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DESCRIPCION
Moduladores de complemento dianas sobre el receptor 2 de complemento
I. Antecedentes de la invencion

El complemento es un término colectivo para una serie de proteinas sanguineas, y es un mecanismo efector
principal del sistema inmunitario. La activacion del complemento y su deposicion sobre estructuras diana puede
conducir a la lisis celular mediada por el complemento, o puede conducir indirectamente a la destruccién celular o
tisular debido a la generacion de moduladores poderosos de inflamacion y el reclutamiento y activacion de células
efectoras inmunitarias. Los productos de la activacion del complemento que median la lesion tisular se generan en
diversos puntos en la ruta del complemento. La activacion inapropiada del complemento en tejido hospedante
desempefia un papel importante en la patologia de muchas enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias, y es
también responsable de muchos estados mérbidos asociados con bioincompatibilidad, por ejemplo inflamacién post-
cardiopulmonar y rechazo de transplantes. La inhibicién del complemento representa una modalidad terapéutica
potencial para el tratamiento de tales enfermedades y estados moérbidos mediados inmunitariamente. Se ha
demostrado que las proteinas inhibidoras del complemento, que inhiben sistémicamente el complemento, son
eficaces en diversos modelos animales de enfermedad (y en unos pocos ensayos clinicos), pero los inhibidores del
complemento que seleccionan como diana un sitio de enfermedad y la activacion del complemento ofrecen ventajas
potenciales significativas con respecto a la seguridad y eficacia.

En individuos sanos, la deposicion del complemento en membranas celulares hospedantes es prevenida por
proteinas inhibidoras del complemento expresadas en la superficie celular. Estas proteinas inhibidoras del
complemento también son expresadas en la superficie de células tumorales, a menudo en niveles elevados, y se
considera que son un factor contribuyente importante a la resistencia de las células tumorales a inmunoterapia
mediada por anticuerpos monoclonales (anticuerpos monoclonales que seleccionan como dianas a células
tumorales y activan el complemento).

El sistema del complemento comprende una coleccion de alrededor de 30 proteinas, y es uno de los mecanismos
efectores principales del sistema inmunitario. La cascada del complemento es activada principalmente via las rutas
clasica (habitualmente dependiente de anticuerpos) o alternativa (habitualmente independiente de anticuerpos). La
activacion via cualquier ruta conduce a la generacion de C3 convertasa, que es el complejo enzimatico central de la
cascada. C3 convertasa escinde el C3 del suero en C3a y C3b, uniéndose este ultimo covalentemente al sitio de
activacion y conduciendo a la generacion posterior de C3 convertasa (bucle de amplificacion). El producto de
activacion C3b (y también C4b generado sélo via la ruta clasica) y sus productos de ruptura son opsoninas
importantes, y estan implicadas en promover la lisis de células diana mediada por células (mediante fagocitos y
células NK) asi como el transporte y solubilizacion del complejo inmunitario. Los productos de activacion C3/C4 y
sus receptores sobre diversas células del sistema inmunitario son también importantes a la hora de modular la
respuesta inmunitaria celular. Las C3 convertasas participan en la formacion de C5 convertasa, un complejo que
escinde C5 para producir C5a y C5b. C5a tiene propiedades proinflamatorias y quimiotacticas poderosas, y puede
reclutar y activar células efectoras inmunitarias. La formacion de C5b inicia la ruta del complemento terminal, dando
como resultado el ensamblaje secuencial de proteinas del complemento C6, C7, C8 y (C9)n para formar el complejo
de ataque a la membrana (MAC o C5b-9). La formacién de MAC en una membrana celular diana puede dar como
resultado la lisis celular directa, pero también puede provocar la activacion celular y la expresién/liberacion de
diversos moduladores inflamatorios.

