica o un derivadp inmunogénico de la
misma, que comprende un fragmento inmunogénico de la
proteina de fusidén (F) de RSV, PIV1, PIVZ, PIV3, MV o MuVv
y un fragmento inmunogénico de la proteina de unién (G, HN
o0 H) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MuV o MV, procedimiento que
comprende la expresidén de un ADN recombinante que codifica
la proteina inmunoquimérica o un derivado inmunogénico de
la misma en células CHO, y la recuperacién de la prote;na.

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

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

Asi pues, en un segundo aspecto, la presente invencién

proporciona una proteina heterogquimérica o un derivado

&
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inmunogénico de la misma, que comprende un fragmento
inmunogénico de la proteina de fusidén (F) de RSV, PIVI,
PIV2, PIV3, MV o MuV y un fragmento inmunogénico de la
proteina de unidn (G, HN o H) de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MuV
0 MV, con la condicién de que cuando uno de los fragmentos
inmunogénicos procede de RSV F, RSV HN o PIV3F, PIV3 HN, el
otro fragmento inmunogénico procede de MuV F, Muv HN, MV F,
MV H, PIVi F, PIV1 HN, PIV2 F o P;[VZ: HN.

Por fragmento inmunogénico de la proteina de fusidn
(F) de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV o MuV, se entiende una
parte de la proteina que contiene al.menos un determinante
antigénico capaz de producir una respuesta inmune
especifica para la proteina F de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV
© MuV, respectivamente. Dentro de esta definicién se
incluye la proteina F de longitud completa, sin embargo,
preferiblemente, el fragmento inmunogénico carece del
dominio de anclaje a la membrana en su extremo C-terminal.

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

proteina G o HN de 1longitud completa, sin embargo,

/S\
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preferiblemente el fragmento inmunogénico carece del
dominio de seflal/anclaje en su extremo N-terminal.

Préferiblemente, la proteina‘ heteroguimérica esta

unida mediante un aminodcido de la parte C-terminal del
fragmento inmunogénico de la proteina F de RSV, PIVl1l, PIVZ,
PIV3, MV o MuV a un aminodcido de la parte N-terminal del
fragmento inmunogénico de ia proteina G de RSV, la proteina
HN de PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

Convenientemente,la;moteinaheteroquiméricacomienza
en su extremo N-terminal con una secuencia sefial de la
proteina F ‘de RSV, PIV1, PIV2,; PIV3, MV o MuV.
Convenientemente, ésta formara parte del correspondiente
fragmento inmunogénico de la proteina F de RSV, PIV1, PIVZ2,
PIV3, MV o MuV cuando este fragmento se una mediante su
extremo C-terminal al extremo N-terminal del fragmento
inmunogénico de la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

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

Para aumentar el nivel de expresidén, la proteina
heteroquimérica puede comprender ademds una secuencia lider

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

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

Convenientemente, se coloca un sitio de escisién entre
el extremo C-terminal de la secuencia de ubiquitina y el
extremo N-terminal del fragmento inmunogénico de la
proteina F de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV o MuV.

Para facilitar la purificacién cromatogrdfica, la
proteina heteroquimérica comprende ponvenientemente una
cola de polihistidina, por ejemplo, como se describe en
Hochuli y col., BIO/TECHNOLOGY, 1988, 1321-1325. La cola de
polihistidina preferiblemente comprende de 2 a 6 restos de
histidina adyacentes que estdn unidos convenientemente al
extremo C-terminal de 1la proteina heteroquimérica.
Preferiblemente, se pone un sitio de escisién entre la cola
de polihistidina y el extremo C-tefminal del fragmento
inmunogénico de la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1l, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

El sitio de escisién para la secuencia de ubiquitina

y/0 la cola de polihistidina puede ser quimico o enzimético
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y preferiblemente es un sitio de escisidén de enteroquinasa,
por ejemplo, como se describe en LavVallie y col., BIO-
TECHNOLOGY)?1993, 187-193.

Después de la éxpresién Y purifiéacién,(el tratamiento
con una enteroquinasa escindiré cualquier secuencia de
ubiquitina y/o polihistidina 1liberando 1la proteina
heteroquimérica deseada.

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

Fs*a’RSV x HNs"a™MuV, asi como

Fs*a’PIV3 x HNs a'MuV;

Fs*a™MuV x Gs'a'RSV; y

Fs*a’MuV x HNs a’PIV3, y

derivados inmunogénicos de las mismas.

La presente invencidén también proporciona proteinas
heteroguiméricas particulares que incluyen:
Fs*a'MuV x HsaMV; o
Fs*a’RSV x HNsa'PIVl1i; o
Fs*a'RSV x HNs a'PIV2, y
derivados inmunogénicos de las mismas.

La presente invencidén también proporciona proteinas

25 heteroquiméricas que comprenden proteinas de RSV y PIV3 no
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descritas especificamente en el documento WO 9314207, que
pueden expresarse ventajosamente en células CHO.

Estas Son:

Fs*a™ (1-526) Rév x HNs'a” (70-572) PIV3;

Fs*a™ (1-492) PIV3 x Gs'a’ (69—298) RSV;

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

Fs*a” (1-526) RSV x HNs'a" (70-572) PIV3 ent his, y

sTPA (1-21) UB (1-74) ent Fs'a” (24-526) x HN s a” (70-
572) PIV3, y derivados inmunogénicos de las mismas.

Las proteinas heteroquiméricés de 1la presente
invencién son  inmunogénicas. El término derivado
inmunogénico, segin se usa aqui, incldye cualquier molécula
que es un polipéptido heteroquimérico que es
inmunolégicamente reactivo con anticuerpos producidos
contra la proteina heteroquimérica de.la presente invencién
o0 partes de la misma o con anticuerpos que reconocen la
proteina F de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MV o MuV, la proteina
G de RSV, la proteina HN de PIN1, PIV2, PIV3, Muv, 1la
proteina H de MV, el virus RSV, eljvirus PIVl, el virus
PIV2, el virus PIV3, el virus MV o el virus MuV, o que
cuando se administra a 1los serées humanos, produce
anticuerpos que reconocen la proteina F de RSV, PIV1, PIV2,
PIV3, MV o MuV, la proteina G de RSV, la proteina HN de
PIV1l, PIV2, PIV3, MuV, la proteina H;de MV, el wvirus RSV,

el virus PIV1l, el virus PIV2, el virus PIV3, el virus MV o
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el virus MuV. En particular, pueden usarse derivados
inmunogénicos que son ligeramente mas largos o mas cortos
que las proteinas heteroquiméricas de la presente
invencién. Por ejemblo, tales derivados pueden prepararse
por sustitucién, adicién o redisposicién de aminoacidos o
por modificaciones quimicas de los mismos incluyendo el
acoplamiento, o para permitir el acoplamiento de las
proteinas heteroquiméricas a otras proteinas de soporte
tales como el toxoide tetdnico o el antigeno superficial de
la Hepatitis B. Todas tales sustituciones y modificaciones
generalmente son bien conocidas para los especialista en la
técnica de la quimica de los péptidos.

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

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

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

Para construir el ADN que codifica una proteina
heteroduiméfica de acuerdo con la invencidn, el ADNc que
contiene las secuencias codificantes de las proteinas de
fusién y unidén de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV o MuV vy,
opcionalmente, de los sitios de escisién de ubiquitina,
polihistidina y enteroquinasa, pueden manipularse usando
técnicas convencionales [véase, por ejemplo, Maniatis T. y
col., Molecular Cloning, Cold Sﬁring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor N.Y. (1982)] como se describe
adicionalmente a continuacién.

En otro aspecto de 1la invencidén, se describe un
procedimiento para aumentar la exprésién de proteinas en
células de mamifero mediante la optimizacidén del uso de
codones de los A&acidos nucleicos transfectados en las
mismas. La optimizacién del uso de codones implica el
reemplazo de al menos un coddédn no preferido o menos
preferido en un gen natural dque éodifica una proteina
heteroquimérica por un coddén preferido que codifica el
mismo aminodcido. Los genes con alta:expresién en mamiferos
tienen una C o G en su posicidén degenerativa (tercera base
del coddén), mientras que los codones prevalentes en RSV o
PIV3 tienen A o T. Al menos un codbébn y, mas
preferiblemente, todos los codones de la proteina de RSV o

PIV3 pueden cambiarse para ajustarse mejor al uso humano,

€>//
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es decir, al (a los) que sea(n) més prevalente(s) como se

muestra a continuacién.

Ala: GCC Cys: TGC His: CAC Mﬂ:ATG Thr: ACC
Arg: CGC | Gln CAG | Tles ATC | Phe: TIC | Trp: TGG

AGG ‘

CGG
Asn: AAC Glu: GAG Leu: CTG Pro: CCC Tyr: TAC
Asp: GAC Gly: GGC Lys: AAG Ser: AGC Val: GTG
TCC

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

proporciona el porcentaje de humanizacidn que se muestra a

continuacién.

1) Frgy (1-526) original 140/526 = 27%

2) Fugy (1-423) humanizado + (424-526)original 403/526 = 77%
489/526 = 93%

3) FRSV (1-526) humanizado

258/1029 = 25%

4) FRSV (1-526) original + HNPIV3 (70-572) original‘

"

(6,1
i
o\®

528/1029

5) Frsv (1-526) humanizade + HNprvs (70-572) original

6) Frev (1-526) humanizade + HNprvs (70-572) humanizado

La invencién también proporciona ADN que codifica una
proteina heteroquimérica o un derivado inmunogénico de la
misma, donde el uso de codones de uno o mas A&acidos
nucleicos se ha optimizado sustancialmente y un

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

Existen varios informes que han descrito una mejora
sustanciél de 1la expresién de proteinas en células de
mamifero desﬁués de la reobtencién por ingenieria genética
de la secuencia de 4&cidos nucleicos de 1la proteina
heterdloga para ajustarla al uso de codones encontrado en
genes humanos con alta expresién (Haas J., Park E-C. y Seed
B., Codon usage limitation in the expression of HiV-1-
envelope glycoprotein, Current Biology, 1996, 6, n° 3, 315-
325; Kim C.H., Oh Y. y Lee T.H., Codon optimization for
high-level expression of human erythropoietin (EPO) in
mammalian cells, Gene 199, 1997, 293-301; Zolotukhin S.,
Potter M. Hauswirth W.W. Gay J. and Muzyczka N. A Humanized
green fluorescent protein cDNA adapted for high level
expression in mammalian cells. J. of Virology, July 1996,
70, n° 7, 4646-4654).

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

Para la expresidén de las proteinas de la invenciédn,
pueden construirse plasmidos que son adecuados para la
trasferencia en virus de vaccinia o para la transfeccidn en
células CHO, células de insecto o células Vero. A

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

Para 1la expresidén en vaccinia, puede usarse un
plasmido de transferencia de vaccinia, tal como PULB 5213,
que es un derivado de pSCil1l (Chakrabati y col. Molecular
and Cellular Biology 5, 3403-3409, 1985). En un aspecto, la
proteina puede expresarse bajo el control del promotor P,
de vaccinia.

Para la expresién en células éHO-Kl, puede usarse
convenientemente un vector de la glutamina sintetasa (GS)
tal como pEE14, de forma que la proteiha se exprese bajo el
control del promotor temprano inmediato principal del
citomegalovirus humano (hCMV-MIE) . Alternativamente, puede
usarse convenientemente un vector que permita la expresién
del médulo codificante como un transcrito policistrénico
con el gen de seleccién neo. En un aspecto preferido, el
médulo codificante estéa bajo el control del promotor de la
Repeticién Terminal Larga del Sarcoma de Rous (Rous Sarcoma
Long Terminal Repeat (LTR)).

Preferiblemente, el plasmido para la expresién en

células CHO-K1 lleva un cassette de expresidén GS adecuado

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

para la amplificacién génica usando metotrexato (MTX) .
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Preferiblemente, la expresién de la proteina
heteroquimérica de la presente invencién se realiza en
presencia de butirato sédico y/o dimetil sulféxido (DMSO),
lo cual puede aumenfar la expresidn génica.

Para la expresién en células de insecto, puede usarse
un vector lanzadera tal como pAcUW51 o pAcGP67. En un
aspecto, la proteina puede expresarse bajo el control del
promotor pl0 de baculovirus o el promotor de 1la
polihedrina.

El sistema de expresién también puede ser un
microorganismo vivo recombinante, tal como un virus o una
bacteria. E1 gen de interés puede iﬁsertarse en el genoma
de un wvirus o una bacteria viva recombinantes. La
inoculacién y la infeccidn in vivo con este vector vivo
conducird a la expresién in vivo del antigeno y a la
induccidén de respuestas inmunes. Los virus y bacterias
usados para este fin son, por ejemplo: poxvirus (por
ejemplo, vaccinia, epitelioma contagioso, canarypox),
alfavirus (virus Sindbis, virus del bosque Semliki, virus
de la encefalitis equina de Venezue;a), adenovirus, virus
asociados con adenovirus, picornavirus (poliovirus,
rinovirus), virus de herpes (viru$ de varicela zoster,
etc), Listeria, Salmonella, Shigella, BCG. Estos virus y
bacterias pueden ser virulentos o estar atenuados de

diversas formas para obtener vacunas vivas. Tales vacunas

<>~
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vivas también forman parte de la invencién.

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

de una proteina de acuerdo con la invencién en la

preparacién de una vacuna.

Opcional y ventajosamente, la,vacuna de la presente
invencidén se combina con otros inmunégenos para producir
una vacuna polivalente. En una realizacién preferida, la
proteina heteroquimérica se  combina con otros
subcomponentes de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MuV o MV, por
ejemplo, las proteinas individuales F, G, HN o H o con
proteinas homoquiméricas tales como RSV FxG, PIV3 FxHN o
MuV FxHN. |

En un aspecto particular, la invencién ademas
proporciona una composicién de vacuna que comprende una
proteina de acuerdo con la invencién junto con un vehiculo
o adyuvante adecuado.

En New Trends and Developments in Vaccines, editado
por Voller y col., University Park Press, Baltimore,

Maryland, U.S.A., 1978, se describe en general 1la

25 preparacién de una vacuna. La encapsulacién dentro de
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liposomas se describe, por ejemplo, por Fullerton, en la
Patente.de Estados Unidos 4.235.877.

En la- vacuna de la presente invencién puede usarse
directamente una solucién acuosa de 1la(s) proteina(s) .
Alternativamente, la proteina, con o sin liofilizacién
previa, puede mezclarse, absorberse o adsorberse con
cualquiera de los diversos adyuvantes conocidos. Tales
adyuvantes incluyen, pero sin limitacién, hidréxido de
aluminio, muramil dipéptido y saponinas tales como Quil A.
Son  adyuvantes particularmente preferidos el MPL
(monofosforil lipido A) y el 3D-MPL (monofosforil lipido A
3-desacilado) [Patente de Estados Unidos 4.912.094],
opcionalmente formulado con hidréxido de aluminio
(documento EP 0 689 454) o emulsiones de aceite en agua
(documento WO 95/17210) . Otro adyuvante preferido se conoce
como QS21, que puede obtenerse por el procedimiento
descrito en la patente de Estados Unidos 5.057.540. El uso
de 3D-MPL se describe por Ribi y col., en Microbiology
(1986) Levie y col (eds) Amer. Soc. Microbiol. Wash. D.C.,
9-13. El uso de Quil A se describe por Dalsgaard y col.,
(1977), Acta Vet Scand, 18, 349. El uso de 3D-MPL y QS21
combinados se describe en el documento WO 94/00153
(SmithKline Beechman Biologicalsl s.a). 0S21 puede
formularse ventajosamente con liposomas que contienen

colesterol, donde 3D-MPL estd presente en solucién o
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incorporado en 1la membrana, como se describe en el

documento WO 96/33739.

Cémo félternativa ejemplar adicional, una proteina
heteroquimérica de ia invencién o un fragmento inmunogénico
de la misma puede encapsularse dentro de microparticulas
tales como liposomas O asociarse con emulsiones de aceite
en agua. La encapsulacidén dentro de liposomas se describe
por Fullerton en la patente de Estados Unidos 4.235.877. En
otra alternativa ejemplar, una proteina heteroquimérica de
acuerdo con la invencién o un fragmento inmunogénico de la

misma puede conjugarse con una macromolécula

inmunoestimuladora tal como Bordetella inactivada o un
toxoide teténico. La conjugacién de proteinas con
macromoléculas se describe, por ejemplo, por Likhite en la
patente No. 4.372.945 y por Armor y'col., en la patente de
-Estados Unidos No. 4.474.757.

La cantidad de la proteina de la presente invencién
presente en cada dosis de vacuna se selecciona como una
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin los
efectos secundarios adversos significativos de las vacunas
tipicas. Tal cantidad variard dependiendo del inmundégeno
especifico que se emplee y de si la vacuna lleva adyuvante
0 no. Generalmente, es de esperar que cada dosis comprenda

de 1 a 1000 pug de proteina, preferiblemente de 1 a 200 Ug.

' 25 Una cantidad 6ptima para una vacuna particular puede
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averiguarse por estudios convencionales que implican la

observacién de concentraciones de anticuerpos y de otras
respuestas.én los sujetoé.

Los siguientes ejemplos y las figuras adjuntas
(explicadas mas adelante) ilustran la invenciodn.
En las Figuras:
La Figura 34A muestra el impacto de la humanizacién sobre
el nivel de expresién de FrHNp, donde:
FhHNE10 = el producto expresadd por el «clon E10
transfectado con pEE14FhHN;
FhHNE7 = el producto expresado por el clon E7 transfectado
con pEE14FhHN;
FHNbis = el producto expresado por el clon transfectado con
pEE14FHN;
+ but = se ha afladido nabutirato 2 mM al medio celular, 3
dias antes de la recoleccidn; |

pEE1l4 = control negativo;

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

La Figura 34B muestra el impacto de humanizacién sobre el
nivel de expresidén de FyHN,,, donde el nivel de expresién
se determiné por ELISA. Fdroso = Fa- purificado (derivado
de drosophila), que es la proteina patrén en este ensayo

ELISA, 1 ul de patrdn corresponde a 1 ng de producto.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1
Para vacunar con un solo inmundgeno, se construyeron
moléculas de ADN ‘heteroquiméricas cémbinando dominios
extracelulares de la proteina F y de lé proteina de unidn
para cada virus. Ya se han descrito coﬁstrucciones de ADN
para PIV3 y MuV en los documentos WO93b6218 y W09425600,
respectivamente. La molécula de ADN? gue combina los
dominios extracelulares de las proteinés F y G de RSV se
construy® como se describe méas adelante.
En primer lugar, las piezas de ADN ée insertaron en el
vector de expresidn de mamifero baséndése en el replicén
del virus del bosque de Semliki (pSFVl}. Este sistema de
expresidn nb conduce a una linea de célﬁlas de mamifero de
expresidén estable, pero sin embargo; proporciona una
indicacién de si la proteina quimérica se expresa o no y de
$1 el producto ~Sse secreta eficazmenté en el medio de
cultivo, lo cual es ventajoso para el procedimiento de
purificacién.

Se prefiere una expresién estable en el medio de

O

ultivo de lineas de células de mamiferé para obtener una
buena calidad y cantidad de giicoproteinas de
paramixovirus. Todos los médulos qﬁiméricos se han
insertadQ en el vector lanzadera, el PEEl4, gque se integra

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

CHO.

Asi pues, mediante la construccién de moléculas de ADN

heteroquiméricas mediante la combinacién de los dominios
extracelulares de la proteina F de un virus unidos al

dominio extracelular de la proteina HN o G de otro virus y

la insercidén de los mismos en el vector pEEl4 para la
expresién en CHO, ha sido posible elevar el nivel de
expresidn de estas proteinas. Estas proteinas pueden usarse
para conseguir proteccidén contra al menos dos virus del

grupo de los paramixovirus con un solo inmundgeno.

Algunas de las moléculas quiméricas se han insertado

!en vectores lanzadera, pAdUWSl y pACGP67, que se integran
|

ien el genoma de células bacterianas y de lepiddépteros. Se
|

iobtuvo una expresidén sorprendentemente buena de proteinas
%heteroquiméricas en células de insectos.

iConstruccién del vector

EConstrucciones preliminares

la) Plasmido pNIV2819

{
& A partir del plasmido pNIV2801, un clon de ADNc que

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

i
|
I
P
|
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recibida del Dr. Pringle, UK), se reconstruydé un médulo de
ADNc que codificaba para la proteina F que carecia de la
secuencia-de anclaje a la membrana.

El plasmido pNIV2801 se digiridé con Pstl para
%recuperar una pieza de ADN de 1416 pb que codificaba los
restos aminodcidos 18 a 489 de la proteina F. Se usaron
oligonucledtidos sintéticos, que especificaban
respectivamente las secuencias para los aminoacidos 1 a 17
y 490 a 526, para producir los correspondientes fragmentos
de ADNc por 1la reaccién en cadenar de la polimerasa
realizada con el ADN de pNIV2801 como molde. Los cebadores
se diseflaron para generar también sitios de restriccidn
flanqueantes Unicos Gtiles para las posteriores etapas de
clonacién. E1l médulo de codificacién se monté, por unidn,
a partir de las tres piezas de ADN descritas anteriormente
'y se introdujo en el vector de clonacién convencional
épUC19, para crear el pldsmido pNIV2819. EI plasmido

‘codifica la proteina F de RSV, que lleva su secuencia sefial
|
i

fpero carece de su secuencia de anclaje (figura 1).
'b) Plasmido pNIV 2820

f
|
l El médulo de ADNc que codifica la proteina F de
[longitud completa de RSV se construyd como se indica a
x j

'continuacién. Usando dos oligonucledtidos sintéticos, se
|

! - Ca -

'realizé la reaccidén en cadena de la polimerasa con el ADN
|

|de pNIV2801 como molde para generar un fragmento de ADN de
\
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2%3 pb que incluia la secuencia codificante para el aa 490
ay aa 574 de la proteina F, el codbén stop y los sitios de
rebtr1c01on unlcos para las posteriores etapas de
clpnacién. Este fragméhto se digiridé con NsiIl y EcoRI y
sustltuyo a la pieza de ADN Nsil-EcoRI presente en el
moFulo codificante del pNIV2819 (figura 2). El1 plésmido
regultante, pNIV2820, por lo tanto codififa la proteina F
de!RSV que lleva tanto la secuencia seflal como la secuencia
de%anclaje a la membrana.
c)iPlésmido pNIV2841

E En esta construccidén, el ADN que codifica para los aa
16% a 176 de la proteina G de RSV se fusiona con el ADN que
co%lfica la proteina Fs*a” de RSV. Esta parte de la proteina
G qe conserva entre dos subgrupos de RSV.

% El material de partida, pNIV2819, se digirid por Ncol
Yy émaI produciendo un fragmento de 1601 pb; Este fragmento

isubclono en los sitios Ncol y Mscl de pNIV103 (un
deAivado de pULB1221, véase la Solicitud de Patente europea
No.% 186643) conduciendo a pNIV2844. Esta subclonacidn
fper%itié poner el sitio de iniciacidén de la traduccidén de
la %roteina F en un contexto mas favorable de acuerdo con
el Rodelo propuesto por Kozak (Kozak M, Nature 308, 241-
246. 1984) .

Se recuperé un fragmento de 1605 pb a partir de

i
|
{
|
pNIY2844 pof digestidén con Kpnl y Sall y se introdujo por
I
!
|
i
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|

unién en pUC19 digerido con Kpnl y Sall, creando pNIV2840.
i

g Se. hibridaron dos oligonucleétidos sintéticos
'complementarios que especificaban la secuencia para los

bminoécidos 175 a 176 de la proteina ‘G seguidos por un

i

Fodén stop y flanqueados por sitios Nsil, BamHi, ECORI y
WindII. El fragmento resultante de 55 pb se clondé en el
PNIV2840 digerido con Nsil y HindIII, reemplazando de esta
Eorma una secuencia de ADN de 142 pb que codificaba los

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

{

Plésmido recombinante resultante, pNIV2841, contiene la

?ecuencia codificante para los aminodcidos 1 a 490 de la

l

proteina F, seguido por los aminodcidos 165 a 176 de la
#roteina G (figura 3).
tonstruccién del vector

i) Para transferencia en el vector pSFV1

i

a) La proteina de fusidn de RSV que carece del dominio de
i ‘

énclaje en la membrana fusionada con la hemaglutinina-
| !
?euraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-

|
?nclaje, Frsy (1-526) HN,,, (60-582).

i El pléasmido pNIV2875, un derivado de pNIV2820 que
1

lleva el ADN que codifica para la proteina F de RSV en el
|
éue el sitio de restriccién Spel se ha eliminado por
E

mutagénesis de localizacidén dirigida en el vector pUC19, se
Aa digerido con HindIII y BspHI, y se ha aislado un

ﬁragmento de 1618 pb. El pldsmido pNIV3229, un derivado de

!
|
|



10

15

20

25

oA

|
; 32
!
|

pNIV3215 cuya construccién ya se ha descrito en el

|
idocumento W09425600 y que lleva el ADN que codifica para la

proteina HN de MuV en el vector pUC19, se ha digerido con
'Bbsl y BamHI; y se ha aislado un fragmento de 1580 pb. Los

l ; ; .
dos fragmentos se unieron entre si por dos oligonucledtidos
i

!