Hay dos clases amplias de inhibidores del complemento de la membrana; inhibidores de la ruta de activacion del
complemento (inhiben la formacion de C3 convertasa), e inhibidores de la ruta del complemento terminal (inhiben la
formacion de MAC). Los inhibidores membranicos de la activacion del complemento incluyen el receptor 1 del
complemento (CR1), el factor acelerador del decaimiento (DAF) y la proteina cofactor de membrana (MCP). Todos
ellos tienen una estructura proteica que consiste en nimeros variables de unidades que se repiten y alrededor de
60-70 aminoacidos denominadas repeticiones de consenso cortas (SCR) que son una caracteristica comun de las
proteinas de union a C3/C4. Se han identificado los homdlogos de roedores de los inhibidores de la activacion del
complemento humanos. La proteina de roedor Crry es un inhibidor ampliamente distribuido de la activacion del
complemento que funciona de forma similar tanto a DAF como MCP. Los roedores también expresan DAF y MCP,
aunque parece que Crry es funcionalmente el regulador mas importante de la activacion del complemento en
roedores. Aunque no hay homologo de Crry encontrado en humanos, el estudio de Crry y su uso en modelos
animales es clinicamente relevante.

El control en la ruta del complemento terminal y la formacion de MAC en membranas celulares hospedantes se
produce principalmente a través de la actividad de CD59, una glucoproteina de 20 kD ampliamente distribuida unida
a las membranas plasmaticas mediante un anclaje de glucosilfosfatidilinositol (GPI). CD59 se une a C8 y a C9 en el
ensamblaje de MAC, y evita la insercion membranica.

Actualmente estan bajo investigacion diversos tipos de proteinas inhibidoras del complemento para la terapia de
enfermedad inflamatoria y estados morbidos asociados con bioincompatibilidad. Dos de los inhibidores mejor
caracterizados terapéuticamente del complemento humano son una forma soluble del receptor 1 de complemento
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(sCR1) y un anticuerpo monoclonal anti-C5. Estas proteinas inhibidoras sistémicamente activas han demostrado
eficacia en diversos modelos animales de enfermedad, y mas recientemente en ensayos clinicos (1-5, 6:#1037).
mAb anti-C5 inhibe la generacion de C5a y el MAC, mientras que sCR1 es un inhibidor de la activaciéon del
complemento y también inhibe la generacién de productos de activacion de C3. También se ha demostrado que las
formas solubles del factor acelerador del decaimiento humano (DAF) y la proteina cofactor de membrana (MCP),
inhibidores membranicos de la activacion del complemento, son protectoras en modelos animales de inflamacién y
bioincompatibilidad (7-11). CD59 es un inhibidor membranico del complemento que bloquea el ensamblaje del MAC,
pero no afecta a la generacion de opsoninas del complemento o C3a y C5a. Se han producido formas solubles de
CD59, pero su baja actividad funcional in vitro, particularmente en presencia de suero, indica que sCD59 tendra
poca o ninguna eficacia terapéutica (12-15).

Es probable que el suministro de inhibidores del complemento a sitios de activacion del complemento y a la
enfermedad mejore su eficacia. Puesto que el complemento desempefia un papel importante en la defensa del
hospedante y en el catabolismo del complejo inmunitario, los inhibidores del complemento dirigidos contra dianas
también pueden reducir efectos secundarios potencialmente serios, particularmente con inhibicién del complemento
a largo plazo. Recientemente, se preparé una forma modificada de sCR1 decorado con sialil Lewis x (sLex), y se
mostréo que se une a células endoteliales que expresan selectina P y E. Se demostr6 que sCR1sLex es un
compuesto terapéutico mas potente que sCR1 en modelos de roedores de enfermedad inflamatoria (16, 17). En
estudios de viabilidad in vitro, se demostré que las proteinas de fusion anticuerpo-DAF (18) y anticuerpo-CD59 (19)
son mas eficaces protegiendo células seleccionadas como dianas que células no seleccionadas como dianas frente
al complemento. La dianizacién membranica no especifica de inhibidores del complemento recombinantes también
se ha logrado acoplando inhibidores a péptidos que se insertan en la membrana (20, 21).