%sintéticos complementarios BspHI-Bbsl (Fig 4A) restaurando

i

la secuencia codificante de la molécula quimérica y se

i

1
3insertaron en el sitio BamHI-HindIII del vector puUC19

konduciendo a pNIV4102. (Fig 4B) Después de 1la
Eecuenciacién de las regiones de unidén, el cassette

guimérico se recuperd de pNIV4102 por digestién con BamHI
1

; se insertd en el sitio BamHI del vector DpSFVl

i

|
(Liljestrém, P. y Garoff, H. (1991) Bio/Technology 9,

1356) . El1 pléasmido resultante, pNIV4104, contiene en el
vector pSFV1 la secuencia que codifica para los aminoacidos
1 a 526 de la proteina F de RSV seguido por los aminoacidos

60 a 582 de la proteina HN de MuV (Fig 4C).

%) La proteina de fusién de RSV que carece del dominio de
%nclaje a la membrana fusionada con la hemaglutinina-
ﬁeuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sefial-
%nclaje, Fpev (1-526) HN., (70-572).

i El plasmido pIBI-HN, un clon de ADNc que contiene la
%ecuencia codificante completa de la proteina HN de PIV3

asi como su secuencia no codificante 3’ (recibido de Dr. K.
Qimock, University of Ottawa, Canadd) se ha digerido con
|
i

|
1

|
|
|
i
|
|
|
|
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Asel y BamHI y se ha aislado un fragmento de 1468 pb. El
. plasmido pNIV2875 (véase supra), que lleva el ADN que
1 g : |

' codifica la proteina F de RSV, en el que el dnico sitio

|

' Spel se ha eliminado por mutagénesis de localizacidn
| ‘

§dirigida, insertado en el vector pUCl19, se ha digerido por
jBamHI y BspHI, y se ha aislado un fragmento de 1588 pb. Los

‘dos fragmentos se unieron entre si por dos oligonucledtidos
r ‘

1

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

linsertaron en el sitio BamHI del vector pUC19 conduciendo
a pNIV4105 o a pNIV4109 (Fig 5B), dependiendo de la
orientacidén del médulo quimérico en el vector. Después de

|
1
!
!
|
}1a secuenciacién de 1la regidén de unidn, el cassette

H
i

lquimérico se recuperd mediante una digestidén con BamHI de

&NIV4109 y se insertd en el sitio BamHI del vector pSFV1.

| .. . .
El plasmido resultante, pNIV4110, contiene, insertado en el

t
1

| . o ‘ . £ s
vector pSFV1l, la secuencia codificante de los aminoacidos

| ‘
? a 526 de 1la proteina F de RSV seguidos por 1los

%minoécidos 70 a 572 de la proteina HN de PIV3 (Fig 5C).
|

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

énclaje a la membrana fusionada con la proteina de unidn de
!

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

i
1

?Rsv (69-298)
i
|

El pléasmido pNIV3310, descrito en el documento

W09306218 que lleva el ADN que codifica para los

|
éminoécidos 1 a 484 de la proteina F de PIV3 seguidos por
|
l
|
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los aminodcidos 87 a 572 de la proteina HN de PIV3 en el
i vector pIBI, se digiridé con ECORI y BglII y se aisld un
%fragmento de 1435 pb. El plésmido pNIV2850, que lleva la

Eproteina G de RSV en el vector pUCl1l9, se ha digerido por
l

'MaeIIl y HindIII, y se ha aislado un fragmento de 694 pb.

|
t

|Después, los dos fragmentos se unieron entre si mediante el
t &
guso de dos adaptadores sintéticos complementarios BglII-

$
|MaeIll (Fig 6A) y se insertaron en los sitios ECoRI-HindIII

{del vector PUC19 conduciendo a pNIV4103' (Fig 6B) . Después,

I
el médulo quimérico se recuperd del vector pUCl9 por una
i

tdigestién BamHI-HindIII. Después del tratamiento de 1los

I

\extremos salientes con la polimerasa de Klenow, el cassette
kuimérico se ha insertado en el sitio Smal del vector
%SFVl. Por lo tanto, el plasmido pNIV4106 resultante
fcontiene la secuencia codificante para los aminoécidos 1 a
%92 de la proteina F de PIV3 seguidos por los aminoacidos
%9 a 298 de la proteina G de RSV insertada en el vector
?SFVl (Fig 6C).

&) La proteina de fusién de PIV3 que carece del dominio de
%nclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
Jz‘,'xeuraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-
anclaje, Fy; (1-493) HN,, (60-582).

% El pléasmido pNIV3310 (véase supra,"FHNPIVB en pIBI) se
ﬁigirié por EcoRI y Bglll y se aisld un fragmento de 1435
éb. El plasmido pNIV3229 (véase supra, HN,, en pUCl9) se

i

!
|
!
r
|
|
|
|
|
!
|
}
i
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|

%digirié por BbsI y HindIII y se aisld uﬁ fragmento de 1610
}pb. Los dos fragmentos se unieron entre si mediante 1la
iadiciéﬁ de_ébs adaptadores sintéticos complementarios que
Eespecificabén un extremo BgllIl y un extremo BbsI (Fig 7A)

!
len el wvector pUC19, conduciendo a pNIV4117 (Fig 7B).

|

IDespués de la secuenciacidén de la regién de unidn, el

jcassette quimérico se recuperé del vector pUCl19 por
ldigestién con BamHI y se insertdé en el sitio BamHI del
%vector pSFV1l. El plédsmido resultante pNIV4118 codifica,
‘clonado en el vector pSFV1i, la secgencia de ADN que

tespecifica los aminodcidos 1 a 493 de la proteina de fusidn

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

de MuV (Fig 7C)

F) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de
%nclaje a la membrana unida a la proteina de unién de RSV
&ue carece de su dominio de sefial-anclaje, F,, (1-482) G
f69-298).

% El pléasmido pNIV3221, descrito en el documento
%09425600 que 1lleva 1la secuencia codificante de 1los

!
aminodcidos 1 a 462 de la proteina de fusién de MuV dentro

el vector pUC19, se ha digerido con EcoRI y BsrFI y se ha

purificado un fragmento de 771 pb. El1 plasmido pNIV3221
e

|
d
5
|
también se ha digerido con BsrFI y PstI y se ha aislado un
éragmento de 628 pb. El plasmido pNIV2850 (véase supra, Gpey
{
|

n el pUC19) se ha digerido con Maelll y HindIII y se ha

|
i
|
|
|
l
i
|

|
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raislado un fragmento de 694 pb. Los tres fragmentos se

unieron entre si; la unidén F,,/Gry Se cred mediante la

i

|

| :

[adicién a la reaccién de unidén de dos oligonucleétidos
‘ N o w

i

I

sintéticos complementarios que especificaban sitios PstI y

tMaeIII (Fig 8A) y se insertaron en los sitios EcoRI-HindIIl

del vector pBluescript, conduciendo a pNIV4113 (Fig 8B). El

%cassette quimérico se recuperd de pNIV4113 por digestidn
ton Asp7181 y, después del tratamiento de los extremos

isalientes con la polimerasa de Klenow, se insertd en el

i

i

sitio Smal del vector pSFV1. El1 pldsmido resultante,

NIV4114 contiene en el vector pSFV1l la secuencia due

!

p

Fspecifica los aminodcidos 1 a 482 de la proteina F de MuV
%nida a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina G de RSV
f

(Fig 8C).

|

F) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de
énclaje a la membrana wunida a 1la hemaglutinina-

euraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de sefial-
nclaje, F,,, (1-482) HN,,, (54-572).

El plasmido pNIV4113 (véase supra, Fuw X Gy €n

R — m_.._,‘n__..

pBluescript) se digirié con Bsal y BamHI y se aisld un

ﬁragmento de 1469 pb. El pléasmido pNIV33b8, descrito en el
%ocumento W09306218 y que lleva la secuencia de ADN que
%specifica los aminodcidos 1 a 31, seguidos por 1los
%minoécidos 54 a 572 de la proteina HN de PIV3 en el vector

pﬁBI, se digirid con ECoRI y BamHI y se aisld un fragmento

i
i
|
[
|
!
f
|
|

|
i
!
]
|
|
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de 1569 pb. Los dos fragmentos se unieron entre si por dos

|
i
. adaptadores sintéticos complementarios que especificaban
! , - .

]

|

'sitios Bsal y EcoRI (Fig 9A) en el sitio BamHI de

Bluescript, conduciendo a pNIV4115 (Fig 9B). El médulo

|
|
|
f
|

P

quimérico se recuperd de pNIV41l1l5 por una digestidn con
' BamHI y se insertd en el sitio BamHI del vector pSFV1. El
tplésmido resultante, pNIV411lse, codifica, en el vector
?pSFVl, la secuencia que especifica los aminodcidos 1-482 de

ila proteina F de MuV fusionados a los aminodcidos 54 a 572
i

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

i

!g) La proteina de fusidén de RSV que carece de su dominio de
}

! . .
Eanclaje a la membrana unida a la proteina de unidén de RSV
fque carece de su dominio de seflal-anclaje, F., (1-526) G,

V69-298).

El plasmido pNIV2857 (Fig 16A), un derivado de
FNIV2841 Y que contiene la secuencia de ADN que codifica
para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina de fusién de
%SV unidos a los aminodcidos 69 a 298‘de la proteina de
%nién de RSV, se ha digerido por Asp718I e HindIIl y se ha
$islado un fragmento de 2180 pb. Después de tratar las
?xtremidades salientes con polimerasa de Klenow, este
%ragmento se ha insertado en el sitid Smal del vector
éSFV1. El pléasmido resultante, pNIV2870, contiene en el

éector PSFV1l la secuencia de ADN que codifica para los
|

éminoécidos 1 a 526 de la proteina de fusién de RSV unidos

i
|

|
t
|
|
| , \
|

o
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'a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina de unién de RSV
1
b

|II) Para la transfeccién en células CHO
|
%

'a) La proteina de fﬁsién de RSV que carece del dominio de
Eanclaje a la membrana fusionada con  la hemaglutinina-
Elneuraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-
ianclaje, Fpsv (1-526) HN,, (60-582).

i El pldsmido pNIV4102 (Fig 10A, véase supra, Fye X HN,y,

en el vector pUCl19) se ha digerido con BamHI y, después del

i
|
[
|
|

tratamiento de los extremos salientes con la polimerasa de

Klenow, el mddulo quimérico se ha insertado en el sitio

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

((Cockett y col, 1990, Bio/Technology 8, 662-667). E1
t

plédsmido resultante pEE14 Fs*a” RSV x HN s 'a” MuV contiene
| :

§ecuenc1as que codifican para los aminoédcidos 1 a 526 de la
%roteina F de RSV fusionada a los aminodcidos 60 a 582 de
%a proteina HN de MuV bajo el control del promotor temprano
%nmediato principal del citomegalovirus humano (hCMV-MIE)
(Fig 10B) .

%) La proteina de fusidén de RSV que carece de su dominio de
%nclaje a la membrana wunida a la hemaglutinina-
Jeuraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de sefial-

i

{
anclaje, Fpgy (1-526) HNp, (70-572).
n

; Se digirieron los plédsmidos pNIV4105 y pNIV4109 (Fig

1 -
11A y B, véase supra, Fpsy x HN,,, en el vector pUC19) con

i
|
|
|
i
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' EcoRI y Xhol y se aislaron un fragmento de 2032 pb asi como
un fragmento de 1064 pb. Los dos fragmentos se insertaron
|

| conjuntamente en el sitio EcoRI de pEE14. El1 pléasmido

Lresultante PEE1l4 Fs'a” RSV x HNs'a” PIV3 contiene secuencias

t
i

tque codifican para los aminodcidos 1 a 526 de la proteina
'F de RSV fusionados a los aminodcidos 70 a 572 de la

i
|
i
1

;proteina HN de PIV3 bajo el control del promotor de hCMV
E(Fig 11C) .

%c) La proteina de fusidén de PIV3 que carece de la regidén de
Eanclaje a la membrana unida a la proteina de unién de RSV
;que carece del dominio de seflal-anclaje, F,.,, (1-492) G,
E(69-298).

? El plasmido pNIV4103 (Fig 12A, véase supra, Fou; X Ggey
%n el vector pUC19) se digirid con HindIII y se aislé un
kragmento de 2180 pb. Después del tratamiento de las
éxtremidades salientes con la polimerasa de Klenow, el
lédulo quimérico se insertd en el sitio Smal del vector
%EE14. El plasmido resultante, pEE14 Fs*a” PIV3 x Gs"a" RSV,
éontiene, bajo el control del promotor de hCMV, la
%ecuencia que codifica los aminodcidos 1 a 492 de 1la
§roteina F de PIV3 seguidos por los amindécidos 69 a 298 de
#a proteina G de RSV (Fig 12B).

4) La Proteina de fusidén de PIV3 que carece del dominio de

%nclaje a la membrana fusionada a 1la hemaglutinina-

neuraminidasa de MuV que carece del dominio de sefial-

|
|
|
|
|
|
l
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f’anclaje, Fors (1-493) HN,, (60-582).

El plédsmido pNIV4117 (Fig 13A, véase supra, FyHENyy

en el vector puUC19) se digiridé con HindIII, se aisld un

I
f
|
Efragmento de 3119 pb y se insertd en el sitio HindIII del
fvector pEE14. El plésmido resultante, pEEl4 Fs*a” PIV3 x
!
'HNs"a~ Muv, contiene bajo el control del promotor de hCMV

juna secuencia que codifica los aminodcidos 1 a 493 de la

iproteina de fusién de PIV3 fusionados a los amino&cidos 60
|
| a 582 de la proteina HN de MuV (Fig 13B).

;e) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de

anclaje a la membrana fusionada con la proteina de unidn de

RSV que carece de su dominio de sefial-anclaje, F,,, (1-482)

GRSV (69-298)

: El pldsmido pNIV4113 (Fig 14A, véase supra, Fu,Gry en
el vector pBluescript) se ha digerido con Asp718I, y los
extremos salientes se han tratado con la polimerasa de
Klenow. Se ha aislado un fragmento de 2200 pb y se ha
insertado en el sitio Smal de pEEl4. El1 pléasmido
resultante, pEEl4 Fs*a” MuV x Gs'a” RSV, tiene, bajo el
control del promotor de hCMV, la secuencia que codifica los

aminodcidos 1 a 482 de la proteina F de MuV seguidos por

B) .

|
f los aminodcidos 69 a 298 de la proteina G de RSV (Fig 14
|
| £) La proteina de fusidén de MuV que carece de su dominio de

25f anclaje a la membrana fusionada con 1la hemaglutinina-
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neuraminidasa de PIV3 que carece de su dominio de sefial-
anclaje, Fy,, (1-482) HN,,, (54-572).

El plasmido pNIV4115 (Fig 15A, véase supra, Fu.w X HNpp,
en el vector pBluescript) se ha digerido con EcoRI y se ha
insertado un fragmento de 3040 pb en el sitio EcoRI de
pEE14. El1 plasmido resultante, pEE114 Fs*a~ MuV x HNs a-
PIV3, contiene, cadena abajo de la regién promotora de
hCMV, una secuencia que codifica para los aminodcidos 1 a
482 de la proteina F de MuV seguidos por los aminodcidos 54
a 572 de la proteina HN de PIV3 (Fig 15B).

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

El plasmido pNIV2857 (Fig 17A), un derivado de
pNIV2841 y que contiene la secuencié de ADN que codifica
para los aminodcidos 1 a 526 de la broteina de fusidén de
RSV unida a los aminodcidos 69 a 298 de la proteina de
unidén de RSV, se ha digerido con Asp718I y HindIII y se ha
aislado un fragmento de 2180 pb. Después de tratar las
extremidades salientes con polimerasa de Klenow, este
fragmento se ha insertado en el sitio Smal del vector
PEE14. El pléasmido resultante, pEE1l4 Fs*a” RSV x Gs'a RSV,
contiene, bajo el control del promotor de hCMV, la

secuencia de ADN que codifica para los aminodcidos 1 a 526

de la proteina de fusién de RSV unida a los aminodcidos 69



-
3
‘?;

42
a 298 de la proteina de unidén de RSV (Fig 17B).
h) La p;oteina de fusién de RSV original que carece del
dominié-de_;hclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PiV3 que carece dél dominio de seiflal-
anclaje, F., (1-526) HN,,,; (70-572) bis.

El pléasmido pNIV2852, un derivado de pNIV2820 que
lleva el ADN que codifica la proteina F de RSV, donde el
sitio de iniciacidén de 1la traducciéﬁ estd en un contexto
més favorable de acuerdo con el modelo propuesto por Kozak
(Kozak M, Nature 308, 241-246, 1984), se ha digerido con
BamHI y BspHI y se ha aislado un fragmento de 1588 pb.

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

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

Después de la secuenciacién de la regidén de unidn, el
cassette quimérico se recuperd por una digestidén con BamHI
de pNIV4120 y se insertd en el sitio Bcll compatible con
BamHI del vector pEEl4. El plésmido resultante pEE1l4 Fs*a“

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



43

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

La construccién'difiere de la construccién anterior
pEE14 Fs*a~ RSV x BHNs'a~ PIV3 (II-a) en la regidn
codificante de F. En F. HN,,,, bis, la secuencia de acidos
nucleicos encontrada en Fp,HN,,, ATG éAT CTG (estos codones
son los que especifican los aa Metl, Asp2 y Leu3) y ACC AGT
(que especifican los aa Thr54 y Ser 55) se reemplaza por la
secuencia original de la proteina F de RSV, que es ATG GAG
TTG (que especifica los aa Metl, Glu2 y Leu3) y ACT AGT

(que especifica Thr54 y SerSs).

i) La proteina de fusién de RSV original que carece del

dominio de anclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sefial-
anclaje con, en 1la parte C-terminal, una cola de
polihistidina precedida por el sitio de escisidén de la
enteroquinasa, F,, (1-526) HN,,, (70-572) en his.

El plédsmido pIBI-HN, un ADNc que contiene la secuencia
codificante de la proteina HN de PIV3 (véase supra) se ha
digerido con PstlI y Sphl. Se ha aislado un fragmento de
4588 pb y se ha wunido a adaptadores sintéticos
complementarios PstI-Sphl (Fig 19A).

Después de la secuenciacién de las uniones, asi como

de 1los adaptadores sintéticos, el plasmido pNIV3340
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resultante se ha digerido con Xhol y BamHI y se ha aislado
un fragmento de 1121 pb (Fig 19B).

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

Los dos fragmentos se unieron entre si y se insertaron
en el sitio BclI compatible con BamHI del vector pEEl1l4. El
plésmido resultante pEE14 FRSVs*a" x HNs'a" en his contiene,
bajo el control del promotor de hCMV, secuencias que
codifican para los aminqécidos 1 a 526 de la proteina de
fusién de RSV fusionada a los aminodcidos 70-572 de 1la
proteina HN de PIV3 fusionada al sitio de escisibén de
enteroquinasa ({Asp} x 4 Lys), seguido por una cola de
polihistidina ({his}x6) y un codén stop (Fig 19D).

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

1) El dominio de sefial del activador de plasmindgeno de

tejidos fusionado a la ubiquitina de levadura.

Se aisld un fragmento de 208 pb que correspondia a los
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aminodcidos 1 a 76 de la proteina ubiquitina de
Sacharomyces cerevisiae mediante la;digestién de pNIV3475
(un derivad¢ de YEPUBSTUALL, un esdueleto del vector de
levadura 2u due lle§a-la ubiquitina de lavadura) con BamHI
y Xbal (Fig 2OA). |
El pléasmido JW4304 (recibido de J. Mullins, University

of Washington, U.S.A), que codifica el dominio de sefial del

activador de plasmindgeno de tejidos (sTPA) se digirid con

Nhel y BamHI.y se aisld un fragmentb de 5115 pb. Los dos
fragmentos se unieron entre si usando dos adaptadores
sintéticos complementarios Nhel-Xbal (Fig 20B). E1l pl&smido
resultante pNIV4121 se digirié coanindIII y BamHI. Se
aislé un fragmento de 330 pb y se inserté en los sitios
HindIII y BamHI del vector pBluéscript. El pléasmido
pNIV4122 resultante contiene la éecuencia de ADN que
éspecifica el dominio de seflal del activador de
plasmindégeno de tejidos, seguido por una alanina y un resto
de serina (dos aminodcidos que, como se sabe,'producen una
buena escisién de la secuencia 1lider) fusionados a 1la
ubiquitina de levadura (Fig 20C).

2) El1 dominio seflal del activador de plasminégeno de
tejidos unido a la ubiquitina de levadura y seguido por el
sitio de reconocimiento de escisidn ae enteroquinasa y los
aminodcidos 24 a 55 de la proteina ﬁe fusidén original de

RSV.



S

10

[\

Oy

5

46

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

digirié_con Afl1II y Spel. Se aisld un fragmento de 3212 pb
y se unié a-adaptadores sintéticos complementarios AfI1II-
Spel (Fig 21 B). Deépﬁés se secuencid el médulo entero. El
plésmido resultante pNIV4123 codifica el dominio sefial del
activador de plasminégeno de tejidos unido a los 74 aa N-
terminales de la ubiquitina de levadura y seguidos por el
sitio de reconocimiento de la enteroguinasa {(Asp)4 Lys} y
de los aminoacidos 24 a 55 de la proteina de fusién
original de RSV (Fig 21C).
3) El dominio de sefial del activador de plasmindgeno de
tejidos unido a la ubiquitina de levadura seguido por el
sitio de reconocimiento de escisién de la enteroquinasa y
la proteina de fusidén de RSV unida a 1la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece de sus dominios de
membrana.

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

Los dos frégmentos se han unido entre si para generar
pNIV4124 (Fig 22C).

El médulo codificante entero se recuperd de pNIV4124
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por uha digestidén con Xbal y EcoRI y se insertd en los
sitios Xbal y EcoRI del vector de expresioén pEEl4. El
plésmido résultante PEE14 STPA x UBI x EN x Fs'a’RSV x HNs’
a’PIV3, contiene, bajo el control del promotor de hCMV, la
secuencia que codifica para los aa }—21 del activador de
plasminégeno de tejidos seguido por una alanina y un resto
de serina, por los 74 aminoacidos N-terminales de la
ubiquitina de levadura, por el sitio de reconocimiento de
escisién de la enteroquinasa ({Asp}4 Lys), por los aa 24-
526 de la proteina de fusidn original de RSV y por los aa
70-572 de la hemaglutinina-neuraminidasa de PIV3.
III) Para transfeccidén en Células de Insecto
a) La proteina de fusién de RSV original que carece del
dominio de anclaje a la membrana unida a la hemaglutinina-
neuraminidasa de PIV3 que carece del dominio de sedal-
anclaje, Fg, (1-526) HN,,, (70-572) ﬂis

El pléasmido pNIV4120 (FIG 23A) ée digirié con BamHI,
se aisld un fragmento de 3114 pb y se insertd en el sitio
BamHI del vector de transferencia de baculovirus, pAcUWS51
(PharMingen) . El1 plésmido resultante pNIV4132 (Fig. 23B)
contiene, bajo el control del promotbr de la polihedrina,
la secuencia que codifica para los aﬁiﬁoécidos 1-526 de la
proteina F de RSV fusionados a los aminodcidos 70-572 de la
proteina HN de PiV3.

b) El1 péptido sefial de gp67 de baculbvirus fusionado a 1la
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proteina de fusidén original de RSV que carece del dominio
de seﬁa; Y Qel dominio de anclaje a la membrana, unida a la
hemaglutiniﬁa-neuraminidasa de PiV3 que carece del dominio
de sefial-anclaje, séP67Fmv (25-526) HN,;,; (70-572) bis.

El plasmido pNIV4120 (Fig 24A, véase supra) se digirid
por BamHI y Spel, se aisld un fragmen£o de 2939 pb, se unid
a dos adaptadores sintéticos complementarios BamHI-Spel y
el conjunto se insert6 en el sitio BamHI del vector de
transferencia de baculovirus, pAcGP67A (PharMingen). El
plédsmido resultante pNIV4136 (Fig 24) contiene, bajo el
control del promotor de la polihedrina, la secuencia que
codifica para los aminodcidos 1-38 de la proteina gp37 de
baculovirus, seguido por una Alanina y un Aspartato unidos
a los aminodcidos 25-526 de la proteina F de RSV fusicnada
a los aminodcidos 70-572 de la proteina HN de PIV3.
Expresidén en células eucariotas
A) Mediante el vector pSFV1

El vector pSFVl1 se basa en el replicdn del virus del
bosque de Semliki (SFV). E1 ADN de interés se clona en el
vector pSFV1 que sirve como molde para la sintesis in vitro
del ARN recombinante. El1 ARN se utiliza para transfectar
células de mamifero tales como células BHK-21. El ARN
recombinante de las células dirige su propia replicacidén y
proteccidén dando como resultado la produccidén de proteinas

heterdlogas.
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El plasmido pNIV2870 se digirié con Pvul; los
plésmidgs PNIV4106, pNIV4110, pNIV411l4, pNIV4116 y pNIV4118
se digirier;n con Spel antes de la transcripcidén del ARN.
Después de una eitraccién con fenol seguida por una
precipitacidén con etanol, se usaron 2 pg de ADN linealizado
como molde para la produccién de ARN. Se usaron
aproximadamente 5 ug de ARN para la transfeccién, por
electroporacién, de aproximadamente 8 x 10° células BHK-21.
Todos los procedimientos experimentaies para la produccidn
de ARN y 1la transfeccidén de células se detallan en
Lijestrom y Garoff (Bio/Technology, 1991, 9, 1356).

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

a) pNIV4104, F, HN,.

Los ELISA se realizaron usando mAb 2072 anti-HN MuVv
(O6rvell, 1984, J. Immunology 132, 2622-2629) o 20RG45, un
suero de cabra anti-RSV (Fitzgerald; U.S.A) para recubrir
las placas de microvaloracién, y un suero policlonal de
conejo anti-SBL-1 (MuV) o mAbl9 anti-F RSV (G. Taylor,
Inst. of Animal Health, Compton Lab., U.K.) como anticuerpo
de captura.

La radioinmunoprecipitacién del producto marcado con
**S-metionina se hizo wusando mAb2072 (Orvell) y 1los

productos se resolvieron en SDS-PAGE al 7,5%.
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b) pNIV41l1l0, F.., HN..,

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

La radioinmunoprecipitacidén se realizé usando mAb4830
anti-HN PIV3.

c) pNIV4106, F.;,; Gy

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

La radioinmunoprecipitacidén se realizd usando el mAb
anti-F,,; 3283 (Behringwerke).

d) pNIV41118, F,., HN,.,

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

La inmunoprecipitacién del producto marcado se realizd
usando mAb 2072 anti-HN MuV.

e) pNIV4114, F,,, X Gy

Las placas ELISA se recubrieron con anti-F MuV
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monoclonal 5414 (Orvell) o mAb anti G, (Chemicon) y se usd
un suero de conejo anti-SBL-1 como anticuerpo de captura.
£) pNIV‘.Ills';‘» F,,, x HN,.,

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

g) gNIV2870, Frey X Ggey

Los ELISA se realizaron usando 20RG45, un suero de
cabra anti-RSV (Fitzgerald, U.S.A.) para recubrir 1las
placas de microvaloracién‘ y el mAb 19 anti-F RSV (G.
Taylor, Inst. of Animal Health, Compton Lab., U.K.) como
anticuerpo de captura.

B) Expresidén en células CHO (transformantes esgtables)

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

matraces de 90 cm’. Los transformantes GS se ensayaron con
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respecto a los productos recombinantes cuando las células

alcanzaron una confluencia de aproximadamente un 80%. El

procedimiento sigue al descrito en Cockett y col

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

Los

ELISA y la

radioinmunoprecipitacién de

los

productos radiomarcados se realizaron usando los mismos

procedimientos que se han descrito‘anteriormente para el
sistema pSFV1.
Resultados
PSFV1 CHO
Productos Expresidn Secrecién Expresién Secrecidn Tamafio
quiméricos (kDa)
Prsy Grsv + + + + +130 Productos
Fpres HNppoy + - indetectable homo-
Fuyw HNyyo + - indetectable #135 quiméricos
Fosy HNyyy + + + + +130
PrgeHNeryy + + + + +130 Productos
Pores Grsv + + + + +130 hetero-
Feros Huuv + + + + +130 quiméricos
Puur Gasy + + + + +130
Puov HNproo + + + + +120
Expresidon en Células de Insectos
a) Expresién en células de lepiddpteros
El vector pAcUWS1 un vector lanzadera para

bacterias y células de lepidépteros..

Una secuencia que

(N
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codifica proteinas heterdlogas puede insertarse cadena
abajo del promotor pl0 de baculovirus o cadena abajo del
promotor de.la polihedrina.

El vector pAcG67 es un vector lahzadera para bacterias
y células de lepidépteros que contiene la secuencia sefial
de gp67 cadena arriba de un sitio de clonacidén maltiple. Un
gen heterdélogo puede insertarse en uno de los sitios de
clonacibén y se expresard como una proteina de fusidén del
péptido seflal de gp67 bajo el control del promotor de la
polihedrina. El péptido sefial de gp67 media la secrecién de
la proteina recombinante.

El plésmido recombinante pAcﬁWSl O PpAcGP67 puede
transfectarse junto con ADN linealizado de baculovirus en
células Sf9 (Baculogold DNA, PharMIngen). Esto conduce a la
generacién de un stock de baculovirus recombinantes. La
expresién de la proteina heterdloga recombinante se obtiene
por infeccidn de las células de insectos con el baculovirus
recombinante.

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

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

Los ELiSA se realizaron usando suero de cabra anti-RSV

20RG45 (Fizgerald) para recubrir las placas de

microvaloracién y mAbl9 anti-F RSV (G. Taylor) como

anticuerpo de captura.

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

El medio gastado de las células infectadas por
baculovirus 3546 o por 5V dio resultados positivas en el
ELISA. El nivel de expresidén, que dependia de la linea de
células hospedadoras (SF9 o High Five), de la multiplicidad

de la infeccidn, del medio (suero de ternero fetal

suplementado o medio sintético sin suero), fue al menos 10

veces mayor gque el obtenido con un clon de CHO-KI

recombinante obtenido por transfeccién con pEE14 Fy,, (1-
526) HN,,,, (70-572)bis.

Ademas, el medio gastado de las células infectadas con
baculovirus reaccioné positivamente en la transferencia de
Western. En las inmunotransferencias estaba presente una
banda cerca de los 110 kDa. Estos resultados confirman la

secrecidn de la proteina Fpe-HN,; quimérica en el medio de

las células Sf9 y High Five infectadas con los baculovirus

recombinantes.
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b) Pufificacién del producto recombinante
| La§ células SF9, adaptadas al medio sin suero, se
infectaron 'con baculovirus recombinantes purificados en
placa V5 o 3546. Las células se desarrollaron en suspensién
en matraces Erlenmeyer de 500 ml en medio SF900II (Gibco
BRL) . Los medios de las células infectadas con virus se
recogieron dos dias después de la infeccidén. El1 producto
soluble de Fg.,-HN,;,; se purificdéd del medio de las células
infectadas por cromatografia de afinidad usando un
anticuerpo monoclonal anti-F RSV, mAbl19. E1 anticuerpo
monoclonal anti-F se acopldé a Activated CH Sepharose 4B
(Pharmacia) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
gel de inmunoafinidad se lavd tres veces con 10 volilmenes
de lecho de tampdén A (tampdn fosfato 20 mM, pH 6,4, NaCl
150 mM) antes de la introduccidn de:la muestra. Después de
16 horas a 4°C, el gel se lavd con tampdn A y el producto
quimérico se eluyd con &cido fosférico 100 mM. La proteina

eluida se neutralizdé inmediatamente con un décimo del

volumen del tampén fosfato 1 M, pH 7.

La SDS-PAGE de la pfoteina Fpey-HNppy; purificada por

inmunoafinidad reveld la presencia de una banda proteica
principal de aproximadamente 110 kDa. Esta proteina se
visualizd por tincién con azul de Coomassie del gel y se
hizo reaccionar con el anticuerpo monoclonal anti-Fgg

(mAbl9) o con el suero policlonal (20RG45) sobre
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inmunétransferencias (Fig 25).
c) Produccidén de anticuerpos policlonales

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

La respuesta de anticuerpos se siguid usando un suero
de cabra anti-RSV (20RG45, Fitzgerald, USA) para recubrir
las placas de microvaloracidén, y suero de ratdén anti-FHN
como anticuerpo de captura. Los antigenos usados fueron el
Fagsy-Drosophila o el Fgg,-HN,,,, derivado de CHO, expresado en
baculovirus, y se usb el medio de células CHO transfectadas
por pEEl4 como control negativo.

3 de 4 sueros de ratones recogidos después de la
segunda inyeccidén mostraron algunas respuestas especificas

pero bajas. Sin embargo, los sueros de ratones recogidos

§25 después de la tercera inyeccién mostraron un alto aumento

i
i
|
l
!
|
|
!
i
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en el nivel de anticuerpos especificos.
b) Respuesta de conejos

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

dcido nucleico que codifica para la proteina de fusidn de

6«
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RSV qﬁe carece del dominio de anclaje a la membrana unida

a la hemaglutinina-neuraminidasa de PiV3 que carece del
{dominio de sefial-anclaje, Fy,, (1-526) HN,,, (70-572) para

! la expresidén en células de mamifero.

1 En la Fig. 26 puede encontrarse una tabla que muestra
1 .
%la comparacidén del uso de codones encontrado en el mdédulo

! FeevHNp;ys cOn el encontrado en un gen humano con una alta

l

' expresidén. Como se indica, los codones més prevalentes
| : !

|

rencontrados en el mbédulo F 4 HN,,,, tienen una A o una T en

'su tercera posicién degenerativa, mientras que los codones

| . ; .
.prevalentes humanos tienen una C o una G. Para mejorar 1la
|

;expresién de la proteina FyHN;;,, se modificé de nuevo la

'secuencia codificante entera por ingenieria genética para
|
|

iajustarse mejor al uso de codones humanos. La secuencia
|

imodificada por ingenieria genética se obtuvo usando
i

loligonucledtidos largos, 1la reaccidén en cadena de la

:

}polimerasa (PCR) Yy procedimientos de clonacibn

%convencionales.

Modificacidn de la secuencia codificante del médulo F. HN,,,
@or ingenieria genética

5 La secuencia sintética entera se re¢uper6 uniendo tres
%ragmentos de PCR (A, B y C). La estrategia general para
ﬁbtener cada fragmento de PCR- se representa
;squeméticamente en la Fig. 27. Consta del montaje de
bligonucleétidos largos solapantes en uné primera vuelta de
i
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amplificacién. El fragmento de tamafio completo resultante
se amplifica adicionalmente usando éos cebadores cortos
localizados en céda_uno de sus extremos.
Construccidén del fragmento A

El primer fragmento de PCR, que corresponde a 18 bases
que codifican sitios de restriccién, seguidas por las bases
1 a 1269 de FpHN;y,, seguidas por 8 bases que codifican
sitios de restriccibén, se obtuvo .por gl montaje de PCR de
18 oligonucledétidos solapantes (Fig. 28). Este fragmento se
ha insertado en el vector de clonacién pCRIITOPO
(Invitrogen) . Después de la secuenciacién del fragmento, se
recuperd del vector pCRIITOPO por una digestién con Xbal y
BsrGI y se insertdé en los sitios correspondientes de
PNIV4120. El mdédulo correspondiente a FyHN,,,, con las bases

1 a 1264 humanizadas después se recuperd por una digestién

tcon Xbal y EcoRI y se insertd en los sitios

correspondientes de PEE14 (Fig. 29) generando

PEE14xFp humHN,,, .
Construccidén del fragmento B

El segundo fragmento de PCR, B, que corresponde a 13

bases que codifican sitios de restriccién Gnicos seguidos

| por las bases 1264 a 2136 de FpgHN,,,,, se obtuvo montando

10 oligonucledtidos cuyas secuencias pueden encontrarse en

la Fig. 30. Este fragmento se ha insertado en el vector

25 |pCRIITOPO y se ha secuenciado. Este fragmento se ha
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!recupérado por una digestidén con BrsGI y KpnI.
Construccién del fragmento C

El tercer fragmento de PCR que corresponde a las bases

| 2023 a 3039, seguido por 6 bases extra que codifican un

sitio EcoRI, se ha montado a partir de 1los 15
oligonucledtidos mostrados en la Fig. 31. Este fragmento se
ha insertado en el vector de clonacién PCRIITOPO y se ha
secuenciado. Este fragmento se ha‘recuﬁerado por digestibn

con KpnI y EcoRI (Fig. 31).
|
i

|

1 La secuencia <codificante entera con codones

Construccién de la secuencia codificante entera

loptimizados de FreHN,iy; Se ha obtenido mediante montando los

)fragmentos A, B y C como se muestra en la Fig. 32.
ipNIV4120, en el que el fragmento de PCR A ha reemplazado a
la secuencia original (véase la Fig. 29) se digiridé con
| BSTGI y EcoRI. La secuencia original se eliminé y se
reemplazé por el fragmento B BsrGI-KpnI y el fragmento C
KpnI-EcoRI. El1 mbédulo con 1los codones optimizados se
| recuperd del vector PCRIITOPO con Xbal y EcoRI y se insert6
‘en los correspondientes sitios del K vector pEEl4. El
pléasmido resultante, pEE1l4F.,humiN,,hum, codifica para la
secuencia codificante humanizada entera. La secuencia de
'los &cidos nucleicos de FyHN,;,; humanizado se muestra en

la Fig. 33.

Expresidén en células CHO-KI
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La pEE14F,,,humHN,,,, recombinante (véase la construccidn
|
del fragmento A, anterior, 0  pEEl4F humHN,,hum

recombinante, véase la construccidén de la secuencia

codificante entera, mostrada anteriormente) se transfectd

iusando el reactivo FuGene (Boeringer Mannheim), usando 5 ug
%de ADN por 1,25 x 10° células. Las células CHO-KI se
desarrollaron en medio GMEM-S. Los transfectantes GS se
seleccionaron mediante la adicién de metionina sulfoximina
;25 pM al medio de cultivo dos dias después de la
transfeccién. Después de diez a catorce dias, se
seleccionaron las colonias resistentes y se transfirieron
a placas de 96 pocillos. Cada transformante después se
!transfirié a placas de 24 pocillos y posteriormente a
matraces de 80 cm’. Los transformantes GS se ensayaron con
irespecto al producto recombinante cuando las células
alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 80%. El
procedimiento sigue el descrito en Cockett y col.
(Bio/Technology, 1990, 8, 662-667). Alternativamente, la
expresién se evaludé de tres a cinco dias después de la
ladicién de butirato sédico (2 mM) en el cultivo celular.
Para comparar el nivel de expresidén con el de FpHNpy,
no humanizado, se realizaron ensayos ELISA usando 20RG45,
un suero de cabra anti-RSV (Fizgerald, U.S.A.) para

recubrir las placas de microvaloracidn y el mAbl9 anti-F de

RSV (G. Taylor, Inst. of Animal Health, Compton Lab, U.K.)
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i como anticuerpo de captura. El nivel de expresidén se estimd
usando -un Fa-gpgy purificado expresadc en el sistema de
Drosophila;:

El nivel de expresién del producto expresado no
humanizado por PEE14Fg,HN;,, no excedia de 0,03 mg/l y de
0,1 mg/l cuando se afladia butirato sédico al medio de
cultivo. El nivel de expresibén del producto parcialmente
humanizado expresado por pEEl4F}WhumHN;w, alcanzé 1 mg/ml
'y hasta 3 mg/ml cuando se afiadié butirato sédico al medio
10 ! de cultivo. Por lo tanto, la humanizacién de la secuencia

codificante para 1los aminoacidos 1-423 de los 1029

aminodcidos aumentd el nivel de expresidén hasta 30 veces
(véase la Figura 34a).

| El nivel de expresién del producto totalmente
15 rhumanizado expresado por pEEl4F§whumHwahum fue al menos

de 2 mg/1 y alcanzd hasta 50 mg/l cuando se afiadié butirato

, 86dico al medio de cultivo. Por lo tanto, la humanizacién
ide la regidén codificante entera de F.4HN,;,, aumentd el nivel

:
de expresidén de al menos 200 a 500 veces (véase la Figura

20 ; 34Db).

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

25 jque carece del dominio de sefial-anclaje, F,, (1-482) H,,
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(59-617) para la expresidén en células de mamifero.

En-la Fig. 35 puede encontrarse una tabla que muestra
la comparacién del uso de codones encontrado en el mdédulo
F,wHw con el encontrado en un gen humano de alta expresidn.
Como puede verse, las frecuencias del uso de codones de
este gen quimérico son Dbastante jdiferentes de las
prevalentes en ei genoma humano. Para %ejorar la expresidn
de la proteina F,.Hy, se ha nmdifiéado por ingenieria
genética la secuencia codificanté entera para ajustarla
mejor al uso de codones humanos. La secuencia modificada
por ingenieria genérica se obtuvo usando oligonuclebtidos
sintéticos largos, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y procedimientos de clonacién convencionales.
Modificacién por ingenieria genética de 1la secuencia
codificante del médulo F, H,,

La secuencia sintética entera se recuperd uniendo
cuatro fragmentos de PCR (A, B, C y D). La estrategia
general para obtener cada fragmento de PCR se representa
esquemdticamente en la Fig. 36. Consta del montaje de
oligonucledtidos largos solapantes en una primera vuelta de
amplificacién. E1 fragmento de tamafio entero resultante se
amplifica adicionalmente usando dos cebadores cortos
localizados en cada uno de sus extremos.

Construccidén del fragmento A

El primer fragmento de PCR, que corresponde a 13 bases
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;que eépecifican sitios de restriccidn y un motivo consenso
de Kozak seguido por las bases 1 a 1026 de F,,H,, se obtuvo
por el montaje de PCR de 12 oligonucleétidos solapantes
(Fig 37). Este fragmento se ha insertédo en el vector de
clonacién  pCRIITOPO (Invitrogen) . Después de la
secuenciacién del fragmento, se recuperd del vector

PCRIITOPO por una digestién con XbaI y TspRI y se purificd

un fragmento de 963 pb, conduciendo al fragmento A.

Construccidén del fragmento B

El segundo fragmento de PCR, B, que corresponde a las
bases 965 a 1712 de F,Hy Se obtuvo montando 9
oligonucledtidos cuyas secuencias pueden encontrarse en la
Fig. 38. Después de su insercidén en ei vector pCRIITOPO y
' de su secuenciacién, este fragmento de 785 pb se ha
recuperado por digestidén con TspRI y Aval.

Construccién del fragmento C

El tercer fragmento de PCR, C, que corresponde a las

bases 1712 a 2485, se ha montado a partir de los 11
oligonucledétidos mostrados en la Fig. 39. Se ha insertado
en el vector de clonacién PCRIITOPO y se ha secuenciado.

Este fragmento de 774 pb se ha recuperado por digestidn con

Aval y Apal.
f
| Construccién del fragmento D

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

bases 2485 a 3139 seguidas por 8 pb que especifican un solo
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sitio - de restriccidén, se ha montado a partir de los 8
oligonucleétidos mostrados en la Fig. 4@. Este fragmento se
ha insefﬁadélen el vector pCRIITOPO y se ha secuenciado. Se
ha recuperédo un fragmento de 657 pb después de la
digestidén con Apal y EcoRI.
Construccidén de la secuencia codificante entera

La secuencia codificante con codones optimizados
entera de F,.Hy,, se ha obtenido mediante el montaje de los
fragmentos A, B, Cy D e insertandb el médulo digerido con
XbaI y EcoRI en los sitios correspondientes del vector
pEE14 (Fig. 41). El pléasmido resultante, pEE14F,  umH,hum,
codifica para una secuencia humanizada que codifica para

los aa 1-482 de la proteina de fusidén del virus de la

! parotiditis, seguidos por los aa 59-617 del virus del

i

sarampidén. Las secuencias de écido nucleico y de
aminodcidos humanizada y original de F,,H,, se muestran en
la Fig. 42.
iii) Purificacidén y andlisis de FHN expresada en CHO-KI
a) Purificacién

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

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

Cuando se expresd en ausencia de Butirato Na, la FHN

~purificada migrdé sobre SDS-PAGE, en condiciones de

calentamiento y redﬁcéién, principalmente como una banda de
110 kDa. Por el contrario, la FHN se visualiza como un
triplete de 110, 120 y 130 kDa cuando las ‘células CHO se
cultivan con butirato. El calentamiento tiene un efecto més
drastico que el reductor sobre la migracién electroforética
de FHN. De hecho, se detectan claramente especies de alto
peso molecular en la preparacién cuando la electroforesis
se realizaba sin el calentamiento, [ lo que sugiere la
presencia de agregados u oligbémeros de FHN. Estos agregados
no parecian estar contaminados por proteinas CHO. Los
anticuerpos dirigidos contra proteinas CHO no reconocian
especificamente ninguna banda de 1la transferencia de
Western. Se realizd un andlisis de glicano usando varias
lectinas especificas para diferegtes radicales de
carbohidrato. Sorprendentemente, la FHN no llevaba &acidos
sidlicos o estructuras con alto contenido de manosa, sino
carbohidratos de tipo de galactosa-acetil-galactosamina

caracteristicos de las N- y/o O-glicosilaciones de 1los

. hibridos.

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

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

La presencia ‘de agregados u oligbémeros en las
preparaciones de FHN se confirmé mediante andlisis de
exclusién molecular y las proteinas se detectaron por
difusidén devlug laser. Fueran cuales fueran las condiciones
de cultivo (con butirato o sin butirat@), entre un 50% y un
65% de las poblaciones de FHN presentaron un peso molecular
mayor de 10° Da, lo que demuestra que la FHN se agrega. De
un 5 a un 15% de estas proteinas tienen un peso molecular
que varia entré 400 y 900 kDa, mientras que de un 30 a un
35% son FHN monomérica. i
b) Anadlisis de inmunoglobulinas en éuero
Protocolo de inmunizacién |

La proteina FgeHN;y; se purificéd a partir del medio de
cultivo gastado de las células CHO-KI transfectadas por la
PEE14FshumbN,;hum recombinante mediante cromatografia de
inmunocafinidad como se describe (Purificacién del producto
recombinante expresado en célu1a§ SF9 infectadas
recombinantes ae baculovirus). El prodﬁcto se inyectd en 7
grupos de ratones Balb Cl como se desc?ibe en la siguiente
tabla 1.

Respuesta humoial dirigida contra la ﬁroteina FHEN

Se determindé la respuesta humoral dirigida contra la
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proteina FHN. Para este fin, se recubrieron placas ELISA
con la proteina FHN purificada por inmunoafinidad.’
IgG Total (%ig 43)

Pafa detectar.ia IgG total contra-FHN, las placas
ELISA se recubrieron con 200 ng de proteina FHN purificada
por inmunoafinidad, después las placas se saturaron y se
aplicaron diluciones del segundo suero sanguineo de
ratones. Las IgG totales se detectaron wusando suero
biotinilado dirigido contra IgG de ratédn.

IgGl (Fig 44)

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

IgG2a (Fig 45)

Para detectar la IgG2a anti-FHN especifica, las placas
ELISA se recubrieron con 100 ng de proteina FHN purificada
por inmunoafinidad, después las placas se saturaron y se
aplicaron diluciones del segundo suero sanguineo de
ratones. La IgG2a se detectd usando suero biotinilado
dirigido contra IgG2a de ratén.