Los fragmentos de activacion de C3 son opsoninas del complemento abundantes encontradas en un sitio de
activacion del complemento, y sirven como ligandos para diversos receptores de C3. Uno de tales receptores, el
receptor 2 del complemento (CR2), una proteina transmembranica, desempefia un papel importante en la inmunidad
humoral por medio de su expresion predominantemente en células B maduras y células dendriticas foliculares (22,
23). CR2 es un miembro de la familia de proteinas de unién a C3, y consiste en 15-16 dominios de repeticiones de
consenso cortas (SCR), unidades estructurales que son caracteristicas de estas proteinas, estando el sitio de unién
a C3 contenido en las dos SCRs N-terminales (24, 25). CR2 no es un inhibidor del complemento y no se une a C3b,
a diferencia de los inhibidores de la activacion del complemento ((DAF, MCP, CR1 y Crry). Los ligandos naturales
para CR2 son iC3b, C3dg y C3d, fragmentos de ruptura de C3b unidos a células que se unen a los dos dominios de
SCR N-terminales de CR2 (26, 27). La escision de C3 da como resultado inicialmente la generacion y deposicion de
C3b sobre la superficie celular activante. El fragmento C3b esta implicado en la generacion de complejos
enzimaticos que amplifican la cascada del complemento. Sobre una superficie celular, C3b se convierte rapidamente
en iC3b inactivo, particularmente cuando se deposita sobre una superficie hospedante que contiene reguladores de
la activacion del complemento (es decir, la mayoria de los tejidos hospedantes). Incluso en ausencia de reguladores
del complemento unidos a membrana, se forman niveles sustanciales de iC3b. iC3b es digerido subsiguientemente
hasta los fragmentos unidos a membrana C3dg y después C3d mediante proteasas séricas, pero este proceso es
relativamente lento (28, 29). De este modo, los ligandos de C3 para CR2 tienen una vida relativamente larga una vez
que se generan, y estaran presentes en concentraciones elevadas en sitios de activacion del complemento.

La patente US 6.458.360 describe proteinas fusionadas recombinantes solubles que son estables en el sistema
circulatorio de mamiferos, que comprenden un polipéptido que contiene un sitio de reconocimiento de una molécula
diana, tal como un sitio del receptor del complemento, unido al extremo N-terminal de una cadena
inmunoglobulinica.

Il. Sumario de la invencion

Segun los fines de esta invencién, como se realiza y describe ampliamente aqui, esta invencién, en un aspecto, se
refiere a moduladores de la actividad del complemento dirigidos a CR2. En particular, la invenciéon proporciona una
composicion que comprende un constructo, en la que el constructo comprende:

(a) un CR2 o un fragmento del mismo, en el que el fragmento contiene al menos los dos primeros dominios
de SCR N-terminales de la proteina CR2; y

(b) un modulador de la actividad del complemento, en el que el modulador de la actividad del complemento
comprende un inhibidor del complemento o su fragmento, en el que dicho inhibidor del complemento se
selecciona de factor acelerador del decaimiento (DAF), CD59 humana, CD59 de raton, Crry, proteina cofactor
de membrana (MCP), receptor 1 del complemento (CR1) y un anticuerpo anti-CS, en el que el fragmento del
mismo comprende SCRs 1-4 de DAF, SCRs 2-4 de DAF, CD59 humana soluble sin su anclaje de
glicofosfatidilinositol, CD59 de raton soluble sin su anclaje de glicofosfatidilinositol, SCRs 1-5 de Crry, SCRs
1-4 de MCP, SCRs 1-4 de CR1, SCRs 8-11 de CR1, SCRs 15-18 de CR1 o el sitio de unién a C1q de CR1.

Las ventajas adicionales de la invencion se expondran en parte en la descripcidon que sigue, y en parte seran obvias
a partir de la descripcion, o se pueden aprender mediante la practica de la invencién. Las ventajas de la invencion
llevaran a cabo y se obtendran por medio de los elementos y combinaciones sefaladas particularmente en las
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reivindicaciones anejas. Se entendera que tanto la descripcion general anterior como la descripcion detallada
siguiente son ejemplares y explicativas solamente, y no restrictivas de la invencion, segun se reivindica.

[ll. Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos que se acompafan, que se incorporan en esta memoria descriptiva y constituyen una parte de ella,
ilustran varias realizaciones de la invencion y, junto con la descripcién, sirven para explicar los principios de la
invencion.

La Figura 1 muestra un diagrama de ejemplos de proteinas de fusion de CR2-inhibidor del complemento.

La Figura 2 muestra el analisis de SDS-PAGE y de transferencia Western de proteinas de fusion recombinantes
purificadas e inhibidores del complemento solubles. Los geles (10% de acrilamida) se tifieron con azul de
Coomassie. Las transferencias Western se desarrollaron usando anticuerpos frente a inhibidores del complemento
como el anticuerpo primario.

La Figura 3 muestra la unién de proteinas de fusion recombinantes a células CHO opsonizadas con C3. Las células
CHO sensibilizadas a anticuerpos se incubaron en suero deficiente en Cg, se lavaron y se incubaron con inhibidor
del complemento soluble (traza negra), o proteina de fusiéon con CR2 en el término N (traza gris claro) o el término C
(traza gris oscuro) a 20 pg/ml. La unién celular de las proteinas recombinantes se detectdé mediante citometria de
flujo usando mAbs anti-DAF o anti-CD59. La incubacion de células CHO con PBS en lugar de inhibidor del
complemento dio un perfil de fluorescencia similar como sDAF y sCD59. Representativo de 3 experimentos
separados.

La Figura 4 muestra el analisis de la interaccion entre las proteinas de fusién de CR2 y C3d mediante resonancia
plasmonica superficial. Las lineas sodlidas indican concentraciones diferentes de proteinas de fusiéon de CR2. Las
lineas discontinuas muestran curvas que se ajustan a un modelo de unién de Langmuir 1:1.

La Figura 5 muestra la lisis mediada por la inhibicion del complemento mediante proteinas de fusidon recombinantes
sDAF y DAF. Células CHO sensibilizadas a anticuerpos (panel a) o eritrocitos de oveja (panel b) se incubaron con
proteina recombinante y suero humano al 10% (células CHO) o suero humano al 0,33% (eritrocitos). Estas
concentraciones dieron como resultado aproximadamente 90% de lisis de las células sin proteger. La lisis se
determiné después de una incubacién durante 45 min. a 37°C. La lisis de valor de referencia determinada incubando
células en suero inactivado por calor fue menor que 5%, y se resté. Media +/- SD, n = 4.

La Figura 6 muestra la lisis mediada por la inhibicion del complemento por proteinas de fusion recombinantes sCD59
y CD59. Células CHO sensibilizadas a anticuerpos (panel a) o eritrocitos de oveja (panel b) se incubaron con
proteina recombinante y suero humano al 10% (células CHO) o suero humano al 0,33% (eritrocitos). Estas
concentraciones dieron como resultado una lisis de aproximadamente 90% de las células sin proteger. La lisis se
determiné después de una incubacion durante 45 min. a 37°C. La lisis del valor de referencia, determinada
incubando células en suero inactivado con calor, fue menor que 5%, y se resté. Media +/- SD, n = 4.

La Figura 7 muestra el efecto de proteinas de fusion recombinantes sobre la adhesion de células U937. Se
sensibilizaron eritrocitos de oveja con anticuerpo IgM, y se incubaron en suero deficiente en C6. Los eritrocitos
opsonizados con C3 se coincubaron con células U937 en presencia de 500 nM de proteina de fusién recombinante o
PBS. Tras la incubacion, el nimero medio de células U937 unidas por eritrocito se determiné mediante microscopia.
Media +/- SD, n = 3.