Se determindé la concentracién de cada suero, se

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

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

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

Inmunogenicidad de FHN en ratones

1 Grupo [n Vol (ruta |Antigeno Inmuno-  |tampén  |conservante
(b estimulantes
5 Naturaleza|dosis
| (vg)
: 1 12[2x50 [IM |[FHN 2 3D-MPL/ |PBSmod |Pajaconc. de

| tiomersal

Qs21 pH74 (1pg/ml)

2 1212x50 {IM [FHN 2 Al(OH)3 |PBS mod |bajaconc.de

|
|
|
I tiomersal
i pH7,4  |(1ug/ml)
| 3 12 |2xS50 |IM  [FHN 12 / PBS mod |Pajaconc. de
j i tiomersal
10 pPH7,4  |(1ug/ml)
4 122x50 {IM |/ i 3D-MPL/ |PBS mod |[bajaconcde
g tiomersal
QSs21 pH 7,4 (1pg/mi)
5 121/ / sintratar |/ / / /
6 12 {2x30 |INA {RSV vivo / / /
7 12 12x30 |{INA [PIV-3vivo / / /
15
IM = intramuscular
INA = intranasal
205
|
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Antigeno {cC. pg/ml Tampon

RSV vivo (6,2
logPFU/ml
PIV-3 16,7

———

vivo logPFU/ml
|FHN 120 (2,5ml) |PBS
pH73

10 Programa de tiempo:

Inyeccién 1 Dia 0

Inyeccién 2 = Dia 28

Primera Hemorragia Dia 28

1

Segunda Hemorragia Dia 42
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Tabla 2: Respuesta de anticuerpos en suero contra FHN

Se ~determinaron las IgG totales, la IgGl y la IgG2a

para cada .suero de ratdén. Después se calculdé la

concentracién media para cada grupo y Se presenta en la

|
|
5[ tabla.
‘ Grupo | Inmunégeno IgG total IgG1 IgG2a 1gG1/1gG2a
i n°
i
| 1 FHN + 3D- 1182000 109800 | 305500 036
| MPL/QS21
|
104
2 FHN +Alumbre | 182200 127100 | 4429 287
3 FHN 44990 22760 | | 1941 11.73
4 Adyuvante = del 49 32 ND ND
grupo 1
15
S no tratado 52 ND ‘ ND_ ND
6 RSV vivo 12840 748 2718 027
! ¥ PiV3 vivo 10860 2758 [ 2320 1,19
20

ND = no determinado, siendo la concentracidén baja

Referencias
Haas, J., Park E-C y Seed B., Codon usage limitation in the

25| expression of HiV-1 envelope glycoprotein, Current Biology,
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Habiendo descrito la invencidén como antecede se

declafa.como propiedad lo contenido én las siguientes
S REIVINDICACIONES

1. Un pfbcedimignto para preparar una proteina
heteroquimérica o un derivado inmunogénico de la misma que
comprende un fragmento inmunogéﬁico de la proteina de
fusién (F) de RSV, PIVl, PIV2, PIV3, MV o MuV y wun
fragmento inmunogénico de la proteina de unién (G, HN o H)
de RSV, PIVI, PIV2, PIV3, MV o MuV, procedimiento que
comprende la expresidén de un ADN recombinante que codifica
la proteina heteroquimérica o el derivado inmunogénico de

la misma en células CHO y la recuperacidén de la proteina.

2. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacién 1

en el que el ADN que codifica la proteina heteroquimé-

. 0 ""' . .
rica tiene un coAddn optimizado con respecto por lo me-
nos a un cgﬁéén en el gen natural o ADN.

3. Una proteina heteroquiméricé o) un derivado
inmunogénico de la misma, que comprende un fragmento
inmunogénico de la proteina de fusién (F) de RSV, PIV1,
PIV2, PIV3, MV o MuV y un fragmento inmunogénico de 1la

proteina de unién (G, HN o H) de RSV, PIV1, PIV2, PIV3, MuV
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o MV, con la condicién de que cuando uno de los fragmentos
inmunogénicos procede de RSV F, RSV G o PIV3 F, PIV3 HN, el
otro frégmehto inmunogénico.procede de MuVv F, Muv HN, MV F,

MV H, PIV1l F, PIV1 HN, PIV2 F o PIV2 HN.

4, Un procedimiento para preparar una proteina
heteroquimérica o derivado inmunogénico de la misma de

acuerdo con la reivindicacidén 3, procedimiento que

comprende expresar un ADN recombinante que codifica la

proteina heteroquimérica o el derivado inmunogénico de la
misma en uno cualquiera de: células CHO o células de

insecto, y recuperar la proteina.

5. Una proteina de acuerdo con la reivindicacién 3, en la
que el fragmento inmunogénico de la proteina F carece del

dominio de anclaje a la membrana en su extremo C-terminal.

6. Una proteina de acuerdo con las reivindicaciones 3 &
5, en la que el fragmento inmunogénico de la proteina G, HN
o H carece del dominio de sefilal/anclaje en su extremo N-

terminal.

7. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3, 5 6 6, que estd unida a través de un

aminodcido de la parte C-terminal del fragmento
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inmundgénico de la proteina F de RSV, PIV1l, PIV2, PIV3, MV
© MuV a un aminoécido de la parte N-terminal del fragmento
inmunogénicé,de la proteina G de RSV, la proteina HN de

pPIVl, PIV2, PIV3, MuV o la proteina H de MV.

8. Una proteina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3, 5, 6 6 7, que comienza en su extremo N-

terminal con una secuencia sefial de la proteina F de RSV,

PIVl, PIV2, PIV3, MV o MuV.

9. Una proteina de acuerdo con una cualguilera de las
reivindicaciones 3, 5, 6 6 7, gue comienza en su extremo N-
(“-("""\ ,

terminal con una secuencia sefial de{ TPA.

A\,
e

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

lider de ubiguitina.

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

polihistidina.

12. Una proteina de acuerdo con la reivindicacidn 10 & 11,
gue comprende un sitio de escisién para escindir la

secuencia lider de ubiquitina y/o la éola de polihistidina.
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13. Una proteina heteroquimérica ‘de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5 a 11, que se
selecc:f;)na.'-:_éntre el grupo compuesto por:
Fs*a‘RSVXHI\Ts"a'MuV i
Fs*a’PIV3 x HNs a'MuV;
Fs*a™MuV x Gs'a'RSV; o
Fs*a'MuV x HNs a'PIV3, ©

derivados inmunogénicos de las m'isma‘s.

14. Una proteina heteroquimérica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 3 &6 5 a 11, que se
selecciona entre el grupo compuesto por:

Fs*a'MuV x Hs'a™MV; o

'Fs*a’RSV x HNs a'PIVl1; o

Fs*a’RSV x HNs a'PIVZ, ©

un derivado inmunogénico de las mismas.

15. Una proteina heteroguimérica que es:
Fs*a~ (1-526) RSV x HNs'a~ (70-572) PIV3,
Fs*a~ (1-492) PIV3 x Gs a  (69-298) RSV,
Fs*a- (1-526) RSV x HNs"a~ (70-572) PIV3 bis,
Fs*a" (1-526) RSV x HNs'a~ (70-572) PIV3 ent his, o
STPA (1-21) UB (1-74) ent Fs'a” (24-526) x HN s"a” (70-

572) PIV3, o un derivado inmunogénico de las mismas.
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16. ADN recombinante que codifica una  proteina
heteroqqimérica.o un derivado inmunogénico de la misma de
acuerdo con una cualquiera de las reivindi;ac?gnes 365 a

15.

7. Un ADN recombinante conforme al punto 16,
en el cual por manipulacidn se optimiza el uso

de condones en un reemplazomtuo de los mismos

donde uno de ellos codifica el mismo aminoadcido.

18. Un vector de expresidn que comprende ADN recombinante

de acuerdo con las reivindicaciones 16 a 18.

19.  Un hospedador transformado con el ADN de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 o con un

vector de acuerdo con la reivindicacién 19.

20.  Un hospedador de acuerdo con la reivindicacién 20, que

es una célula CHO.

2% . Un hospedador de acuerdo con la reivindicacién 21, que

es una célula de insecto. O
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22. Una composicidén de vacuna que comprende una proteina
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0
5 a 13, o un derivado inmunogénico de la misma, en mezcla

con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

23, Una composicién de vacuna de acuerdo con la

reivindicacién 23, que comprende ademds monofosforil lipido

A 3D y/o QS-21.

24, Una composicién de vacuna de acuerdo con las
reivindicaciones 23 &6 24, en la que el vehiculo es una

emulsidén de aceite en agua.

25. Una proteina heteroquimérica o un derivado
inmunogénico de la misma de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 3 6 5 a 15, para uso en medicina.

26. Un procedimiento para la produccién de una proteina
heteroquimérica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 3 6 5 a 15, procedimiento que comprende
expresar un ADN recombinante que codifica dicha proteina o
un fragmento inmunogénico de la misma en una célula

hospedadora y recuperar la proteina.

27. Un procedimiento de tratamiento de un ser humano o
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animal susceptible a infecéiones virales por paramixovirus,
que comprende administrar una cantidad eficaz de una vacuna
de acué;do'ébn una cualquiera de las reivindicaciones 23 a

25,

28 Proteina heteroquimérica o derivado inmogénico de

.1la misma, de acuerco con cualquiera de las reivindica-

ciones 3 o 5 a 15 anteriores, como ingrediente en la
preparacidn de compuestos médicos para el tratamiento de

transtornos respiratorios.
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Resumen
Nuevosgs Compuestos
Sevdesériben proteinas heteroquiméricas o derivados
inmunogénicés de iaé mismas que comprenden fragmentos
inmunogénicos de glicoproteinas de fusién y de unién de
RSV, PIVl, PIV2, PIV3, MV y MuV. Tales proteinas
heteroquiméricas pueden expresarse, en particular, en
células CHO y pueden usarse en composiciones de vacuna para
tratar trastornos respiratorios tales como los producidos

por antigenos virales de paramixovirus.
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Figura 1
|
|
i
|
pNIV2819
J
I
|
i Fs'a
i < >
HindIIl BamH] Pstl Nsil BamHI
G 8 aa 18-489
l ATG - STOP
! ‘
| 4
i PCR 64pb PCR 121pb
(aa1-17) (aa 490-526)
1593 pb
|
|
|
i
\
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Figura 2
|
|
PNIV2820

|
HindIll BamHI Nl BamHI EcoRl
i
U |
| v_ YV . ‘
; aa 409-526 ‘ pUC19

ATG STOP

Fs'a-
f Sustitusion del fragmento Nsil-EcoRI
‘ de pNIV2819 por la pieza de ADN
Nsil-EcoR! generada por PCR
que corresponde a los aa,y - @dg74
v
|
HindIII BamHI Nsil EcoRV EcoRI
Y * l
v \ 4 l
aa 409-574 -—pUC19
ATG STOP

A
v

Fs'a'




PNIV2841

\
|
l
i

|
i
|
|

Kpnl Neol

3/73

Nsil BamHI

EcoRI Sacl ATG

<
<

.

EcoRI HindIII

'_l__l_ pUCI19

STOP

o >

Fs'a’ (aa 1-490)

Pas i

G (aal65-176)
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A) Adaptadores sintéticos

5'C ATG AAT GAT CAA GGC TTG AGC AA 3
TTA CTA GTT CCG AAC TCG TTA GTC [SEC ID NO: 1]

|
i
BspHI Bbsl

|
|
|
|
B) pNIV4102
HinciHII BamHI BspHI Bbsi BamHI
. |
J'jt 4 Frsy 1-526 iy HN,, 60-582  |v pUCI19
r G
ATG | STOP
C) pNIV4104
BamHI BamHI

l Frsy 1-526 l HN,,y 60-582 _l_pSFVI
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- Figur

)
o

A) Adaptadores sintéticos

5' ¢ ATG AAC AAT GAG TTT ATG GAA GTT ACA GAA AAG ATC CAA
| TTG TTA CTC AAA TAC CTT CAA TGT CTT TTC TAG GTT

B;SPHI
ATG GCA TCG GAT ATT AT 3’
TAC) CGT AGC CTA TAA TATA [SEC ID NO: 2]
l Asel
|
B) pNIV4109
N
BamHI AselI BTDHI o BamHI
l . HNpy; 70-572 lﬁ Frev 1-526 l_ pUCI9
If ‘ ' ; : !
| I
; STOP \ ATG
C) pNIV4110
FI
BamHI BamHI
l Frey 1-526 HNpyy 70-572 l__ pSFV1

| ATG . STOP




A) Adaptadores sintéticos
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5'GAT |CTA GAA GAG TCA AAA GAA TGG ATA AGA AGG TCA AAT CAA

Bglll -

AT CTT CTC AGT TTT CTT ACC TAT TCT TCC AGT TTA GTT

AAA CTA GAT TCC ATT GGA AAT TGG CAT CAA TCT AGC ACC3
TTT G?T CTA TGG TAA CCT TTA ACC GTA GTT AGT TCG TGG CAGT G
|

?
|
[SEC ID NO: 3]

I

|
i

l

Maelll

1
B) PNIY‘“ 03
j
BamHI BglIl Maelll HindIII
l Fpy; 1-492 Ghsy 69-298 l—pUC 19
ATG STOP
C) pNIV4106
Smal/BamHI HindIIl/Smal
] ' |
ATG STOP

e
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Figura 7

f
|

A) Adaptadores sintéticos
1 ‘
5'G _EATC TAG AAG AGT CAA AAG AAT GGA TAA GAA GGT CAA ATC
| ATC TTC TCA GTT TTC TTA CCT ATT CTT CCA GTT TAG
Bgl{l
AAA| AAC TAG ATT CCA TTG GAA ATT GGC ATC AAT CTA GCA CCA
TTT| TTG ATC TAR GGT AAC CTT TAA CCG TAG TTA GAT CGT GGT

|

|
CAA' ATG ATC AAG GCT TGA GCA A 3’

GTT! TAC TAG TTC CGA ACT CGT TAGTC ~ [SEC ID NO: 4]
! Bbsl
B) pNIV4117
BamHI BglII Bbsl BamHI

. ':'2_ ‘ !
A ' 1 T

|
i
j - .
| !

| ATG STOP

itf

C) pI;\TIV4118
. BamHI ; BamHI
| l | l
Fp,v3 1‘493 H]\IMW 60“582 __p‘SFVI

| ATG STOP




A) Adaphadores sintéticos
|
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5 ' GAA TGC CGT TAA ATA CAT CAA GAG AGT AAC CAT CAA
A céT CTT ACG GCA ATT TAT GTA GTT CTC TCA TTG GTA GTT

Pstl |

|
CTC CAT CGG TCT CAG TAA GTIT CTAARA 3’

l ATG

GAG GTA GCC AGA GTC ATT CAA GAT TTC AGT [SEC ID NO:
! Maelll
|
, |
. B) pNIV4113
Asp7181 Pstl Maelll Asp718I
v Fyguv1-482 ﬁi Ggsy 69-298 l_pBluescript
ATG STOP
1 |
| C)pNIV4114
|
Smal/dsp718] Asp7181/Smal
ll Fy,v1-482 W Grsy 69-298 l_ pSFV1
! i
] -]
STOP

5
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Figur'g 9
!
{
?

A) Adaptadores sintéticos
\

5’ GTAAGTTCTAAA 3’
| CAAGATTTTTAA  [SEC ID NO. 6]

Bsa]{l EcoRI
B) pNIV4115
‘L
BamHI Bsal (EioRI), BamHI
, l Frpuv 1-482 _l_pBluescript
\ ATG _ STOP
!
|
!
|
C) pNIVﬂllé
|
|
i
BamHI BamHI
|
1’ Fruy 1-482 v _pSFV1
‘} ATG - STOP
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|
!
Figu"ra 10
i
|
A)pNIV4102
|
Himhn BamHI BspHI Bbsl ~ BamHI
| v | ,
| T " i T
| ATG | STOP
|
!
C) pEFM Fs*a RSV x HN s'a” MuV
SlmaI/BamHI BamHI/Smal
| l ‘ l
FRSV 1’526 ‘ l HNMW 60'582 __pEE14
x | |
4 ]
ATG |

STOP
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FiQura 11
]
"z
A) pNIV4105
|
| EcoRI - Xhol
| l S l
ls Frgy 1-526 H HNpy; 70-572 |__5UCI9
] . I
| ATG STOP
|
|
B) pNIV4109
| EcoRI Xhol
| i
} v HN;py, 70-572 ﬂ Fpsy 1-526 ___pUCI9
] o ]
l, STOP ‘ ATG
. C) pEE14 Fs'a RSV x HN s PIV3
‘ EcoRI | Xhol EcoR1
?l - l
\l Fgsv 1-526 HNpy, 70-572 | ¥ 5EE14
| ‘
] T
| ATG ‘ STOP
|
|
|
|
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Figura 12
|
|
1
A) TNIV4103
|
% HindIll BglIl Maelll HindIII
N o
i. Fprv; 1-492 m Grsy 69-298 v _pUCI9
! ‘
| - :
| | | ]
| ATG | STOP
]
|
.

‘

B) pl%iEl4 Fs'a'PIV3 x G sa” RSV
|

HindIll HindIII
* pr3 1'492

Grsy 69-298 _L_pEEM

ATG

STOP

2
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Figu ;la 13
|
|
|
A)pNIV411T
i
!
|
\ HindIIl BglIl Bbsl | HindIII
n l
L v Fopys 1-493 M HN,, 60-582  |v_nucio
| : g S
' 3
o 1
| ATG \ STOP
i
|
-
. HindIIl HindIIl
| v Fopys 1-493 m HN,,,, 60-582 _l___ pEE14
|
ATG | STOP
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Figura 1;’4

|
|
|
|

1
 A) pNIV4113
, l
|
)
|
| Asp718I Pstl Maelll Asp718I
|
Y Fruy1-482 9 Crov09-298 Ti_.pmuescript
L a |
] | I
| ATG . STOP
i
|
|
|
!
|
B) pEE 14 '}Fs*‘a- MuV x G sa’ RSV
!
|
|
SL’naI/Asp718]  Asp7181/Smal
!
|
‘; Fruv1-482 ! Ggsv 69-298 i_pEEl 4
|
|
| ]
" ATG

STOP
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Figura 15

i
i
1
]
i
i

A)pNIV4A115

|
\EcoRI Bsal (EcoRI) | EcoRI
A
| | l
B Fyuv 1-482 bel  HNpy3 54-572 |w  pBluescript
| -
![ i i
] ]
l& ATG STOP
}
|
’
}
|

o

B) pEE\14 Fs"a"MuV x HNs'a PIV3
!
|
EFORI EcoRI

|
| l
v Fry 1-482 m HNpy; 54-572  |v_pEE14
ATG STOP
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‘ Figurz'a 16
|
A) 'p1}11v2857

| Asp718I HindlII
" 3
- . )
; Frey 1-526 Gpsy 69-298 v _pUCI9
! A
] , I
'1 ATG STOP
i

B) pr\/2870
l
|

Smal/Asp718! HindIIl/Smal

l

l

Frey 1-526 I Ggsv 69-298 LpSFVl
ATG

STOP




A) pNIV2857

i

Asp7181

l
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|
|
’
:
’.-
!
l
!
i
|
i
|
1
J
i

|
i
!
|

}

i

,i,

Fogy 1-526

ATG

B) pEi,514 Fs*a RSV x G sa’ RSV

| Smal/dsp718I

HindlIl/Smal

Frev 1-526

Grsy 69-298

_l__pEEM

F 3

STOP
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oy

Fi’gura 1

|
?

A) Adaptadores sintéticos
i i
k |

5 c %TG AAC AAT GAG TTT ATG GAA GTT ACA GAA AAG ATC CAA

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

ATG GCA TCG GAT ATT AT 3

TAC CGT AGC CTA TAA TAT A [SEC ID NO: 7]

il Asel
L |
i B) pNI\‘if4120
’;BamHI ipel BspHI Asel BamHI
] |
;
i| ATG , \ STOP
 C) pEEléi; Fs"a RSV xHN s’ PiV3bis
|
i
E{’»clI/BamHI BamHI /Bell
‘ l
!
Frey 1-526 HNpyy; 70-572bis  |v_ oEE14
- [
ATG \

STOP
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9

i

1
A) Ada;l;tadores sintéticos

Figura 1

oo
Pstl  5°GT GAC GAT GAC GAT AAG CAT CAT CAT CAT CAT CAT TAG

ACGTCE.‘ ACA CTG CTA CTG CTA TTC GTA GTA GTA GTA GTA GTA ATC
|

GGATC&;FGCATG 3 ,
CCTAG@C Sphl [ SECID NO: 8]

~ |
| B) pNIV3340
) Xhol Pstl  Sphl BamHI

v 3 v

H:NPIV3 1 - 5 7 2 Aspx4Lys Hisx6 ¢ |

] pIBI
! P N
o
| | ATG STOP
C) pNIV4120 |
: BamHI Xhol BamHI
N . Iy
“ FRSV 1’526 I-INPKV3 70"'572 ‘ pUC19
1
. ATG STOP
|
C) pEE14 ‘F s’ a RSV xHN s'a” PiV3 enthis
Bar\‘nHI Xhol ‘ BamHI
l Frsy 1-526 HNp 370572 | AspxdLys isx6 l pEE14
T
ATG

STOP

SO2
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Figura’ 20

A) pNIV3475
| EcoRl ’fbal AﬂiI BamHI
;
T .
' Ubiquitina Saccharomyces cerevisiae ¥ _pUC19
1 A
] | I
1 ATG Gly 76
;,

|

B) Ada;‘ntadores sintéticos

|

5'CT AGC ATG CAG ATC TTC GTC AAG ACG TTA ACC GGT AAA ACC

bﬂmlle TAC GTC TAG AAG CAG TTC TGC AAT TGG CCA TTT TGG
,» | '
I ATA ch 3' Xbal
| TAT TqG ATCT
‘ !

: !

O) pNIV*ﬁl22

\
i

[SEC ID NO: 9]

HindIII ‘Nhel Xbal Aflll  BamHI
it |
| | | |
| aa 1-21 sTPA|A-S aa 1-76 Ubiquitina Y pBluescript
| T T
| ATG ATG Gly76
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Figura 21
!

A) pNIV4122

}

Aflll BamHI Spel

aa 1-21 sTPA |Ala-Ser| l l

aa 1-76 Ubiquitina

S
|
1
!
] T
I
|

Gly76

pBluescript

B) Adaptadores sintéticos
1

|
¥ S'TTA AGA CTA AGA GAC GAT GAC GAT AAG TCC AGT CAA AAC
- Aflll ICT GAT TCT CTG CTA CTG CTA TTC AGG TCA GTT TTG

]
t ATC ACT GAA GAA TTT TAT CAA TCA ACA TGC AGT GCA GTC AGC
L TAG T A CTT CTT AAA ATA GTT AGT TGT ACG TCA CGT CAG TCG
| |

| AAA GGC TAT CTT AGT GCT CTA AGA ACT GGT TGG TAT A3' Spel
| TTT CCG ATA GTT TCT CGA GAT TCT TGA CCA ACC ATA TGA TC

 [SEC ID NO: 10]
-

C) pNIV4123
| !

HindiIII AflII Spel
sTPA |a- 1-74 enterok 24-55 F .
” Uzll;quitina - it P Bluescnpt

D5
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|
Flgu‘r\a 22
A) pNIV4123
i
| HindJII Spel
;‘ TPA|a s i-74 ' ¥ :
t‘ s PA|: bkt enlt:ro aa 1-‘2145‘,55 pBluescript
=
| [ |
! ATG ATG ATG
B) pNIV4120 |
ii Xbal  Spel EcoRI
o |
Frsy 1-526 HN;yy; 70-572 pUC19
|
;_ T 1
il ATG STOP
C) pNIV4124
Xba"l Spel | EcoRI
| l l
___sm'? e] 2 [l I34.55 Frsy 56-526 | HNpy; 70-572 [¥__pUC19
| RSV
| ;
| T | |
ATG ‘! | ' SIop
; |
| D) pEE14 sTPA UBI EN Fs'a” RSV x HN s'a” PiV3
3 |
Xbal \‘ Spel EcoRI
} |
| . |
_TpTPAR) LTt fenerola F24-55 Frov 56-526 | HNpy;70-572 ¥ pEE14
RSY .

:
AIG ‘a\ | T

Stop
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Figura 23
!
i
A) pNIV4120

1

BamHI .

|
|
| '
!

BamHI

i FRSV 1‘526 .

t
[ A

HNpyy; 70-572 | ~ pUC19

ATG

b {
Promotor de ’

|

STOP

BamHI

pAcUWS1

polihedrina, Frsy 1-526 n HNpyy; 7Of572
|

/2
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|
Figura 24

!

A) pNIV4120°
|

!
t
!
|

BamHI

HNppy; 70-572°

pUC19

i
'|
| STOP
1
!
?
| ’
B) Adap%adores sintéticos

o ) ‘ _
L 5’ GAT CAA AAC ATC ACT GAA GAA TTT TAT CAA TCA ACA TGC
BamHI' TT TTG TaAG TGA CTT CTT AAA ATA GTT AGT TGT ACG
i

(AGT GCA GTC AGC AAA GGC TA

T CTT AGT GCT CTA AGA ACT
TCA CGT CAG TCG TTT CCG AT

A GAA TCA CGA GAT TCT TGA
I
GGT TGq TAT A 3’ Spel

CCA Acq ATA TGA TC [ SEC ID NO: 11]

: i
C) pNIV4136

%
|
l

l BamHI
Promotor de| l

I sefial de
“Ipolihedrina [—

gpé7

HN,,y; 70-572 pACUWS1

o
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Fig 25: SDS-PAGE (condiciones reducidas) de la proteina F, HN,,,
purzflcada por inmuncafinidad a partir del medio de cultivo
gastado del baculovirus recombinante 3546.
!

kDa: marcador de peso molecular
i

i . [ .

A:! tincidn con azul de Coomassie

B: Transferencia de Western revelada por un suero 20 RG45
pollclonal de cabra anti-RSV

/09
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Fig 25: SDS-PAGE (condiciones reducidas) de la proteina F,HN,..,
pugificada por inmunocafinidad a partir del medio de cultivo
ga%tado del baculovirus recombinante 3546.

kDa: marcador de peso molecular

itincidén con azul de Coomassie
B:i

Transferencia de Western revelada por un suero 20 RG4S
po%iclonal de cabra anti-RSV

i
B

|
A:{
i
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Figura 26: Uso de codones de F, HN,.,, Y genes humanos muy
expresados (hum alta exp) que muestra las frecuencias (x 100) de
los codones individuales para cada uno de los aminodcidos

codificados degenerados, y el codén mas prevalente en negritas.
l

‘. 2 g e . &
‘. RN - o & v E o &
’. - sz s & 22
‘. E Z E 2 E % E 3
| ES - ER z 2
DALGEG 17 3 Gln[TAG 88 37) Leu[TIG 6 10] Ser[AGT 1021
l A 13 i C 12 68 A 2 % c 34 16
’; T 17 35 CUG 58 6 G 9 7
; C 83 11 A 3 23 A 5 27
! T 5 11 T 13 17
| Gh[GAG T 1 C 26 12 C 28 13
Arg[AGG 13 28 A 25 M
{ A 10 56
| jeos 21 o ThACG 15
': A 6 10 LystAAG 81 34 A 14 S6
| T 7 5 Gh[GGG 23 22 A 18 66 T 14 26
'{ C 37 0 A 14 W7 ‘ C 57 12
i T 12 2
\ C 50 19
A‘Fn AAT 2T 62 Phe[TTT 20
(L C 718 38 C 8 37 Tyrﬁi?ﬂ
'i ‘ C 74 2
His[CAT 21 86 . ‘
Alp GAT 25 66 c 79 14
il ¢ 715 34
E Val[GTG 64 1
i, le[ATA 3 & A 5 4
Cw[TOT 3282 T 18 30 T 7 23
1 Cc 68 38 cC 77 2 cC 25 1




e
!
|
|
|
1
I

27/73
F%gura 27: Diagrama esquemdtico de la sintesis por PCR de cada
fqagmento, que muestra sitios de restriccidén tGnicos a lo largo
d% la secuencia (rayas negras) y los sitios de restriccién (A y

B), que permiten la recuperacidén del fragmento de tamafio completo
del vector de clonacién.
LA B
b L L L | Ly
b
. |
| |
’; PCR
P
Lo ]
k —
1 PCR
'1
|

unién e insercién en el vector
de clonacién pcrliTOPO

Secuenciacion

Recuperacién a partir del vector perllTOPO por
restriccion con las enzimas Ay B
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Fmgura 28: Secuencia de los 18 oligonuclebétidos a partir de 1los
c?ales se generd el fragmento A de PCR.

P 1) o;fhhml sec, bases 1-90 de FrsvHNp.vs,  homdlogaa ARNm

1 57 cccTCTAGAGGATCCACCATGGAGCTGCTGATt ttaAARGACCAACGCCATCACCGCCATCITG

i GCC GL GTGACCCTCTGCTTCGCGTLCC

$

{2) o.fhum2.sec, bases 73-163 de FasvHNe.vs,  complementaria inversa a

| ARNm -

rb CCTPAFbGCGCTCRGG”ASCLCTTuCTGACAGCagauCAG"TGGACTGGTAbAﬁCTCCTCuCTG
{ ATGTTCTCCCTGGACGCGARG! CAGAGG

3) olthum3.sec, bases 130-24C de FgayHNp.y3, homdlogaa ARNm

1 5 CCTGAGCGCGCTGAGGRCGGEGTGETACACLAGtGTCATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAG
iGAGAACAAG”” CAACGGCACCGACSGCC

TN

i’: olfhumd.sec, bases 225-310 de FrovHN:jy:, complementariainversa a
|ARNm

|3* GCATCAGCAGCTGCAGCTCEGTCACGGCECTCTTGTACTTGTCCAGCTCCTGCT TGATCAGCTT
?CACCTTGGCGTCGGTGCCGTTG
!5) o0lZhumb.s2¢, bases 295-397 de FgguHNpjys, homodlogaa ARNm

»' CTGCAGCTGCTGATGCAGAGCACCCCCGCCACCAACAACagaGCCAGGCGCGAGCTGCCCAGGT
TCATGRACTACACCCTCARCAACACCRAGAACACCARL

6) olZhumé6.ss¢, bases 378~496 de FesvHNpivs, complementaria inversaa
ARNm

GOTG:PGGACLTTG‘ACAMCGCGATPCPG:TLGCGATGGCGGAGCCCAbGVCCAGCAGGAAGCCCq
GGPA;CGCCtCTTg gCTTCTTGCTCAGGGTCACGT IGGTGTTCTTGGTGTTG

?) oifhum?.sec, bases 430-561 de PFusyHNpiy3, homoéloga a ARNm

%’GTCCAAGGTCCTG”A““TGGAGGGGGAGGTGAACAAGATCAAGAGCGCCCTGCTCTCCACCAAC
AﬁGGCGGTGGTCAG""“”

AL |

Sb olfhumB.sec, bases 543-633 de FpsvHNpivs, complementariainversa a
ARNm

S{ GGGCAGTAatTGCTTGTCGATGTAGTTCT TGAGGTCCAGCACCTTGCTGGTCAGCACGCTCACG
CCGTTGSACAGGCTGACCACCGCCTTG

9) cifhumS.sec, bases 609-676 de FpHNp;u3, homodlogaa ARNm
Sq-TRCA“ GACAAGCARatTGCTCCCCATCGTGAACAAGCAGt cCTGCAGCATCTCTAACATTGAG

1G) olfhumlO.sec, bases 653-732 de FasyHNpiv3, complementariainversa a
ARNm

b'FCTGAACTCCCTGGTGATCTCCAGCAGCCTGTTGTTCTTCTGCTGGAACTCGATCACGGTCTCA
ATGTTAGAGATGCTGE

e
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11) olfhumll.sec, bases 714-787 de FasyHNpiys, homologaa ARNM

5'GATCACCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCgGGCGTCACCACCCCGGTGAGCACCTACATGCTGACC
AACAG?GAGC

12) O%fhum12-secl bases 768-846 de FrsvHNepiv3, complementariainversa a
ARNm !

5’GTTGGACATaAGCTTCTTCTGGTCGTTGGTGATGGGCATGTCGTTGATCAGGGACAGCAGCTCG
CTGTT%GTCAGCATG

13) ol%fhuml3.sec, bases 825-916 de FrgyHNpiy3, homdlogaa ARNm

5’CCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAACGTGCAGATCGTGCGCCAGCAGAGCTACagCATCATGagC
ATCATCAAGGAGGAGGTGCTGGCCTACG
‘

14) olfhum14.sec, bases 900-990 de FrsyHNpsy3, complementariainversa a
ARNm

5’GGTGqTGCACAGGGGGGAGGTGTGCAGCTTCCAGCAGGGGGTGTCGATCACGCCGTACAGGGGC
AGCTGCACCACGTAGGCCAGCACCTCC

B oléhumls.sec, bases 975-1065 de FgsyHNpijy3, homdlogaa ARNm

] 5’CCCCCFGTGCACCACCAACACCAAGGAGGGCTCCAACATCTGCCTGACCC@CACCGACCGGGGC
; TGGTACTFCGACAACGCCGGCTCCGTG '

 16) olfhuml6.sec, bases 1048-1133 de FyseHlerus, complomentaria
inversaa ARNm

15'CTGTT¢ATGGTGTCGCAGAACACGCGGTTGGACTGCACCTTGCAGGTCTCCGCCAGGGGGAAGA
@AGGACAC%GAGCCGGCGTTGTC

; | '
b17) olfhuml7.sec, bases 1116-1210 de FrsvHNpiv3, homéloga a ARNm

25’CTGCGAFACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTCTGCAACATCGACATCTTC
EAACCCCAA§TACGACTGCAAGATtATGacctcc

18) olthmlB.sec, bases 1195-1295 de FrsyHNpiva, complementaria inversa
la ARNm

gggaattcé
ctgctcac
|

] ! |
' [LAS\SECUENCIAS ANTERIORES SON LAS SEC ID NOs: 12 a 29, respectivamente]

gtacacttggtcttgccgtagcaggacacgatggcgcccagggaggtgatcacggag
tcggtcttggaggtCATaATCTTGCAG
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Figura 29: Construccién de pEEl4 F, , humHN,,,,

a) Fragmento A de PCR

g

BsrGl
Xbal
ATG

b) pNIV4120 + Fragmento A de PCR

|

|

|

|

; BstGl

! Xbal ‘ EcoR1

| |

| Fooohom 1-1264 Fro1265-1578XHN, gL plUCI9

|

|

|

|

?,l ¢) pEE14 Fpgohum HNgi,

|

L BsrGl

, Xbal ‘ EcoRl

|

| | - 1 pEE14
—— " Foohum 1-1264 Py 1265 ‘1578XHNPM p
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Fig 30: Secuencia de los 10 oligonucleétidos a partir de 1los
cuéles se generd el fragmento B de PCR

i . - . r

1) olinnnumlY.sec, bases 12€69-1353 de FrevHNsiva, homoélogaa ARNm
b'cggcaagaccaagtctacagoctccaacaagaaccgeggcatcatcaacacctciccaacgyg
ttgcgactacgtgtccaacaag 3'

1

h:olfhnhum20.sec, pases 133€-1428 de FggyHN>;v3, complementaria inversa de
ARNm -
§'cttcacgtacaggctcttgc:ct::tgc:tgttcacgtagtacagggtgttgc:cacggacac
ggrgtecacacecttgttggacacgtagte 3

Lad-——

-

olfhnhum2l.sec, pases 1413-1497 de FesyH¥Nzivs, homéloga a ARNm
gagcctgtacgtgaagggocgagcccatcatcaacttetacgacceecctggtgttecectecga

¢gagttogacgectecatetece 2

1 ) T o W 5 - B9

~—

ARO.I. fhnhum22.sec, bases1483-1599 de FrsvHNpivi, complementaria inversa a
ARNm ,
S'gttcatgatgttgatggtggactigecegegttecacgttgtgcagecagetegtieggacttgeg
catgaaggccaggcectcetggttgatettctegttcacctgggagatggaggcgte 3!

5polfhnhum23.sec, bases 1581-1691 de FasyHNpivs, homologaa ARNm
5”caccaccaacatcatgaacaacgagttcatggaggtgaccgagaagatccagatggcctccga
caacatcaacgacctgatccagtcecggegtgaacacceggetgetgac 3

|

6!) olfhnhum24.sec¢, bases 1677-1779 de FasyHNp:vs, inversa complementaria de
ARNm
5'gatggtgatctcgctgatgaacttccgecaggteggacatctgetgggtcagggagatggggat
g,agt:c:gcacgtggc:ctggatggtcagcagccggg:g 3’

7}olfhnhum25.sec, bases 1761-1865 de TgrgvHNeivs, homébloga a ARNm
S!catcagcgacatcaccatccggazcgacaaceaggaggigeccccccagaggatcacccacga
c?tgggcataaagcccc:qaaccccgacgacttctgg:gc:g 2’

8}olfhnhum26;sec, bases 1849-1967 de FusvENpiv3, complementaria inversa
déARNm
Slgtgcgcacgcagcocgtccacggtggtgggecatggecageaggecgggceccgggecatecagectt
a%cttgggggtcttcatcagggaggggaggccggaggtgcagcgccagaagtcgtc 3!

}
9)0lfhnhum27.se¢, bases 1953-2059 de FpsyBNriv3, homobloga.a ARNm
S'cggectgegtgegcaccecctecctggtgatcaacgacctgatctacgectacacctecaaccet
gétcacccgcggc:gccaggacatcggcaagtcctaccaggtgc 3

lq}olfhnhum28.sec, bases 2043-2154 de FrsvAiNpiviy, complementaria inversa
de/ARNm .
d'cgacttcctgrigtegttgatgttgaaggtgtggsagatcegggggttcaggtcgggecaccag

gtbqqaqttcacggtgatgatgccgatctgcagcacctggtaggacttg

|
i [LAS SECUENCIAS ANTERIORES SON LAS SEC ID NOs: 30-39, respectivamente]
!

\




|
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Fig 31:

!

i1 clfhrim29.sec, bases 2139-2229 de FrsviiNzivi, homéloga a ARNm
|5'cgacaacaggaagtcctgetocctggccctectgaacaccgacgtgtaccagetgtgetecac
igcccaacgtggacgagegetecgactac 3°

i

12, clfhn=am30.sec, bases 2214-2307 de FrguZNziva, cOmplementaria inversa
'a ARNm - -
35'g:tcttgaagcgggtggtggagatggagccgtcgtggttgacqatg:ccagcacgatgtcctc
.gazgccggagctggegtagteoggagegeteg 3

%3)olfh::h'am3l.sec, bases 2292-2398 de Frav=Nojvi, homologa a ARNm
%5’cacccqctt:aagaacaacaacatcagc:tcgaccagccctacgccgccctgtacccctccgt
Fggccccggcetc:actacaagggcaagatca:cttcctgggc 3

d)clfhnhum32.sec, bases 2382-2472 de FasvHNpiv3, COMplementaria inversa

a ARNm

b’ ccgectggatetgeecgggeccaceeggtygigttgecagatggegttetecgttgatggggtgete
taggccgeecgtagcccaggaagatgats 3 ]

i

5)olfhnhum33.seq, bases 2457-2549 cf FrsyHNpiv3, homdloga a ARNm
"cggcaaqacccagcgggactqcaaccaggc::cccacagcccctggttctccgaccgccgcat
ggtgaactccatcatcgtggtgcacasggg 3

%)clfhnh:de.seq, bases 2532-2643 of FreeHNpivy, complementaria inversa
a2 ARNm

%'c:tgttgcccagcagcagcaggcggccc:cggagccccagtagttc:gccgcatggagatggt
?cacaccttcagct:ggggatggagttcaggcccttgtccaccacgatg 3!

|

7)o_fhnhum3S.seg, bases 2628-2726 cf FrevHNpivz, homologa a ARNm
S'getgctgcgeaacaagatctacatctacaccegetcecaccagetggecacagcaagetgeaget
gggcatcatcgacatcaccgactacagegacateeg 3

B8lclfhnhum36.seq, bases 2710-2781 of FrsviNeiv3, complementaria inversa
a'ARNm

ﬂ'ggggcactcgttgttgccgggccggctcagcacgttgtgccaggtccacttgatgcggatgtc
gf:gtagtc 3

i
9 clfhnrum37.seq, bases 2765-2836 of FreyHN:iv3, homéloga a ARNm

5(gcaacaacgagtgcccctggggccac:cctgccccgacggctgcatcaccggcgtgtacaccg
aFgcctacc 3’

|
10} clfhnhum38.seg, bases 2820-2889 of FrsyHNpiv3, complementariainversa
a/ARNm

5{cttctgggagtccaggatcacggagctcacgatgctgccggtggggttcagggggtaggcgtc
ggtgtac

!
l

Secuencia de los 16 oligonucledtidos a partir de los
cuadles se generd el fragmento C de PCR

/
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| ‘
11)olfhnhum39.sec, bases 2874-2943 de FrsvHNpiv3, homodlogaa ARNm

5'chggactcccagaagtcccgggtgaaccccgtgatcacctacagcacctccaccgagcgcgt
- gaacgag ‘

~12)oifhnhum4Q.sec, bases 2927-2994 de FrsyHNpijv3  de: 1 a: 68,

: complémentaria inversa a ARNm
5’gc%gctggtggtggtgtagccggcgctcagggtcttgttgcggatggccagctcgttcacgcg
ctegy 8 -

|
13)0]‘.fhnhum41.sec,bases 2979-3043 de FrsvHNpiv3, homoéloga a ARNm

5’ca?caccaccagctgcatcacccactacaapaagggctactgcttccacatcgtggagatcaa
ce ’

14)o£fhnhum42.sec, bases 3027-3085 de FgrsyHNp;iv3, complementaria inversa
a ARNm

'5'cggtcttgaacagecatgggctggaaggtgtccaggctecttgtggttgatctccacgatg 3
| ‘

15)olfhnhum43.sec, bases 3069-3114 de FgsyHNpiy3, Nomologa a ARNm
5’ca?gctgttcaagaccgagatccccaagagctgcagctaaGAATTC 3!

!

|

[LAS SECUENCIAS ANTERIORES SON SEC ID NOs: 40-54, respectivamente]
! ‘

i

|

|

!
|
}

/15



}
\ ' 34/73
éura 32: Construccién de pEE14F, hum HNPIvhum

a) pNIV4120 + fragmento A de PCR

|
!
: BsrGl
| Xbal EcoRI
|
1 | -
i — 1 Frgyhum 1-1264 Frsv1265-1578 XHNpwy—pUiC19
| )
!b) fragmento B de PCR
|
‘i BsrGI Kpnl
I
i
, F oo HNpiy; 1264-2136hum
%
l
4
\
|
¢) fragmento C de PCR
|
j Kpnl EcoRI
| e |
| FRSV HNpjyvr32136-
l 3090hum
7) pEE14 Fpovhum HNy hum
i
I Xbal EcoRI
|
| FRSVh um H]\Tpiwhunl 3 PEE] 4

%
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Fidura 33A: Secuencia de acidos nucleicos humanizados'de FwJ?%nn
(sécuencia superior) en comparacién con la secuencia original
encontrada en el pNIV4120 :

N S N WISRI—" e KT
N o> N o Pt ) -
wn o)) (&) = w Py
© N O N O N

. NS

n
—
[S)

Do
T
un N o
(&} ] o

N
=t
]

e SV — T

o
[w]

AGAGGATICC....... ACCATGGAGCTGCTGATtttaAAGACCAACGCCA 49

FERERREE I e e e B e O O e O
AGAGGATCCCCCGGGTAccatggegttgetaatectcazaacaaatgeaa 2321

TCACCGCCATCCTGECCGCGSTSACCCTCTGCTTCGCGTCOAGCCAGARL 99
bl T I e I I I O O IO NI T O T B
ttaccgcaatcecttactgeagtcacacictgttttgettecagzcazaac 2361
ATCACCGAGGAGTTCTACCAGTCCACCTGC L CtGCTGTCAGCAAGGGCTA 149
A e e e R N NN
atcactgaagaattitatcasatcaacatgcagtgcagtcagecaasaggcza 2411

CCTGAGCGECGCTGAGGACGEGGTGGTACACTAGEGTGATCACCATSGAGE 196
e e e RN RN O N R A
tcttagtgcictaagaactggttggtatactagtottataactatagaat 2461

IGAGCAACATCAAGGAGAACAAGTGCARCGGCACCGACGCCARGGTGARG 249
N e e A N R RN R RN
taagtaatatcaagcaaaataagtgraatggaacagacgctaaggtazaa 2511

CIGRATCAAGCAGGAGCTGGACARGTACAAGAGCGCCGTGACCGAGCTGCE 299

L T T A e R O A I T O O A B A B O R I I N R
t-gatasaacaagaattagataaatataaaagtgctgtaacagaattgca 2361

GCTGCTGATGCAGAGCACCCCCSCCACCARCAACagaGCCAGGCGCGAGE 348
N A e e e N N N N B
Jttgctcatgcaaagcacaccggcaaccaacaatcgagecagaagagaac 2611

TSCCCAGGTTCATGAACTACACCCTCAACAACACCAAGAACACCAACGTG 399
R e e AR R R A N RN
taccaaggtttatgaa:tatacactcaacaataccaaaaataccaatgta 2661

ACCCTGAGCAAGAAGCGCAAGaggCGCTTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGT 449
e e e e N N A N R A
acattaagcaagaaaaggaaazgaagatticttggetttttgttaggtgt 2711

GCGCTCCGCCATCGCCAGCGGCATCGCGGTGTCCARGGTCCTGCACCTGS 499
e e R e A RN AR A R R
tggatctgcaatcgccagtggca:tgctgtatctaaggtcctgcacctag 27¢el

AGGGGGAGGTGARCAAGATCAAGAGCGTCCTGCTCTCCACCAACAAGGCG 549
R R A O AR NN EREEEE
aaggggaagtgaacaaaztcaaaagtgcictactatccacaaacaaggect 2811

/2o
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350 GTGGTCAGCCTGTCCAACGGCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGA 599

!

5

5 O I I T e e I Y O R Y I N O Y R LLEEEEIE T b1
2812 gtagtcagcttatcaaatggagttagtgtcttaacCagcaaagtgttaga 2861
!
5

00 CCTCARGAACTACATCGACAAGCAat TGCTCCCCATCGTGAACARGCAGE 649

CEEEE TEEEE T T T T L
28|62 cctcaaaaactatatagataaacagttgttacctattgtgaacaagcaaa 2911
i

650 cCTGCAGCATCTCTAACATTGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAAC 699
N N RN e N A AN A NN
gctgtagcatatcaaacattgaaactgtgatagagttccaacaaaagaac 2961

[N
(Vo]
[pe]

~J
o

AACAGGCTGCTGGAGATCACCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCgGGcGTCAC 749
A R R N R N N O R N A N N
aacagactactagagattaccagggaatttagtgttaatgcaggtgtaac 3011

~J
O

CACCCCGGTGAGCACCTACATGCTGACCAACAGCGAGCTGCTGTCCCTGA 799

O O T e e O Y O O Y O R I
tacacctgtaagcacttatatgttaacaaatagtgaattattatcattaa 3061

w N
o W0
I -_‘-.(.nw__.g- T

N

8@0 TCARCGACATGCCCATCACCAACGACCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAAC 849
I

AR N N R N R RN NN R R R R R AN RN RN
306 tcaatgatatgcctataacaaatgatcagaaaaagttaatgtccaacaat 3111
|

85b GTGCAGATCGTGCGCCAGCAGAGCTACagCATCATGagCATCATCAAGGA 899

| A R ELEEE L e
311? gttcaaatagttagacagcaaagttéctctatcatgtccataataaagga 3161

|

900|GGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACA 949

T O I O Y O Y A Y I O e I N R R LE e it
316£ ggaagtcttagcatatgtagtacaattaccactatatggtgtaatagata 3211
i

950 CCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCTCCCCCCTGTGCACCACCAACACCAAG 299

NN PICTELED PREEE 0 0 bt 11
3212!caccttgttggaaactgcacacatcccctctatgtacaaccaacacaaag 3261

1000’GAGGGCTCCAACATCTGCCTGACCCGCACCGACCGGGGCTGGTACTGCGA 1049

! A RN N e N N N NN N PV ret
32623gaagggtccaacatctgtttaacaagaaccgacagaggatggtactgtga 3311
i

b

1050;CAACGCCGGCTCCGTGTCCTTCTTCCCCCTGGCGGAGACCTGCAAGGTGC 1099
AR N N N N RN N N RN T I B I
33121caatgcaggatcagtatctttcttcccactagctgaaacatgtaaagttc 3361

11001AGTCCAACCGCGTGTTCTGCGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGC 1149
IR N N NN AR R A N

|
|
|
|
?.
|
|
?

|
|
|
|

o
N
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33?2 aatcgaatcgagtattttgtgacacaatgaacagtttaacattaccaagt

i : ’ : , .
1150 GAGGTGAACCTCTGCAACATCGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAA
|

A R e N R N R R RN
3412 gaagtaaatctctgcaacattgacatattcaaccccaaatatgattgcaa

12@0 GATtATGacctccaagaccgacgtgagcagctccgtgatcacctecctgg
i

, T U T o o O I IR I
34?2 aattatgacttcaaaaacagatgtaagcagctccgttatcacatctctag

12ﬁ0 gcgccatcgtgtcecctgctacggcaagaccaagtgtacagectccaacaag
? R N R PR R R RN
35y2 gagccattgtgtcatgctatggcaaaactaaatgtacagcatccaataaa

1300 aaccgcggcatcatcaagaccttctccaacggectgegactacgtgtcecaa

IR R T
3562 aatcgtggaatcataaagacattttctaacgggtgtgattatgtatcaaa

i - . . . .
135b caagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacaccctgtactacgtgaaca
N I I T I T I T Y O IR O Y A
361? taagggggtggacactgtgtctgtaggtaatacattatattatgtaaata