La Figura 8 muestra la secuencia nucleotidica y la secuencia de aminoacidos predicha de CR2-DAF humana
madura. Los aminoacidos subrayados representan secuencias de ligacion entre CR2 y DAF.

La Figura 9 muestra la secuencia nucleotidica y la secuencia de aminoacidos predicha de CR2-CD59 humana
madura. Los aminoacidos subrayados representan secuencias de ligacion entre CR2 y CD59.

La Figura 10 muestra la secuencia nucleotidica y la secuencia de aminoacidos predicha de DAF-CR2 humana
madura. Los aminoacidos subrayados representan las secuencias de ligacion entre DAF Y CR2.

La Figura 11 muestra la secuencia nucleotidica y la secuencia de aminoacidos predicha de CD59-CR2 humana
madura. Los aminoacidos subrayados representan las secuencias de ligacion entre CD59 Y CR2.

La Figura 12 muestra la dianizacién de proteinas de fusion que contienen CR2 a células CHO revestidas con C3. El
ligando de C3 se generd en células CHO incubando células en 10% de antisuero anti-CHO y 10% de suero humano
sin C6 (para evitar la formacion del complejo de ataque a la membrana y la lisis celular). Las células se lavaron y se
incubaron con proteina de fusion (20 ug/ml, 4°C, 30 min.). La union se detecté mediante analisis citométrico de flujo
usando anticuerpos contra el inhibidor del complemento apropiado (DAF o CD59). Linea negra: control (sin proteina
de fusion); gris claro: CR2 en el término C; gris oscuro: CR2 en el término N.

La Figura 13 muestra el analisis de la unién de CR2-DAF a C3dg mediante resonancia plasmoénica de superficie.
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La Figura 14 muestra el analisis de la unién de CR2-CD59 a C3dg mediante resonancia plasmonica de superficie.
La Figura 15 muestra el andlisis de la unién de DAF-CR2 a C3dg mediante resonancia plasmoénica de superficie.
La Figura 16 muestra el analisis de la unién de CD59-CR2 a C3dg mediante resonancia plasmonica de superficie.

La Figura 17 muestra el efecto de DAF dianizado y sin dianizar sobre la lisis de células CHO mediada por el
complemento. Se sensibilizaron células CHO al complemento con antisueros anti-CHO (10% de concentracion, 4°C,
30 min.) y se incubaron subsiguientemente con 10% de suero humano normal (NHS) (37°C, 60 min.) en presencia
de concentraciones variables de proteinas inhibidoras del complemento. Entonces se determiné la lisis celular
mediante ensayo de exclusion con azul de tripan. Experimento representativo que muestra media +/- SD (n = 3). Se
llevaron a cabo tres experimentos separados usando diferentes preparaciones de proteinas de fusion.

La Figura 18 muestra el efecto de CD59 dianizada y no dianizada sobre la lisis de células CHO mediada por el
complemento. El ensayo se llevd a cabo como se describe en la leyenda para la Figura 17. Experimento
representativo que muestra media +/- SD (n = 3). Se llevaron a cabo tres experimentos separados usando diferentes
preparaciones de proteinas de fusion.

La Figura 19 muestra el efecto de DAF dianizada y no dianizada sobre la hemolisis mediada por el complemento. Se
sensibilizaron eritrocitos (E) de oveja con anticuerpo anti-E de oveja, y se incubaron subsiguientemente con una
dilucion 1/300 de NHS (37°C, 60 min.) en presencia de concentraciones variables de proteinas inhibidoras del
complemento. La lisis celular se determiné midiendo la hemoglobina liberada (absorbancia a 412 nm). Experimento
representativo que muestra media +/- SD (n = 3). Se llevaron a cabo dos experimentos separados usando diferentes
preparaciones de proteinas de fusion.

La Figura 20 muestra el efecto de CD59 dianizada y no dianizada sobre la hemolisis mediada por el complemento.
El ensayo se llevd a cabo como se describe en la leyenda para la Figura 19. Experimento representativo que
muestra media +/- SD (n = 3). Se llevaron a cabo dos experimentos separados usando diferentes preparaciones de
proteinas de fusion.

La Figura 21 muestra la secuencia nucleotidica y de aminoacidos predicha de CR2-Fc de IgG1 humano humana
madura. Los aminoacidos subrayados representan secuencias de ligacion entre CR2 y la region Fc. El plasmido de
expresion contiene la region Fc gendmica (bisagra-intron-CH2-intron-CH3).

La Figura 22 muestra el analisis de SDS-PAGE de la proteina de fusion CR2-Fc. CR2-Fc purificada se hizo pasar en
condiciones no reductoras (linea 1) o reductoras (linea 2). El gel se tifid mediante azul de Coomassie (para MW de
marcadores en linea 3, véase la Figura 2).

La Figura 23 muestra la dianizacion de CR2-Fc a células CHO revestidas con C3. El ligando de C3 se generé como
se describi6 (leyenda para la Figura 12). Las células se lavaron y se incubaron con CR2-Fc (20 ug/ml, 4°C, 30 min.).
La union se detectd mediante analisis citométrico de flujo usando anticuerpos frente a Fc humano conjugado a FITC.
El panel superior muestra los resultados de la incubacién de CR2-Fc con células CHO revestidas con C3, y el panel
inferior muestra los resultados de la incubacién de CR2-Fc con células CHO de control.

La Figura 24 muestra el sensograma de resonancia plasmonica de superficie que muestra la union de CR2-Fc a
ligando de C3d inmovilizado sobre un chip.

La Figura 25 muestra la biodistribucion de '?’I-CR2-DAF y '?°|-sDAF en ratones NZB/W F1 de 34 semanas. Se
inyectaron proteinas radiomarcadas en la vena de la cola, y se determind la biodistribucion del radiomarcador
después de 24 h. Cada proteina se inyecto en 2 ratones.

La Figura 26 muestra la formacién de imagenes de CR2-DAF unida a glomérulos de ratones MRL/Ipr de 24
semanas. La union glomerular de CD2-DAF (a) y sDAF (b) se analiz6 24 horas después de la inyeccion de cada
proteina en la vena de la cola. La figura muestra la tincion de inmunofluorescencia de secciones del rifion.

La Figura 27 muestra el constructo CD59-Crry de anticuerpo monocatenario. La figura muestra que el constructo
comprende una cadena ligera variable (VL) y una cadena pesada variable (VH) de mAb K9/9. El constructo se
prepard en el vector de expresion de levadura pPICZalph (Invitrogen).

La Figura 28 muestra la biodistribucion de inhibidores del complemento y Ab monocatenario K9/9 en ratas. Las
proteinas recombinantes yodadas se administraron 4 dias después del tratamiento con PAN, y la radioactividad en
los 6rganos se midié 48 h mas tarde.

La Figura 29 muestra el aclaramiento de creatinina en ratas tratadas con PAN y que reciben la terapia indicada (n =
4, +/- SD).

La Figura 30 muestra la corteza renal tefiida con PAS. La Figura 30A muestra el control sin PAN, la Figura 30B:
tratamiento de PAN con PBS, la Figura 30C: tratamiento de PAN con Crry K9/9 dianizado, y la Figura 30D:
tratamiento de PAN con sCrry.
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La Figura 31 muestra la actividad inhibidora del complemento en suero tras la administracion de proteinas
recombinantes. Medida mediante lisis de eritrocitos de oveja sensibilizados. Se muestra el porcentaje de actividad
inhibidora con relacién a suero procedente de ratas de control.

IV. Descripcién detallada

La presente invencion se puede entender mas facilmente mediante referencia a la siguiente descripcion detallada de
realizaciones preferidas de la invencion y los Ejemplos incluidos alli, y a las Figuras y su descripciéon previa y
siguiente.