‘ L] - - - .
140¢ agcaggagggcaaqgagcctgtacgtgaagggcgagcccatcatcaacttc
T I O O I e o e O B O O O O e R N N N R N N N R
366% agcaagaaggcaaaagtctctatgtaaaaggtgaaccaataataaatttc

1453 tacgacccgctggtgttcccctccgacgagttcgacgcctccatctccca
T It O I O T O O B O

371% tatgacccattagtgttccectctgatgaatttgatgcatcaatatctca

1500 ggtgaacgagaagatcaaccagagcctggecttcatcecgcaagtccgacg
, N e e N N N N R RN
3764 agtcaatgagaagattaaccagagcctagcatttattcgtaaatccgatg

15503agctgctgcacaacgtgaacgccggcaagtccaccaccaacatcatgaac

i N e e e e R AR RN R AR RN
3812 aattattacataatgtaaatgctggtaaatccaccacaaatatcatgAAC

1600!aacgagttcatggaggtgaccgagaagatccagatggcctccgacaacat
R R R R RN N N N
3862]AATGAGTTTATGGAAGTTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATAT

1650 caacgacctgatccagtcecggcgtgaacacceggetgetgaccatccaga

A R e e e N O A R A R
3912 |TAATGATCTAATACAGTCAGGAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGA

3411
1199
3461
1249
3511
1299
3561
1349
3611
1399
3661
1449
3713
1499
3761
1549
3811
1599
3861
1649
3911
1699

3%61

/2=



19
)
o
N

20%0
43%2
210%
1362
2150
1415
220¢
446%
2250

|
4512
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gccacgtgcagaactacatccccatcteccctgacccagcagatgtccgac

O I e R
GTCATGTCCAGAATTATATACCaATATCATTGACACAACAAATGTCGGAT

ctgcggaagttcatcagcgagatcaccatccggaacgacaaccaggaggt
I T T I I T O I S O A Y IO
CTTAGGAAATTCATTAGTGAAATTACAATTAGGAATGATAATCAAGAAGT

gccccececccagaggatcacccacgacgtgggecataaageccctgaacececg

L O O O O e I e e e O
GCCTCCACAAAGAATAACACATGATGTGGGCATAARAACCTTTAARTCCAG

acgacttctggecgectgecacctccggecteceecctecctgatgaagaccece

O T I 1 e I O I O A I A
ATGATTTTTGGAGATGCACGTCTGGTCTTCCATCTTTAATGARAACTCCA

aagataaggctgatgcccgggccecggectgetggcecatgeccaccaccegt
O O I T O T O O e e e R R N N i I
AAAATAARGGTTAATGCCGGGGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGT

ggacggctgcgtgcgecaccccctecectggtgatcaacgacctgatectacg
T O T O O T e I P I A O
TGATGGCTGTGTTAGAACTCCGTCCTTAGTTATAAATGATCTGATTTATG

CCtacacctccaacctgatcacccgcecggctgeccaggacatcggecaagtcece

A e e e N A R R T b N A
CTTATACCTCGAATCTAATTACTCGAGGTTGCCAGGATATAGGARARTCA

taccaggtgctgcagatcggcatcatcaccgtgaactccgacctggtace

N R RN N RN B R R RN
TATCAAGTATTACAGATAGGGATAATAACTGTAAACTCAGACTTGGTACC

cgacctgaacccccggatcteccacaccttcaacatcaacgacaacagga

AR R R N e e A R N R NN N
TGACTTAAATCCTAGGATCTCTCATACTTTCAACATAAATGACAATAGAA

agtcctgctccctggececctectgaacaccgacgtgtaccagectgtgetcee
AR e e A N R R
AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTAARACACAGATGTATATCAACTGTGTTCG

acgcccaaggtggacgagcgcectccgactacgccagcectccggcatcgagga
N e e e e PR e
ACTCCCARAGTTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGA

catcgtgctggacatcgtcaaccacgacggctccatcteccaccacccget

e e T I T T Y
TATTGTACTTGATATtGTCAATCATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGAT

1749

4011

1799

4061

1849

4111

1899

4161

1949

4211

1999
4261
2048
4311
2099
4361
2149
4411
21985
4461
2249
4511
2299

4561

/723
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tcaagaacaacaacatcagcttcgaccagceccctacgecgecctgtaccecce

T 1 T T O 0 O O A A R I
TTAAGAACAATAATATAAGTTTTGATCAACCATATGCGGCATTATACCCA

[N
w
o

=9
wn

O R O T T R =
[\

tccgtgggccceccggecatctactacaagggcaagatcatcttectgggeta

A A N R R R N R R R R A N R
TCTGTTGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAARATAATATTTCTCGGGTA

N
W
O

F=N
=)
N

cggcggcctggagcaccccatcaacgagaacgccatctgecaacaccaccg
I A A T O I I O O O
TGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGCAATCTGCAACACAACTG

N
o>
o

FLN
(o)
N

| : i . : :
24§0 ggtgccceccggcaagacccagcgggactgcaaccaggectceccacagceccee

S T T I I I T O I N N e I o e e I A N B
471? GGTGTCCCGGGAAAACGCAGAGAGACTGCAATCAGGCATCTCATAGTCCT
i

250b tggttctccgaccgeccgcatggtgaactccatcategtggtggacaaggg
R R R N A A R R R R
4762 TGGTTTTCAGACAGAAGGATGGTCAACTCCATTATTGTTGTTGACAAGGG

2550 cctgaactccatccccaagctgaaggtgtggaccatctccatgecggecaga

R N R R R R R N RN AN R
4812 CTTAAACTCAATTCCAAAACTGAAGGTATGGACGATATCCATGAGACAAA

2600 actactggggctccgagggccgcctgctgctgctgggbaacaagatctac
! R R N RN R RN

4862 ATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGCTACTTCTACTAGGTAACAAGATCTAT
|

265% atctacacccgctccaccagctggcacagcaagctgcagetgggeatcat
T T A I I 1 T T A O A O R IO M A

]
4912 ATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAGTTACAATTAGGAATAAT

2700 cgacatcaccgactacagcgacatccgcatcaagtggacctggcacaacg

e e e
4962) TGATATTACTGATTACAGTGATATAAGAATAAAATGGACATGGCATAATG

27750) tgctgageccggeecggcaacaacgagtgecectggggccactectgecee
Pl R N N R R
5012 | TGCTATCAAGACCAGGARAACAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGCCCA

2800‘gacggctgcatcaccggcgtgtacaccgacgcctaccccctgaaccccac

IR R e A e e e e R N N B R R
5062 |GATGGATGTATAACAGGAGTATATACTGATGCATATCCACTCAATCCCAC

1

l . . . B .
2850 icggcagcatcgtgagctecgtgatcetggactcccagaagtceccgggtga
LR I I R I I e O s A N
~5112EAGGGAGCATTGTGTCATCTGTCATATTAGACTCGCAAAAATCGAGAGTAA

|
|
|
\
|
|

2349
4611
2399
4661
2449
4711
2499
4761
25489
4811
2599
4861
2649
4911
2699
4961
2749
5011
2799
5061
2849
5111
2899

5161
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2%00 accccgtgatcacctacagecacctccacecgagegegtgaacgagctggee 2949

PEEE te et A RN R
51|62 ACCCAGTCATAACTTACTCAACATCAACTGARAAGGGTAAACGAGCTGGCC 5211

29@0 atccgcaacaagaccctgagcegeccggctacaccaccaccagectgcatcac 2999

PEETE T e 1 R N R AR R

5212 ATCCGAARCAAARACACTCTCAGCTGGATATACAACAACGAGCTGCATTAC 5261
|

BOPO ccactacaacaagggctéctgcttccacatcgtggagatcaaccacaaga 3049

T O O O e O T e e e Y O Y I B I
52%2 ACACTATAACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGARATAAATCATAAAA 5311

30§0 gcctggacaccttccageccatgetgttcaagaccgagatccccaagage 3099
S T 1 1 v 1 O I (O B

3312 GCTTAGACACATTCCAACCTATGTTGTTCAARACAGAGATTCCAAAAAGC 5361
|

3100 tgcagctaaGAAT 3112
N
5362 TGCAGTTAATCAT 5374
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FiQura 33B

! . :
MAPA (lineal) de: FrsvHNpiv3.sec comprobacién: 7448 secuencia de
éc%dos nucleicos desde: 1 a:3090 de FrsvHNpiv3 (no humanizada)

atggagttgctaatcctca*aacaaatqcaattaccgcaatccztgctgc
agt:aca:tctgttttgcttccagtcaaaacatcactqaagaattttatc
aatcaacatgcagtqcagtcagcaaaggctatcttagtgc:ctaagaact
ggttggtatactagtgttataactatacaattaagtaatatcaaggaaaa
taagtgtaatggaa:agacgc:aaggtaaaattgataaaacaagaat:ag
ataaatataaaagtgctgtaacagaattgcagttgctcatgcaaagcaca
ccggcaaccaacaatcgagccagaagagaactaccaaggtttatgaatta
tacactcaacaataccaaaaataccaatgtaacattaagcaagaaaagga
aaagaagatttct:ggctttttqttaggtg:tggatctgcaatcgccagt
ggcat:gc:gtatctaaggtcctgcacctagaaggggaagtgaacaaaat

caaaagtgctctactatccacaaacaaggctgtagtcagettatcaaatyg

aaacagttgttacctatIigtgaacaagcaaagctgtagcatatcaaacat
:gaaactgtgatagagttccaacaaaagaacaabagactactagaga:ta
ccagggaatttagtgttaatgcaggtgtaactacacctgtaagcacttat
atgttaacaaatagtgaattattatcattaatcaatgatatgcctataac
aaatgatcagaaaaagttaatgtccaacaatgttcaaatagtitagacagce
aaagttactctatcatgtccataataaaggaggaagtcttagcatatgra
gtacaattaccactatatggtgtaatagatacaéct:gttggaaactgca
cacatcccctctatgtacaaccaacacaaaggaagggtccaacatcetgtt

i
1
i
!
1
!
[
!
|
|
|
|
!
l
|
|
] gagt:ag:gtcttaaccagcaaagtgttagacctcaaaaactatatagat
|
i|
|
I
|
1 tazcaagaaccgacagaggatggtactgtgacaatgcaggatcagtatct

|
|




42/73
ttcttcccactagctgaaacatgtaaagttcaatcgaatcgagtattttg
tgacacaatgaacagtttaacattaccaagtgaagtaaatctctgcaaca
ttgacatattcaaccccaaatatgattgcaaaattatgactﬁcaaaaaca
gatgtaagcagctccgttatcacatctctaggagccattgtgtcatgeta
tggcaaaactaaatgtacagcatccaataéaaatggtggaatcataaaga
cattttctaacgggtgtgattatgtatcaaataagggggtggacactgtg
tctgtaggtaatacattatattatgtaaataagcaagaaggcaaaagtct
ctatgtaaaaggtgaaccaataataaatttctatgacccattagtgttcce
cctctgatgaatttgatgcatcaatatctcaagtcaatgagaagattaac
cagagcctagcatttattcgtaaatccgafgaattattacataatgtaaa
tgctggtaaatccaccacaaatatcatgAACAATGAGTTTATGGAAGTTA
CAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATATTAATGATCTAATACAGTCA
GGAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGRATTATAT
ACCaATATCATTGACACAACAAATGTCGGATCTTAGGAAATTCATTAGTG
AAATTACAATTAGGAATGATAATCAAGAAGTGCCTCCACAAAGAATAACA
CATGATGTGGGCATAAAACCTTTAAATCCAGATGATTTTTGGAGATGCAC
GTCTGGTCTTCCATCTTTAATGAAAACTCCAAAARATAAGGTTAATGCCGG
GGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTTAGAACT
CCGTCCTTAGTTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCaAATCTAAT
TACTCGAGGTTGCCAGGATATAGGAARATCATATCAAGTATTACAGATAG
GGATAATAACTGTAAACTCAGACTTGGTACCTGACTTAAATCCTAGGATC
TCTCATACTTTCAACATAAATGACAATAGAAAGTCATGTTCTCTAGCACT
CCTAAAtACAGATGTATATCAACTGTGTTCGACTCCCAAAGTTGATGAAA

GATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTACTTGATATLGTC

/2 >
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AATCATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAACAATAATATAAG
TTTTGATCAACCATATGCGGCATTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATAT
ACTACAAAGGCAAAATAATATTTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCA
ATAAAfGAGAATGCAATCTGCAACACAACTGGGTGTCCCGGGAAAACGCA
GAGAGACTGCAATCAGGCATCTCATAGTCCCTGGTTTTCAGACAGAAGGA
TGGTCAACTCCATTATTGTTGT TGACAAGGGCTTAAACTCAATTCCARAA
CTGAAGGTATGGACGATATCCATGAGACAAAATTACTGGGGGTCAGAAGG
ARGGCTACTTCTACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAA
GTTGGCATAGCAAGTTACAATTAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGT
GATATAAGAATAAAATGGACATGGCATAATGTGt TATCARGACCAGGAAA
CAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGtCCAGATGGATGTATAACAGGAG
TATATACTGATGCATATCCgCTCAATCCCACAGGGAGCATTGTGTCATCT
GTCATATTAGACTCGCARARATCGAGAGTAAACCCAGTCATAACTTACTC
AACAtCAACTGARAGGGTARACGAGCTGGCCATCCGARACARAACACTCT
CAGCTGGATATACAACAACGAGCTGCATTACACACTATAACARAGGATAT
TGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCATAAAAGCTTAGACACATTCCAACC

TATGTTGTTCAAARACAGAGATTCCARAAAGCTGCAGTTAA

s

c
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Figura 33C

MAPA (lineal) de: FrhumHNphum.sec comprobacidén: 9920 secuencia
de |dcidos nucleicos humanizada desde: 1 a:3090 de FRSVHNPiV3

|
';
1 GGGTGGTACACtAGtGTGATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAGGAGAA
[

CAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAGGTGAAGCTGATCAAGCAGGAGCTGG

ACAAGTACAAGAGCGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGCAGAGCACC

i
l
i
|
|
!

CCCGCCACCARACAACagaGCCAGGCGCGAGCTGCCCAGGTTCATGAACTA

CACCCTCAACAACACCAAGAACACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGCGCA
AGaggCGcTTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGTGGGCTCCGCCATCGCCAGC
GGCATCGCGGTGTCCAAGGTCCTGCACCTGGAGGGGGAGGTGAACAAGAT
CAAGAGCGCCCTGCTCTCCACCAACAAGGCGGTGGTCAGCCTGTCCAACG

GCGTGAGCGTGCTGACCAGCAARGGTGCTGGACCTCARGAACTACATCGAC

|
!
|
i
|
|
‘ AAGCAatTGCTCCCCATCGTGAACAAGCAGtCCTGCAGCATCTCTAACAT
E TGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACAGGCTGCTGGAGATCA
% CCAGGGAGTTCAGCGTGAACGCYGGCGTCcACCACCCCGGTGAGCACCTAC
! ATGCTGACCAACAGCGAGCTGCTGTCCCTGATCAACGACATGCCCATCAC
‘ CAACGACCAGAAGAAGCTtATGTCCAACAACGTGCAGATCGTGCGCCAGC
% AGAGCTACagCATCATGagCATCATCAAGGAGQAGGTGCTGGCCTACGTG
GTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGRAGCTGCA
CACCTCCCCCCTGTGCACCACCAACACCAAGGACGGCTCCAACATCTGCC
TGACCCGCACCGACCGGGGCTGGTACTGCGACAACGCCGGCTCCGTGTCC

TTCTTCCCCCTGGCGGAGACCTGCAAGGTGCAGTCCAACCGCGTGTTCTG

CGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTCTGCAACA
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TCGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAAGATtATGacctccaagacc
gacgtgagcagctccgtgatcacctccctgggcgccatcgtgtcctgcta
Cggcaagaccaagtgtacagcctccaacaagaaccgcggcatcatcaaga
ccttct;caacggctgcgactacgtgtccaaqaagﬁgcgtggacaccgtg
tccgtéggcéécaccctgtactacgtgaacaagcaggagggcaagagcct
gtacgtgaagggcgagcécatcatcaacttctacgacccgctggtgttcc
cctccgacgagttegacgcectecatcteccaggtgaacgagaagatcaac
cagagcctggecttcatcegcaagtccgacgagetgetgcacaacgtgaa
cgccggcaagtccaccaccaacatcatgaacaécgagttcatggaggtga
Ccgagaagatccagatggcctccgacaacatcaacgacctgatccagtcece
ggcgtgaacacccggctgctgaccatccagagccacgtgcagaactacat
ccccatctccctgacccagcagatgtccgacctgcggaagttcatcagcg
agatcaccatccggaacgacaaccaggaggtgcccccbcagaggatcacc
cacgacgtgggcataaagcbcctgaaccccgacgacttctggcgctgcac
ctccggcctcccctccctgatgaagacccccaagataaggctgatgcccg
ggcccggcctgctggccatgcccaccaccgtggacggctgcgtgcgcacc
ccctccctggtgatcaacgacctgatctacgcctacaéctccaacctgat
cacccgcggctgccaggacatcggcaagtcctaécaggtgctgcagatcg
gcatcatcaccgtgaactccgacctggtacccgacctgaacceccggate

tcccacaccttcaacatcaacgacaacaggaagtcctgctccctggccct

cctgaacaccgacgtgtaccagctgtgctccacgcccaaggtggacgagc
i

lgctccgactacgccagctccggcatcgaggacatcgtgctggacatcgtc

|

!aaccacgacggctccatctccaccacccgcttcaagaacaacaacatcag

?cttcgaccagccctacgccgccctgtacccctccgtgggccccggcatct

|

/) 20
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actacaagggcaagatcatcttcctgggctacggcggcctggagecaccece
atcaacgagaacgccatctgcaacaccaccgggtgeccccggcaagaccea
gcgggactgcaaccaggecctceccacagececctggttectccgaccgecgea
tggtggactccatcatcgtggtggacaagggcctgaactccatccccaag
ctgaaggtgtgga;catctccatgcggcagaactactggggctccgaggg
ccgcctgctgectgetgggcaacaagatctacatctacacccgctecacca
gctggcacagcaagctgcagctgggcétcatcgacatcaccgactacagc
gacatccgcatcaagtggacctggcacaacétgctgagccggcccggcaa
caacgagtgccecctggggccactcectgecceccgacggectgcatcaccggeg
tgtacaccgacgcctacccecctgaacceccaccggecagecatcgtgagetcee
gtgatcctggactcccagaagtcccgggtgaacececgtgatcacctacag
cacctccaccgagecgcgtgaacgagctggccatccgcaacaagaccctga
gcgccggctacaccaccaccagctgcatcac;cactacaacaagggctac
tgcttccacatcgtggagatcaaccacaagagcctggacaccttccagcc

catgctgttcaagaccgagatccccaagagcectgcagctaa

EC ID NO : 56)

NS

N
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Impacto de humanizacién sobre
el nivel de expresion de FrHNp

—o— FhHNE10=0,5mg/L
—— FhHNE10+but=1mg/L
—— FhHNE7=0,5mg/L
—u— FhHNE7+but=1mg/L
—o— FHNbis=0,03mg/L.
—e— FHNbis+but=0,1mg/L
---+-- pEE14

—— Fdroso(Stdr=ng)

= ted o ek
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Figrra 34B: Impacto de humanizacion sobre el nivel de expresion de Fyg HN;,\ 4

4000, ~#— FhuranisedHNhumanised
~~ FhumanisedHNhumanised+ butirato Na
i 3000+ —0— FrhumanisedHN
c‘g -~ Fh’urranisedHN+ butirato Na
®) 20004 —0— FHNori+
— pEE14
10004 —— Fdroso (ng)
0]
0.01 100.00

Volumen, ul de medio gastado (log10)
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Fig 35: Uso de codones de F, H,, y genes humanos de alta expresidn
(hum alta exp). Se muestran las frecuencias (x 100) de ‘los
codones individuales para cada uno de los aminodcidos codificados
degeneradamente, y el codén mas prevalente se muestra en
negritas.

! o > > z z
| S 5 2 g 3 S =
Eg g g Eg 2
Ala [GCG 17 10] GIn[CAG 88 32| Leu[TTG 6 25| Ser[AGT 10 19
A 13 47 A 12 68 A 211 C 34 15
T 17 25 CUG 58 15 TCG 9 5
C 5318 A 320 A 5 30
. T 514 T 13 17
Glu[GAG 75 52 C_ 2615 C 28 14
Arg [AGG 18 30 A 25 48
A 10 30 : ‘
CGG 21 10 The[ACG 15 7
A 615 Lys[AAG 82 51 A 14 41
T 7 8| Gly[GGG 24 24 A 18 49 T 14 30
C 378 A 14 26 ' C 57 21
T 12 33
C 50 17
Asn [AAT 22 60 Phe[ TTT. 20 39
C_ 78 40 C__ 80 61] Tyr[TAT 26 34
C_ 74 66
His[CAT 21 60
Asp [GAT 25 59 C__ 79 _40
C__ 75 4
Pro[CCG 17 19| Val[GTG 64 34
lle[ATA 5 25 A 16 40 A 510
Cys [TGT 32 56 T 18 35 T 19 23 T 727
C_ 63 44 C 77 39 . C 4819 C 25 29
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Figura 36: Diagrama esquemdtico de la sintesis por PCR de cada
fragmento en 1los que X e Y son sitios de restriccidn que
permiten la recuperacién del fragmento de tamaifio entero a partir
del vector de clonacién.

X ; Y

PCR

PCR

unién e insercion en el vector de clonacion
pcRITOPO!

Secuenciacién

Recuperacion del vector pCRIITOPO por restriccion
con las enzimas X e’Y :

as,
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Flgura 37: Secuencia de los doce oligonucledtidos a partir de los

cuales se generd el fragmento A de PCR.

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

--------- e e atat Rt e Rt et 10
CAGCATCTGCGTGAACATCAACATCCTGCAGCAGATCG

————————— o~ 08

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

--------- e Bt e B ettt T <1,
CCTCACCTGCTGCTTGATGTATCCGATCTGCTGCAGGATG
————————— R et e S S 01 ¢

! 3) 0li 3 FmuvHmv, 166-264 hom ARN v
CAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAAGAGCGTGACCCA

————————— B e T T e T et N o1¢]
GTACAACAAGACCCTGAGCAACCTGCTGCTGCCCATCGC
--------- il T P TS PN SRR - |

4) oli 4 FmuvHmv, 250-352, inv compARN
CAGGGCGGCGATGCCGATGGCGATGCCGGCGAACCGCTTGTGCCGCCGGGAGCCGGGGGA

————————— e it BT ettt Sttt L L S 1 ()
GGGGGAGGTGATGTTGTTGATGTTCTCGGCGATGGGCAGCAGC
--------- tmmmmmmmecpecemsscac o ccmcoandocea 103

5) o0li 5 FmuvHmv, 338-441, hom ARN
GGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCACCGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCTGGTG

————————— e e ittt e e YY)
CAGGCCCAGACCAACGCCCGCGCCATCGCCGCCATGAAGAACTC
————————— i et e et L 0T

6) oli 6 FMuvHmv, 427-523, inv comp ARN
GTCCTGGATGGCCTGCACGGCGATGGCCAGCTGCTGGGTGCCCTCCTTCACCTCGRAACAL

————————— e et ke R e it L T o1 0
GGCGCGGTTGGTGGCCTGGATGGAGTTCTTCATGGCG
————————— R et Tt 1

7) oli 7 FMUVHM 509-610, hom ARN
CAGGCCATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGTCCTGC
--------- esmmsmssereies S i o B b s e e i e . 0]
CAGATCCTGGACAACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTAC

————————— tom e m e e e 102
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8) oli 8 FMUHM, 5985-691, inv comp ARN _
GGACCGCAGGGCCTGGATACTGATGGGggaCAGGGCGGGGTTCGATCAGCTGGGGCTGGARA

————————— s T Rt
CACGGTGGTCAGCTCGGTCAGGTACAGGCCCAGGGAG
————————— et R et

9) oli 8, 677-778, hom ARN
CAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCGCCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGC

————————— o e e e e e e e
ACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTGAGCGCCGGCCTGATG
--------- e o ey 102

10) oli 10, FmuvHmv, 763-862, inv comp ARN
GTTGGACTGGGTCACGATGGTGGGCACGTTGATCTTCACGATCATCTGCATCTCGTCCAG

--------- et s T TP S UPRTRTR SRS
CAGCACGGACACGATCTGGCCCTCCATCAGGCCGGCGCTC

————————— et e e e s S R

11) oli 11, FmuvHmv, 848—949, homARN
GTGACCCAGTCCAACGCCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTCATCAACAAC

————————— tom e e e et b ———t e —
CAGGAGTCCATCATCCAGCTGCCCGACCGCATCCTGGAGATC
————————— e T T T T PRy ¢ 1)

12) oli 12 FMUHM, 835-10393, inv compARN
GCTCAGCCGCTCGGCCTCGTTGTACTGGCAGAAGATGTGGTGGCGGGTCAGCTTGCAGTT

————————— R et e e Rl s
CTTGGCGGGGTAGCGCCACTGCTCGTTGCCGATCTCCAGGATGCG
--------- o e e -~ =~ 105

[SECID NOS: 57-68 respectivamente]
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12) oli 12 FMUHM, 935-1039, inv compARN
GCTCAGCCGCTCGGCCTCGTTGTACTGGCAGAAGATGTGGTGGCGGGTCAGCTTGCAGTT

————————— et et e R ttbs
CTTGGCGGGGTAGCGCCACTGCTCGTTGCCGATCTCCAGGATGCG
————————— e et L e i N ¢ I

13) oli 13, 1025-1129, hom ARN
GCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCAAGCTGTGCCTGGCCGGCAACATCAGCGCCTGLGTG

--------- T o it e e R
TTCTCCAGCATCGCCGGCAGCTACATGCGCCGCTTCGTGGCCCTG
————————— e et e e e AV

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

————————— e e At indnd At bttt b bt
GCGGCAGTTGGCCACGATGGTGCCGTCCAGGGCCACGAAGCG
et drme e ——— tomm—————— Fmmm—— +-- 102

15) oli 15, 1202-1299, hom ARN
CCCGACCACCACGCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGAC

————————— i e e e et ¢
GGCCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCAC
————————— tmm e —————— 08

16) oli 16 1285-1387, inv comp ARN
CTTGCTCAGCTCGGTGGAGATGTCGATGGGCTGGGTGTTGATGGTCTGGCTCAGGCTGAT

————————— e et St s Dt T ST
GGTCAGGTTCTCGGCGTAGGTGATGTTGCTCAGG

--------- U - '

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

————————— b e e ettt
CAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGC
--------- s e e s as s 01

18) oli 18, 1447-1550, inv comp ARN
TCACCTGGTGCTCGATGGAGTTGGTCACGTCCAGGTTGGTGCTCAGGCTCTTGTGGATCT
————————— o e e 4
CGGCGGTGTAGATGGCGGCGCGGTGCAGGCGCTTGCTGCTCACG

————————— Fr e e -~ 104

Secuencia de los nueve oligonucledtidos a partir de
los cuales se generd el fragmento B de PCR.

60

60

60

60

60

60

60
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19) oli 19, 1534-1636, hom ARN
CATCGAGCACCAGGTGAAGGACGTGCTGACCCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGT

mm——————— tomm e i e e et tommmm———— R it tmmm + 60

GGGCCTGCGCACCCCCCAGCGCTTCACCGACCTGGTGAAGTTC

S—— PO—— M PR +--- 103

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

————————— et et et ettt R P A ¢
GGAACTTGATCTTGTCGGAGATGAACTTCACCAGGTC
————————— tommmm e e e e 07

[SECID NOS: 69-77 respectivamente]

/25



Figura 39: Secuencia de los once oligonucledtidos a partir de los
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cuales se generd el fragmento C de PCR.

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

GCTCGGGGGGGTTGATGCACCAGGTCAGGTCGCGGAAGTCGTACTCGCGGTCGGGGTTCA

--------- g ¥ R g S S O =X 0
GGAACTTGATCTTGTCGGAGATGAACTTCACCAGGTC
————————— S b s Rtk bt T by

21) oli 21, FmuvHmv, 1701-1799, hom ARN
GCATCAACCCCCCCGAGCGGATCAAGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGCCG

--------- R ittt Sl ek Rttt B L R o)
CCGAGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGC
--------- PRSI R T

22) oli 22,1784-1888, inv comp
CATGTTGCTGAACTGGCCCCGGATGGTGGTGGGGCCGCTGCAGTTGCCCTTGCTCACGGL

————————— e B et e it ittt S 1 ¢
CAGGAACTGGTTGGTGGTGCGGGTCTCCAGCAGGGTGCTGTTCAC
————————— tmmmm b e ———~ 105

23) oli 23, 1874-1971, hom ARN
CAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACCTGGGCCGGGGCTACAACGTG

--------- R et bttt e A i 1Y,
AGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGCATGTACGG

--------- R Rt ke e

24) oli 24, 1957-2057, inv.comp ARN
CCACCTCGAACACGCGGTACATGCTCAGCTGGCTCAGCTCGCTCCGCTTGCTGCTCAGGT

--------- e ke T e ettt TR et kLYY
TGGGCTTCTCCRCCAGGTAGGTGCCGCCGTACATGCCCTGG
————————— e e St L Ny

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

————————— Bt e Bttt s S LR S 10
CCAACTACCTGGAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGC
————————— e ittt S g -]

26) 0li26, FmuvHmv, 2125-2227, inv compARN
GCCGCTGCCCTGGTAGGGGATGGTGATGCTGTCCTCGCCGTGGCACAGGGCGGCCAGCTT

————————— e ettt e i Al e itk N 1)
CAGCTCGCCCAGGGCCACCATGCAGTTGCTCAGGTCGTTGLTC
————————— i e ettt L N 01

27) oli 27, 2212-2309, FmuvHm, hom ARN
CTACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTGTGGAAGAG

————————— B e T R i Sttt TR S ¥ ¢
CCCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCG

/¢
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28) oli 28, FmuvHmv, 2294-2392, inv comp ARN
GGTGGGCACGGCCCACTTGGCCTGGTTGTCGGCGATCACGCCGCGGTGGCTGCTCAGGTA

————————— e e Attt Rk Attt b R Pt S o1
CAGGCGGTCGATCACGGGGTCGTCGGTGCTCAGGGGCAC
--------- ST S S -

29) oli 29, Fmuv Hmv, 2377-2477, hom ARN
GTGGGCCGTGCCCACCACCCGCACCGACGACARGCTGCGCATGGAGACCTGCTTCCAGCA

--------- o e e e} §0)
GGCCTGCAAGGGCAAGATCCAGGCCCTGTGCGAGAACCCCG

————————— e it e e LT LT S N 0N

30) oli 30, FmuvHmv 2462-2561, inv comp
TGATCTTCAGCTCCACGGTCAGGCTCAGGTCCACGCTCAGCACGCCGTAGCTGGGGATGC

————————— e e e e T Lt S 1)
GGTTGTCCTTCAGGGGGGCCCAtTCGGGGTTCTCGCACAG
————————— torm e e =4+ .1 100

|

[SEC ID NOS: 78-88 respectivamente]
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Figura 40: Secuencia de los ocho oligonucledtidos a partir de los
cuales se generd el fragmento D de PCR.

30) oli 30, PFmuvHmv 2462-2561, inv comp
TGATCTTCAGCTCCACGGTCAGGCTCAGGTCCACGCTCAGCACGCCGTAGCTGGGGATGC

————————— I SR S tataita b A 1Y
GGTTGTCCTTCAGGGGGGCCCALTCGGGGTTCTCGCACAG

————————— bmmmm—m et e — e mmmm ==t 100

31) oli31l, FmuvHmv, 2546-2643, hom ARN
| GTGGAGCTGAAGATCAAGATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGC

U —— Fmm——————— o ————— b ————— fomm e ———— o ——————— + 60
ATGGACCTGTACAAGAGCAACCACRACAACGTGTACTGGCTGAC
————————— T s e it b b RO

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

————————— oo mmme—mfmmmmm e fm e mm et mm— e ———— e m——— ===+ §(
CCAGGGCCAGGTTCTTCATGGGGGGGATGGTCAGCCAGTACACG
————————— N e St e S L L LD E ey R )

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

————————— s e et A1V
CTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGARGCTGAGCAGCAACCTG
————————— fmmmmmmmme e e m e et e —— =~ 100

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

————————— s et Bl ettt S 1V
CAGGTCCTGGCCGGGCAGGATCACCAGGTTGCTGCTCAG
————————— dommmm e d e m e e m e m— - —— G0

35) oli 35 FMUHM, 2897-29%5, homARN ;
GTGGTGTACTACGTGTACAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTG

————————— et T B ettt -1
CCCATCRAGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGC
————————— t-—mmmeme— e mm—e—= 00

36) oli 36, FmuvHmv, 2981-3078, inv comp ARN
CCGCTGTGGGTGATGTGGCCGCCGCTCTCGCTGTCGGCCAGCACGCAGAAGT GGCGGCAC
--------- e ettt LT L L et Sl S )
CACAGCTTCTGGTCCCAGGTGAAGCACTCCACCTGCAG

————————— pmmmmmem st e e e e~~~ O
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37) oli 37, 3064-3147, homARN
CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCCGCGAGGACGE

————————— e T e
CACCAACCGCCGCTAGcgaattcece
| s s oo e +---- 84

—[SEC ID NOS: B89-96 mmm&Wamemﬂ

60

/G35
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Figura 41: Construccidén de pEE1l4F, jhumHN, hum
a) PCR fragment A
] Xbal TepRl

pCRIITOPO!19

b) Fragmento B de PCR

TspRI Aval

Froy 965-1712

pCRIITOPO19

c) Fragmento C de PCR

Aval Apal
HMy1712-
2485
d) Fragmento D de PCR

Apal

pCRIITOPO19

EcoRl

d) pEE14 Fy,,yhum H,, hum

Xbal

3139

Hpv2485- | —pCRIITOPO19

EcoRl

Fy,vhum(aal-482)H,yhum(aa59-617)

—pEE14




li 60/73 ~
. Figura 42A: Secuencia de &cido nucleico humanizada de F,H,,
’ (secuencia superior) en comparacidén con la secuencia original de
, Py Hy (secuencia inferior) y la correspondiente secuencia de
| aminodcidos.
14 ATGAAGGCGTTCCCCGTGATCTGCCTGGGCTTCGCCATCTTCTCCAGCAG 63

AR R R R RN R R A RN |
1 ATGAAGGCTTTTCCAGTTATTTGCTTGGGCTTTGCAATCTTTTCATCCTC 50

64 CATCTGCGTGAACATCAACATCCTGCAGCAGATCGGATACATCAAGCAGC 113

PE D LR b re bbb o Tt
51 TATATGTGTGAATATCAATATCTTGCAGCAAATTGGATACATCAAGCAAC 100

114 AGGTGAGGCAGCTGAGCTACTACTCCCAGAGCTCCAGCTCCTACGTGGTG 163

POb Leptr e rerer et e e e
101 AGGTCAGGCAACTAAGCTATTACTCACAAAGTTCAAGCTCCTACGTAGTG 150

164 GTCAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAA 213

T T T I T 1 e A IR I O T I O N A
151 GTCAAGCTTTTACCGAATATCCAACCCACTGATAACAGCTGTGAATTTAA 200

214 GAGCGTGACCCAGTACAACAAGACCCTGAGCARCCTGCTGCTGCCCATCG 263

0 U T T e T T O T O O A
201 GAGTGTAACTCAATACAATAAGACCTTGAGTAATTTGCTTCTTCCAATTG 250

264 CCGAGAACATCAACAACATCACCTCCCCCTCCCCCGGCTCCCGGCGGCALC 313

N NN N e A R NN A N A N B N A
251 CAGAAAACATAAACAATATTACGTCGCCCTCACCTGGGTCAAGACGTCAT 300

314 AAGCGGTTCGCCGGCATCGCCATCGGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCAC 363

L T T T 1 T I A 8 O
301 AAACGGTTTGCTGGCATTGCCATTGGCATTGCGGCcCTCGGTGTTGCGAC 350

364 CGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCTGGTGCAGGCCCAGACCRACG 413

N NN N N A AR NN
351 CGCAGCACAAGTGACTGCCGCTGTCTCATTAGTTCAAGCACAGACAAATG 400

414 CCCGCGCCATCGCCGCCATGAAGAACTCCATCCAGGCCACCAACCGCGCC 463

R e e e e A N N N R
401 CACGTGCAATAGCAGCGATGAAAAATTCAATACAGGCAACTAATCGGGCA 450

464 GTGTTCGAGGTGAAGGAGGGCACCCAGCAGCTGGCCATCGCCGTGCAGGC 513

1 T T 1 1 A I A O
451 GTCTTCGAAGTGAAGGAAGGCACCCAACAGTTAGCTATAGCGGTACAAGC 500

514 CATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGT 563
R N R R R N
501 cATcCAAGACCATATCAATACTATTATGAACACCCAATTGAACAATATGT 550




564
551
614
601
664
651
714
701
764
751
814
801
864
851
914
901
964
951
1014
1001
1064
1051
1114
1101
1164

1151

61/73

CCTGCCAGATCCTGGACAACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTACCTG

RN R AR R A AR R R R R AR
CTTGTCAGATCCTTGATAACCAGCTTGCAACCTCCCTAGGATTATACCTA

ACCGAGCTGACCACCGTGTTCCAGCCCCAGCTGATCAACCCCGCCCTG e

R A R e N e N N N O N A
ACAGAATTAACAACAGTGTTTCAGCCACAATTAATTAATCCAGCATTGTC

cCCCATCAGTATCCAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCG
N P N R R R R RN
ACCGATTAGTATACAAGCCTTGAGGTCTTTGCTTGGRAGTATGACACCTG

CCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGCACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTG

N R FEore 1y R R A
CAGTGGTTCAAGCAACATTATCTACTTCAATTTCTGCTGCTGAAATACTA

AGCGCCGGCCTGATGGAGGGCCAGATCGTGTCCCTGCTGCTGGACGAGAT

N AN R R R R R A N N AR AR NN R
AGTGCCGGTCTAATGGAGGGTCAGATAGTTTCTGT TCTGCTAGATGAGAT

GCAGATGATCGTGAAGATCAACGTGCCCACCATtGTGACCCAGTCCAACG

FEEEERTED T bt ey 4 R N N RN
GCAGATGATAGTTAAGATAAACGTTCCAACCATTGTCACACAATCAAATG

CCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTCATCAACAACCAGGAG

Poobbhinrr e H N N NN
CATTGGTGATTGACTTCTACTCAATTTCGAGTTTTATTAATAATCAAGAA

TCCATCATCCAGCTGCCCGACCGCATCCTGGAGATCGGCAACGAGCAGTG
A N A R N N A R R R R R N R N N N Y
TCCATAATTCAATTGCCAGACAGGATCTTGGAGATCGGAAATGAACAATG

GCGCTACCCCGCCAAGAACTGCAAGCTGACCCGCbACCACATCTTCTGCC

L RN A R RN A R RN N F RN NN
GCGCTATCCAGCTAAGAATTGTAAGTTGACAARGACACCACATATTCTGCC

AGTACAACGAGGCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCAAGCTGTGCCTGGCC

POEEEET P v riieeiner 1y Pt i v
AATACAATGAGGCAGAGAGGCTGAGCCTAGAAACAAAACTATGCCTTGCA

GGCARCATCAGCGCCTGCGTGTTCTCCAGCATCGCCGGCAGCTACATGCG

IV 10 00 b b A
GGCAATATTAGTGCCTGTGTGTTCTCATCTATAGCAGGGAGTTATATGAG

CCGCTTCGTGGCCCTGGACGGCACCATCGTGGCCAACTGCCGCAGCCTGA

S R R N A e N R A A RN N L
GCGATTTGTAGCACTGGATGGAACAATTGTTGCAAARCTGTCGAAGTCTAA

CCTGCCTGTGCAAGAGCCCCTCCTACCCCATCTACCAGCCCGACCACCAC

R R R R R I A R N T R N A RN
CGTGTCTATGCAAGAGTCCATCTTATCCTATATACCAACCTGACCATCAT

613
600
663
650
713
700
763
750
813
800
863
850
913
900
%9¢3
950
1013
1000
1063
1050
1113
1100
1163
1150
1213

1200



1214
1201
1264
1251
1314
1301
1364
1351
1414
1401
1464
1451
1514
1501
1564
1551
1614
1601
1664
1651
1714
1701
1764
1751
1814

1801

62/73

GCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGACGG

A A N N A A A R RN
GCAGTCACGACCATTGATCTAACGTCATGTCAARACATTGTCCCTGGACGG

CCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCACCTACGCCGAGAACC

AN R N N R R RN A B AN A R
ACTGGATTTCAGCATTGTCTCGCTAAGCAACATCACTTACGCTGAGAATC

TGACCATCAGCCTGAGCCAGACCATCAACACCCAGCCCATCGACATCTCC

P I T T I T I O I A
TTACTATTTCATTGTCTCAGACAATCAATACTCAACCCATTGATATATCA

ACCGAGCTGAGCAAGGTGAACGCCTCCCTGCAGAACGCCGTGAARGTACAT

T T T I 1 I A 0 A N I O A O A R B
ACTGAGCTGAGTAAGGTTAATGCATCCCTCCAAARATGCCGTTARATACAT

CAAGGAGAGCAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGLC

Pt rerer e RN R (8 I
AAAAGAGAGTAACCATCAACTCCAATCCGTTAGTGTAAGTTCTARAAGAC

TGCACCGCGCCGCCATCTACACCGCCGAGATCCACAAGAGCCTGAGCACC

R N R A AR R N R AR A RN AN
TTCATCGGGCAGCCATCTACACCGCAGAGATCCATAARAGCCTCAGCACC

AACCTGGACGTGACCAACTCCATCGAGCACCAGGTGAAGGACGTGCTGAC

A N AN R AR RN
AATCTAGATGTAACTAACTCAATCGAGCATCAGGTCAAGGACGTGCTGAC

CCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGTGGGCCTGCGCACCCCCCAGE

AN RN N O AR AR AR R N B R R
ACCACTCTTCAARATCATCGGTGATGAAGTGGGCCTGAGGACACCTCAGA

GCTTCACCGACCTGGTGAAGTTCATCTCCGACARGATCAAGTTCCTGAAC

R N R R RN RN
GATTCACTGACCTAGTGAAATTCATCTCTGACAAGATTAAATTICCTTARAT

CCCGACCGCGAGTACGACTTCCGCGACCTGACCTGGTGCATCAACCCCCC

I R R e e e e RN A RN
CCGGATAGGGAGTACGACTTCAGAGATCTCACTTGGTGTATCAACCCGCC

CGAGCGGATCARGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGCCGCCG

I O 1 A A O A N N A I O A N O A
AGAGAGAATCAAATTGGATTATGATCAATACTGTGCAGATGTGGCTGCTG

AGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGCTGGAGACCCGCACC

Porerey treee e frerrie FE LD T eeer rond
AAGAGCTCATGARATGCATTGGTGAACTCAACTCTACTGGAGACCAGAACA

ACCAACCAGTTCCTGGCCGTGAGCAAGGGCAACTGCAGCGGCCCCACCAC

CELEE TEererr bl REREENERRRY e il
ACCAATCAGTTCCTAGCTGTCTCARAGGGRAACTGCTCAGGGCCCACTAC

1263
1250
1313
1300
1363
1350
1413
1400
1463
1450
1513
1500
1563
1550
1613
1600
1663
1650
1713
1700
1763
1750
1813
1800
1863

1850



1864
1851
1914
1901
1964
1951
2014
2001
2064
2051
2114
2101
2164
2151
2214
2201
2264
2251
2314
2301
2364
2351
2414
2401
2464

2451

63/73

CATCCGGGGCCAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACC

PEe 1 b i LT PEEFEEEED 0 i et
AATCAGAGGTCAATTCTCAAACATGTCGCTGTCCCTGTTAGACTTGTATT

TGGGCCGGGGCTACAACGTGAGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGC

R PO b T FEEITY
TAGGTCGAGGTTACAATGTGTCATCTATAGTCACTATGACATCCCAGGGA

ATGTACGGCGGCACCTACCTGGTGGAGAAGCCCAACCTGAGCAGCAAGCG

BN e N N N N NN R NN
ATGTATGGGGGAACTTACCTAGTGGAARAGCCTAATCTGAGCAGCAAAAG

GAGCGAGCTGAGCCAGCTGAGCATGTACCGCGTGTTCGAGGTGGGCGTGA

| P T I 1 I I N
GTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGTACCGAGTGTTTGAAGTAGGTGTTA

TCCGGAACCCCGGCCTGGGCGCCCCCGTGTTCCACATGACCAACTACCTG

R R RN A R R A N RN N RN O R RN AR RN
TCAGAAATCCGGGTTTGGGGGCTCCGGTGTTCCATATGACAAACTATCTT

GAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGCAACTGCATGGTGGCCCTGGGCGA

N e e RN RO AR RN N O RN NI
GAGCAACCAGTCAGTAATGATCTCAGCAACTGTATGGTGGCTTTGGGGGA

GCTGAAGCTGGCCGCCCTGTGCCACGGCGAGGACAGCATCACCATCCCCT

R NN NN PR if
GCTCAAACTCGCAGCCCTTTGTCACGGGGAAGATTCTAT CACAATTCCCT

ACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTG
R D bE L TR e b vt
ATCAGGGATCAGGGAAAGGTGTCAGCTTCCAGCTCGTCAAGCTAGGTGTC

TGGAAGAGCCCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCGACGA

P PEE T et I I I et il
TGGAARATCCCCAACCGACATGCAATCCTGGGTCCCCTTATCAACGGATGA

CCCCGTGATCGACCGCCTGTACCTGAGCAGCCACCGCGGCGTGATCGCCS

FEPELEE v e el A N R N
TCCAGTGATAGACAGGCTTTACCTCTCATCTCACAGAGGTGTTATCGCTG

ACAACCAGGCCAAGTGGGCCGTGCCCACCACCCGCACCGACGACAAGCTG

BN R R e N O R AR ER RN AT
ACAACCAAGCAAAATGGGCTGTCCCGACAACACGAACAGATGACAAGTTG

CGCATGGAGACCTGCTTCCAGCAGGCCTGCAAGGGCAAGATCCAGGCCCT
PUTERELEEE LEOrrrr vrer v vk b tehy 1) 1
CGAATGGAGACATGCTTCCAACAGGCGTGTAAGGGTAAAATCCAAGCACT

GTGCGAGAACCCCGAaTGGGCCCCCCTGAAGGACAACCGCATCCCCAGCT

R NN R R N e A N N P Y N R !
CTGCGAGAATCCCGAGTGGGCACCATTGAAGGATAACAGGATTCCTTCAT

1913
1900
1963
1850
2013
2000
2063
2050
2113
2100
2163
2150
2213
2200
2263
2250
2313
2300
2363
2350
2413
2400
2463
2450
2513

2500

/4%



2514

2501

2551
2614
2601
2664
2651
2714
2701
2764
2751
2814
2801
2864
2851
2914
2901
2964
2951
3014
3001
3064
3051
3114

3101

64/73

ACGGCGTGCTGAGCGTGGACCTGAGCCTGACCGTGGAGCTGAAGATCAAG

Lrer I R RN R R
ACGGGGTCTTGTCTGTTGATCTGAGTCTGACAGTTGAGCTTAARATCAAA

ATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGCATGGACCT

N R AR N AR RN
ATTGCTTCGGGATTCGGGCCATTGATCACACACGGTTCAGGGATGGACCT

GTACAAGAGCAACCACAACAACGTGTACTGGCTGACCATCCCCCCCATGA

LT PECEEREEEb e et vttt verre tb el
ATACAAATCCAACCACAACAATGTGTATTGGCTGACTATCCCGCCAATGA

AGAACCTGGCCCTGGGCGTGATCAACACCCTGGAGTGGATtCCCCGCTTC

T e I N N I I O I Y O O
AGAACCTAGCCTTAGGTGTAATCAACACATTGGAGTGGATACCGAGATTC

AAGGTGAGCCCCTACCTGTTCACCGTGCCCATCAAGGAGGCCGGCGAGGA

N N N e A ARy
AAGGTTAGTCCCTACCTCTTCACTGTCCCAATTAAGGAAGCAGGCGAAGA

CTGCCACGCCCCGACCTACCTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGAAGC

T T T U A N Y I B I I
CTGCCATGCCCCAACATACCTACCTGCGGAGGTGGATGGTGATGTCAAAC

TGAGCAGCAACCTGGTGATCCTGCCCGGCCAGGACCTGCAGTACGTGCTG
I I T T T T 1 O Y S O Y A I O O
TCAGTTCCARATCTGGTGATTCTACCTGGTCAAGATCTCCAATATGTTTTG

GCCACCTACGACACCAGCCGCGTGGAGCACGCCGTGGTGTACTACGTGTA

PEorpitrrr il A e PR R AR N
GCAACCTACGATACTTCCAGGGTTGAACATGCTGTGGTTTATTACGTTTA

CAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTGCCCATCA

PEEEEE 1t T 1 I T Y I Y Y I I O O O
CAGCCCAgGCCGCTCATTTTtTTACTTTTATCCTTTTAGGTTGCCTATAA

AGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGCTTCACCTGGGACCAGARG

R N e R N AR B R R R R
AGGGGGTCCCCATCGAATTACRAGTGGARTGCTTCACATGGGACCARARAA

CTGTGGTGCCGCCACTTCTGCGTGCTGGCCGACACCGAGAGCGGCGGCCA
Gt rreererr veerd o i I NN
CTCTGGTGCCGTCACTTCTGTGTGCTTGCGGACTCAGRATCTGGTGGACA

CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCC

PEEEE T PEorrrrrrerreeere te rrevertr 1ttt
TATCACTCACTCTGGGATGGt GGGCATGGGAGTCAGCTGCACAGTCACCC

GCGAGGACGGCACCAACCGCCGCTAG 3139

(R
GGGRAGATGGAACCAATCGCAGATAG 3126

2563
2550
2613
2600
2663
2650
2713
2700
2763
2750
2813
2800
28€3
2850
2813
2900
2963
2950
3013
3000
3063
3050
3113

3100

/%9
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Figura 42 B: F,H,.seq comprobacidén: 4381 secuencia de acido
nucleico desde: 1 a: 3126 de F,H, (no humanizada)

ATGAAGGCTTTTCCAGTTATTTGCTTGGGCTTTGCAATCTTTTCATCCTC
TATATGTGTGAATATCAATATCTTGCAGCAAATTGGATACATCAAGCAAC
AGGTCAGGCAACTAAGCTATTACTCACAAAGTTCAAGCTCCTACGTAGTG
GTCAAGCTTTTACCGAATATCCAACCCACTGATAACAGCTGTGAATTTAA
GAGTGTRACTCAATACAATAAGACCTTGAGTAATTTGCTTCTTCCAATTG

CAGAAAACATAAACAATATTACGTCGCCCTCACCTGGGTCAARGACGTCAT

AAACGGTTTGCTGGCATTGCCATTGGCATTGCgGCcCTCGGTGTTGCGAC
CGCAGCACAAGTGACTGCCGCTGTCTCATTAGTTCAAGCACAGACARATG
CACGTGCAATAGCAGCGATGAAARRATTCAATACAGGCAACTAATCGGGCA
GTCTTCGAAGTGAAGGAAGGCACCCAACAGTTAGCTATAGCGGTACAAGC
CATcCAAGACCATATCAATACTATTATGAACACCCAATTGAACAATATGT
CTTGTCAGATCCTTGATAACCAGCTTGCAACCTCCCTAGGATTATACCTA
ACAGAATTAACAACAGTGTTTCAGCCACAATTAATTAATCCAGCATTGTC
ACCGATTAGTATACAAGCCTTGAGGTCTTTGCTTGGAAGTATGACACCTG
CAGTGGTTCAAGCAACATTATCTACTTCAATTTCTGCTGCTGAAATACTA
AGTGCCGGTCTAATGGAGGGTCAGATAGTTTCTGTTCTGCTAGATGAGAT
GCAGATGATAGTTAAGATAAARCGTTCCAACCATTGTCACACAATCAAATG
CATTGGTGATTGACTTCTACTCAATTTCGAGTTTTATTAATAATCAAGAA
TCCATAATTCAATTGCCAGACAGGATCTTGGAGATCGGARATGAACAATG
GCGCTATCCAGCTAAGAATTGTAAGTTGACAAGACACCACATATTCTGCC
AATACAATGAGGCAGAGAGGCTGAGCCTAGAAACAAAACTATGCCTTGCA

GGCAATATTAGTGCCTGTGTGTTCTCATCTATAGCAGGGAGTTATATGAG




66/73
GCGATTTGTAGCACTGGATGGAACAATTGTTGCAAACTGTCGAAGTCTAA
CGTGTCTATGCAAGAGTCCATCTTATCCTATATACCAACCTGACCATCAT
GCAGTCACGACCATTGATCTAACGTCATGTCAAACATTGTCCCTGGACGG
ACTGGATTTCAGCATTGTCTCGCTAAGCAACATCACTTACGCTGAGAATC
TTACTATTTCATTGTCTCAGACAATCAATACTCAACCCATTGATATATCA
ACTGAGCTGAGTAAGGTTAATGCATCCCTCCAAAATGCCGTTAAATACAT
AAAAGAGAGTAACCATCAACTCCAATCCGTTAGTGTAAGTTCTARAAGAC
TTCATCGGGCAGCCATCTACACCGCAGAGATCCATAAAAGCCTCAGCACC
AATCTAGATGTAACTAACTCAATCGAGCATCAGGTCAAGGACGTGCTGAC
ACCACTCTTCAAAATCATCGGTGATGAAGTGGGCCTGAGGACACCTCAGA
GATTCACTGACCTAGTGAAATTCATCTCTGACAAGATTAAATTCCTTAAT
CCGGATAGGGAGTACGACTTCAGAGATCTCACTTGGTGTATCAACCCGCC
AGAGAGAATCAAATTGGATTATGATCAATACTGTGCAGATGTGGCTGCTG
AAGAGCTCATGAATGCATTGGTGAACTCAACTCTACTGGAGACCAGAACA
ACCAATCAGTTCCTAGCTGTCTCAAAGGGAAACTGCTCAGGGCCCACTAC
AATCAGAGGTCAATTCTCAAACATGTCGCTGTCCCTGTTAGACTTGTATT
TAGGTCGAGGTTACAATGTGTCATCTATAGTCACTATGACATCCCAGGGA
ATGTATGGGGGAACTTACCTAGTGGAAAAGCCTAATCTGAGCAGCAAAAG
-GTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGTACCGAGTGTTTGAAGTAGGTGTTA
TCAGAAATCCGGGTTTGGGGGCTCCGGTGTTCCATATGACAAACTATCTT
GAGCAACCAGTCAGTAATGATCTCAGCAACTGTATGGTGGCTTTGGGGGA
GCTCAAACTCGCAGCCCTTTGTCACGGGGAAGATTCTATCACAATTCCCT
ATCAGGGATCAGGGAAAGGTGTCAGCTTCCAGCTCGTCAAGCTAGGTGTC

TGGAAATCCCCAACCGACATGCAATCCTGGGTCCCCTTATCAACGGATGA

Ny,



67/73
TCCAGTGATAGACAGGCTTTACCTCTCATCTCACAGAGGTGTTATCGCTG
ACAACCAAGCAARATGGGCTGTCCCGACARCACGAACAGATGACAAGTTG
CGAATGGAGACATGCTTCCAACAGGCGTGTAAGGGTARAATCCAAGCACT

- CTGCGAGAATCCCGAGTGGGCACCATTGAAGGATAACAGGATTCCTTCAT
ACGGGGTCTTGTCTGTTGATCTGAGTCTGACAGTTGAGCTTARAATCAAA
ATTGCTTCGGGATTCGGGCCATTGATCACACACGGTTCAGGGATGGACCT
ATACAAATCCAACCACAACAATGTGTATTGGCTGACTATCCCGCCAATGA
AGAACCTAGCCTTAGGTGTAATCAACACATTGGAGTGGATACCGAGATTC
AAGGTTAGTCCCTACCTCTTCACTGTCCCAATTAAGGAAGCAGGCGAAGA
CTGCCATGCCCCAACATACCTACCTGCGGAGGTGGATGGTGATGTCAAAC
TCAGTTCCARTCTGGTGATTCTACCTGGTCAAGATCTCCAATATGTTTTIG
GCAACCTACGATACTTCCAGGGTTGAACATGCTGTGGTTTATTACGTTTA
CAGCCCAgGCCGCTCATTTTt TTACTTTTATCCTTTTAGGTTGCCTATAA
AGGGGGTCCCCATCGAATTACAAGTGGAATGCTTCACATGGGACCAAAAA
CTCTGGTGCCGTCACTTCTGTGTGCTTGCGGACTCAGAATCTGGTGGACA

TATCACTCACTCTGGGATGGtGGGCATGGGAGTCAGCTGCACAGTCACCC

GGGAAGATGGAACCAATCGCAGATAG

/82
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68/73 Q/z

?ig 42 C: F,yhumHhum.seq comprobacidén: 5778 secuencia de &cido ~
nucleico humanizada desde: 14 a: 3139 de F, H,,

ATGAAGGCGTTCCCCGTGATCTGCCTGGGCTTCGCCATCTTCTCCAGCAG
CATCTGCGTGAACATCAACATCCTGCAGCAGATCGGATACATCAAGCAGC
AGGTGAGGCAGCTGAGCTACTACTCCCAGAGCTCCAGCTCCTACGTGGTG
GTCAAGCTGCTGCCCAACATCCAGCCCACCGACAACAGCTGCGAGTTCAA
GAGCGTGACCCAGTACAACAAGACCCTGAGCAACCTGCTGCTGCCCATCG
CCGAGAACATCAACAACATCACCTCCCCCTCCCCCGGCTCCCGGCGGCAC
AAGCGGTTCGCCGGCATCGCCATCGGCATCGCCGCCCTGGGCGTGGCCAC
CGCCGCCCAGGTGACCGCCGCCGTGTCCCTGGTGCAGGCCCAGACCAACLG
CCCGCGCCATCGCCGCCATGARAGAACTCCATCCAGGCCACCAACCGCGLC
GTGTTCGAGGTGAAGGAGGGCACCCAGCAGCTGGCCATCGCCGTGCAGGC
CATCCAGGACCACATCAACACCATCATGAACACCCAGCTGAACAACATGT
CCTGCCAGATCCTGGACAACCAGCTGGCCACCTCCCTGGGCCTGTACCTG
ACCGAGCTGACCACCGTGTTCCAGCCCCAGCTGATCAACCCCGCCCTGE
cCCCATCAGTATCCAGGCCCTGCGGTCCCTGCTGGGCAGCATGACCCCCG
CCGTGGTGCAGGCCACCCTGAGCACCTCCATCAGCGCCGCCGAGATCCTG
AGCGCCGGCCTGATGGAGGGCCAGATCGTGTCCGTGCTGCTGGACGAGAT
GCAGATGATCGTGAAGATCAACGTGCCCACCATCGTGACCCAGTCCAACG

CCCTGGTGATCGACTTCTACAGCATCAGCAGCTTCATCAACAACCAGGAG

GCGCTACCCCGCCAAGAACTGCAAGCTGACCCGCCACCACATCTTCTGCC
AGTACAACGAGGCCGAGCGGCTGAGCCTGGAGACCARGCTGTGCCTGGCC
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69/73
CCGCTTCGTGGCCCTGGACGGCACCATCGTGGCCAACTGCCGCAGCCTGA
CCTGCCTGTGCAAGAGCCCCTCCTACCCCATCTACCAGCCCGACCACCAC
GCCGTGACCACCATCGACCTGACCTCCTGCCAGACCCTGAGCCTGGACGG
CCTGGACTTCAGCATCGTGTCCCTGAGCAACATCACCTACGCCGAGAACC
TGACCATCAGCCTGAGCCAGACCATCAACACCCAGCCCATCGACATCTCC
ACCGAGCTGAGCAAGGTGAACGCCTCCCTGCAGAACGCCGTGAAGTACAT
CAAGGAGAGCAACCACCAGCTGCAGAGCGTGAGCGTGAGCAGCAAGCGCC
TGCACCGCGCCGCCATCTACACCGCCGAGATCCACAAGAGCCTGAGCACC
AACCTGGACGTGACCAACTCCATCGAGCACCAGGTGARGGACGTGCTGAC
CCCCCTGTTCAAGATCATCGGCGACGAGGTGGGCCTGCGCACCCCCCAGC
GCTTCACCGACCTGGTGAAGTTCATCTCCGACAAGATCAAGTTCCTGAAC
CCCGACCGCGAGTACGACTTCCGCGACCTGACCTGGTGCATCAACCCCCC
CGAGCGGATCAAGCTGGACTACGACCAGTACTGCGCCGACGTGGCCGCCG
AGGAGCTGATGAACGCCCTGGTGAACAGCACCCTGCTGGAGACCCGCACC
ACCAACCAGTTCCTGGCCGTGAGCAAGGGCAACTGCAGCGGCCCCACCAC
CATCCGGGGCCAGTTCAGCAACATGAGCCTGTCCCTGCTGGACCTGTACC
TGGGCCGGGGCTACAACGTGAGCAGCATCGTGACCATGACCAGCCAGGGC
ATGTACGGCGGCACCTACCTGGTGGAGAAGCCCAACCTGAGCAGCAAGCG
GAGCGAGCTGAGCCAGCTGAGCATGTACCGCGTGTTCGAGGTGGGCGTGA
TCCGGAACCCCGGCCTGGGCGCCCCCGTGTTCCACATGACCAACTACCTG
GAGCAGCCCGTGAGCAACGACCTGAGCAACTGCATGGTGGCCCTGGGCGA
GCTGAAGCTGGCCéCCCTGTGCCACGGCGAGGACAG&ATCACCATCCCCT
ACCAGGGCAGCGGCAAGGGCGTGAGCTTCCAGCTGGTGAAGCTGGGCGTG

TGGAAGAGCCCCACCGACATGCAGAGCTGGGTGCCCCTGAGCACCGACGA
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70/73
CCCCGTGATCGACCGCCTGTACCTGAGCAGCCACCGCGGCGTGATCGCCG
ACAACCAGGCCAAGTGGGCCGTGCCCACCACCCGCACCGACGACAAGCTG
CGCATGGAGACCTGCTTCCAGCAGGCCTGCAAGGGCAAGATCCAGGCCCT
GfGCGAéAACCCCGAaTGGGCCCCCCTGAAGGACAACCGCATCCCCAGCT
ACGGCGTGCTGAGCGTGGACCTGAGCCTGACCGTGGAGCTGAAGATCAAG
ATCGCGAGCGGCTTCGGCCCCCTGATCACCCACGGCAGCGGCATGGACCT
GTACAAGAGCAACCACAACAACGTGTACTGGCTGACCATCCCCCCCATGA
AGAACCTGGCCCTGGGCGTGATCAACACCCTGGAGTGGATECCCCGCTTC
ARGGTGAGCCCCTACCTGTTCACCGTGCCCATCAAGGAGGCCGGCGAGGA
CTGCCACGCCCCGACCTACCTGCCCGCCGAGGTGGACGGCGACGTGAAGC
TGAGCAGCAACCTGGTGATCCTGCCCGGCCAGGACCTGCAGTACGTGC?G
GCCACCTACGACACCAGCCGCGTGGAGCACGCCGTGGTGTACTACGTGTA
CAGCCCCGGCCGCAGCTTCTTCTACTTCTACCCCTTCCGCCTGCCCATCA
AGGGCGTGCCCATCGAGCTGCAGGTGGAGTGCTTCACCTGGGACCAGAAG
CTGTGGTGCCGCCACTTCTGCGTGCTGGCCGACAGCGAGAGCGGCGGLCCA

CATCACCCACAGCGGCATGGTGGGCATGGGCGTGAGCTGCACCGTGACCC

GCGAGGACGGCACCAACCGCCGCTAG

IDNO: 98]
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?igura 43: IgG total dirigida contra la proteina FHN
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igura 44: IgGl dirigida contra la proteina FHN

IgG 1, grupo 2 = FHN + Alumbre

3000+
n—e—raton1 g —— ratén 1
w—~—ratén2 5 ~—— ratén 2
(=3
. ratén 3 T 2000 —— fatén 3
~——ratond ~— ratén 4
~—ratén5 & —— ratén 5
wceo. TatON 6 g — --e.. ratén 6
e atén 7 § e atén 7
" e 1AOND 8 .. ratébn 8
P ... T3t6N 8 6 5. ... 126N 9
r r T
10° ... ratén 10 107 10°  10* 10 10° 10" 10  .....ratén 10
B R A Dilucién desuero ... ratén 11
------ ratén 12! <e-e- ratén 12
1gG 1, grupo 4 = 3D-MPL/QS21
3000+
—— ratén 1 & —s— ratones 1-6
——ratén2 ¢ —a— ratones 7-12
Yol
—— ratén 3 =] 666
——raton 4 © 20007
—— ratén 5 g
------ ratong %
e ratén 7 _§ 1000+
e ratbn8 g
w.e.. fAtON S
100 L. ratén 10 0] N ?ngvr‘ 7‘ A.L‘ 7' *v.
_____ P 10 10 10. .10 10 10 10
wemeeTatON 12 Dilucién de suero
1gG 1, grupo 5 = ratones sin tratar
30001
€ —e—ratones 1-6
; —— ratones 7-12
j=]
‘& 2000+
.8
(4]
C
8
g 1000+
¢
o e . .
B | - v i w .
107 100 10* 10 10* 10’ 10
Dilucién de suero
IgG 1, grupo 7 = PiV3 vivo
—e— ratén 1 —s— ratén 1
E — ratdn 2
- ratén 3 g e ratdn 3
—— ratén 4 § —— ratén 4
—— ratén 5 —— ratén 5
_____ £
ratén6 € ..a.. Tatén 6
- 1atN 7 .§ -wwee ratén 7
e ratn 8 .es.. ratén 8
.ow.. Tatén 9
.a.. TatéN 10, ..a.. ratén 10
------ ratén 11 Diluqién de suero eeaee TAON 11
eefatént2 T ratén 12

/S >



F
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igura 44: IgG2a dirigida contra la proteina FHN

IgG2a, group 2= FHN+ Alum
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente _0-342°5

Fecha:_24 de enero del 2000.

Se certifica que:

Desde fecha 12 de julio de 1996 "

del folio __86.459 al folio _86.464 del

libro de Protocolo N° 298  obra el poder

N° 16.769 conferido por _ SMITHKLINE

BEECHAMAN BIOLOGICALS S.A.

domiciliado(a) en _Rixensart — Bélgica

al doctor _GERMAN CASTILLO GRAU y/o ADRIANA
CASTILLO GIBSONE o LUIS FELIPE CASTILLO

GIBSONE

Representante en Santafé de Bogotd D.C. _Los

mismos

Facultad para desistir _SI .

Revisado

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221.2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



SUPERINTENDENCIA

fﬁ | : 7" DE INDUSTRIA
| SI 2, v COMERCIO >

i DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 142¢

| PRIMER EXAMEN DE FORMA 290070~
EXPEDIENTE:0-3425

Précticado ol examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencién:

Sl tx 1 NO[ ] .NO APLICABLE [ ]Presénté los poderes necesarios en
'_ forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

Sl [3x ] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Acreditd, en forma cormrecta, la existencia
y representacion de la persona juridica solicitante (art. 14-c de
| la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto 117/94).
1 “SI \x ] NO[ ] NO APLICABLE [ ]Presentd, en forma correcta, el
o comprobante de pago por la tasa de presentacion (art. 13-f de

‘.
“ la Decision 344 y la Resolucion 02 del 4 de enero del 2000).

!

I‘[ ] NO[x ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, de acuerdo
: con lo previsto en el art. 12 de la Decisién 344.

SI[ ZI ] NO[ ] NO APLICABLE [ x ] Indicé fuente nomativa de reciprocidad
‘. (Decision 344, art. 12; Decreto 117/94, art. 4 literal f).

SI[ /] NO[ ] NO APLICABLE [ x ]Contiene la copia de la solicitud de la
‘ cual reclama prioridad (art. 14-b Declsién 344).

Sif 1 NO[ ] NO APLICABLE [ x ] Contiene la traduccién oficial de las

': reivindicaciones de la primera solicitud de patente, avalada por
! el Ministerio de Relaciones Exteriores (arts. 14-c Decision 344,
i 4-e) Decreto 117/84, Circular externa nimero 004 de 1997).

S

S;l‘[ x ] NO[ ] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

e

[OBSERVACIONES JURIDICAS:
L

£y
En?con:}secuencia, se conceptia que esta solicitud:

SI[x ]L}. NO[ ] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la
: “Decision 344 y por tanto,

Wx] NOI[ ] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.
5'de Bogota, D.C., 24 de enero del 2000.
NlADOR JURIDICO: Cédigo 202002

S

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogot4, D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 430
A& £ EXAMEN DE FORMA
—& =~ EXAMEN DI W0-02- 2

y
§
V
J

Radlcamon no Q0002425
Conbepto Técnico no 302 Clasificacién Internacional de Patentes (01K 'ﬁn: 'q/oo

| QZN"®foz, AGIK ¥iss.
| |
Practipado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se determind que esta
s011c1tfud de Patente de Invencion:

SI @/No a Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI [2/ NoQ Contiene la identificacidn correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SI M{NO d Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
| (Art.13-e). _

ST E(' NOo4d Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

SI D} NO m/ Contiene la descripcion clara y compléta de la invencidn (Art.13-c).

s1ll \NO EZ/ Contiene los dibujos correctos (Atrt. 14 - junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
| 117 del 94).

S1ld 1NO @/ Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
| Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980). |

1
SI1Q NO m’ Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
: para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

SI Q/N() | Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

SI 9’&0 & Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
'* articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

ST Q’}\Jo | Contiene la tarjeta del Archivo Temaético [formato P-104] en forma correcta
! (Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI Eé ]]‘\IO M| Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

s1Q NO @/ CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSER*‘JACIONES Y OTROS: ST NO O ver hoja(s) anexa(s)

|

Santa Fe de Bogota, D.C., 2l t\le —S‘ZlDF’CVO (@@ .

i . PO
‘\ i EXAMINADOR TECNICO
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES _

; PRIMER EXAMEN DE FORMA

‘. " _

! (372

*-; 00 -02-21
CONCEPTO TECNICO: 302 “ o
EXPEDIENTE: 00003425
IPC: CO7K 14/115, CO7K 19/00, C12N 15/62, A61K39/155

Realizado el Primer Examen de Forma se hace la siguiente observacion:

1. . Sirvase definir las unidades en que se expresan los datos de la tabla 3.

2. Las Figuras presentan textos en Inglés, por consiguiente deben ser modificadas de modo que
. tfoda la solicitud esté escrita en Espafiol.

3. En algunas reivindicaciones se emplea el término “condon o condones’, dicho término no es /

propio del estado del arte. Por consiguiente, se requiere que sea modificado por codén o codones
segun sea el caso.

4. | Las siglas empleadas en los ejemplos y en las reivindicaciones 13 a 15 no son definidas, tal es el

1 caso de s+, s y &, aunque ellas pueden resultar obvias, su significado debe ser explicitamente
| mencionado dentro de la descripcion.

5. La reivindicacion 21 no es clara, puesto que ella depende de si misma, lo cual no es 16gico, y en
-~ ella se menciona que el hospedador sea una célula de insecto lo cual no es posible puesto la
reivindicacion 1, que es la reivindicacion general y de la cual dependen las ofras reivindicaciones

| es precisa en afirmar que el procedimiento de la invencion se caracteriza por que la proteina se
.produce en un hospedador que son célutas CHO. Por tanto, se requiere que esta reivindicacion

'sea eliminada no solo por la razén anterior, sino por que si el hospedador es una célula de insecto,

\el método seria otro distinto del solicitado en las primeras 20 reivindicaciones y no tendria unidad
de invencién con ellas.

6. De igual manera, se recomienda precisar en la 26 que la célula hospedadora es CHO puesto que
- de lo contrario esta reivindicacion dependiente no se encuentra dentro de lo establecido por la
reivmdtcacnon general que es la reivindicacion 1, y se presenta una incoherencia entre estos textos
p\ues la reivindicacion 26 dependiente de la reivindicacion 3, que a su vez depende de la

rewmdncacnon 1, cubre un método mas general y amplio que el método reclamado en la
relvmdlcacnon 1.

i

1 Santa Fe de Bogotd, 21 de febrero de 2000

1202016

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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EXPEDIENTE 0-3425 LA

AUTO 0127

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICMLO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor German Castillo Grau, como
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

i

ool
ARTICULO SEGUNDO: Conforme io establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
nision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
e einta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente

pue§ta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
e forma
CFE [t

!
ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubemnativa.

NO'I;IF QUESE Y CUMPLASE a
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los 2§ FeB. 2000

LA JEFE DE LA DIVISIONDE NUEVAS CREACIONES,

ALIX, CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTFICADO POR ESTADO

Santafé de Bogota D.C.,

fecha. ' 2 U&R ;:g@@notlﬁ do)por atjotaclon en estado de esta misma

-Ni(f:IMIENTO NOTIFICACION ESTADO

1Y

'SOLICITO PRORROGA TERMINO SI____ NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

f * Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
: Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogotéa, D.C. - Colombia