A. Definiciones

n o«

Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones anejas, las formas singulares “un”, “una” y “el/la”
incluyen referentes plurales excepto que el contexto indique claramente otra cosa. De este modo, por ejemplo, la
referencia a “un vehiculo farmacéutico” incluye mezclas de dos o mas de tales vehiculos, y similares.

Los intervalos se pueden expresar aqui como de “alrededor de” un valor particular, y/o hasta “alrededor de” otro
valor particular. Cuando se expresa tal intervalo, otra realizacion incluye desde el un valor particular y/o hasta el otro
valor particular. De forma similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante uso del
antecedente “alrededor de”, se entendera que el valor particular forma otra realizacién. Se entendera ademas que
los puntos finales de cada uno de los intervalos son significativos tanto en relacién con el otro punto final, como
independientemente del otro punto final.

En esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones que siguen, se hara referencia a un ndmero de términos que
se han de definir por tener los siguientes significados:

“Opcional” u “opcionalmente” significa que el suceso o circunstancia descrito subsiguientemente puede ocurrir o no,
y que la descripcion incluye casos en los que dicho suceso o circunstancia se produce y casos en los que no.

“Tratamiento” o “tratar” significa administrar una composicion a un sujeto con una afeccién, en el que la afecciéon
puede ser una enfermedad patégena, enfermedad autoinmunitaria, cancer o afeccion inflamatoria. El efecto de la
administracion de la composicion al sujeto puede tener el efecto de, pero no se limita a, reducir los sintomas de la
afeccion, una reduccion en la gravedad de la afeccion, o la eliminacion completa de la afeccion.

Aqui, “inhibicién” o “inhibe” significa reducir la actividad. Se entiende que la inhibiciéon puede significar una reduccion
ligera en la actividad hasta la eliminacion completa de toda la actividad. Un “inhibidor” puede ser cualquiera que
reduzca la actividad.

Aqui, “activacion” o “activa” significa que incrementa la actividad. Se entiende que la activacion puede significar un
incremento en la actividad existente, asi como la induccién de nueva actividad. Un “activador” puede ser cualquiera
que incremente la actividad.

B. Inhibicion del complemento y constructos activantes

Se describen composiciones que comprenden un constructo, en las que el constructo comprende CR2 y un
modulador de la actividad del complemento.

CR2 consiste en una porcion extracelular que consiste en 15 6 16 unidades que se repiten conocidas como
repeticiones de consenso cortas (SCRs). Los aminoacidos 1-20 comprenden el péptido lider, los aminoacidos 23-82
comprenden SCR1, los aminoacidos 91-146 comprenden SCR2, los aminoacidos 154-210 comprenden SCR3, los
aminoacidos 215-271 comprenden SCR4. El sitio activo (sitio de union a C3dg) esta situado en SCR 1-2 (las 2
primeras SCRs N-terminales). Las unidades SCR estan separadas por secuencias cortas de longitud variable que
sirven como espaciadores. Se entiende que se puede usar cualquier nimero de SCRs que contienen el sitio activo.
En una realizacion, el constructo contiene las 4 unidades SCR N-terminales. En otra realizacion, el constructo
incluye las dos primeras SCRs N-terminales. En otra realizacion, el constructo incluye las tres primeras SCRs N-
terminales.

Se entiende que existe variacion de especie y de cepa para los péptidos, polipéptidos, proteinas, fragmentos
proteicos y composiciones descritos. Se describen especificamente todas las variaciones de especies y de cepas
para los péptidos, polipéptidos, proteinas, fragmentos proteicos y composiciones descritos.

También se describen composiciones en las que el constructo es una proteina de fusion.

Aqui, una “proteina de fusién” significa dos 0 mas componentes que comprenden péptidos, polipéptidos o proteinas
operablemente enlazados. CR2 se puede enlazar a inhibidores o activadores del complemento mediante cualquier
secuencia de ligacion de aminoacidos. Los ejemplos de ligadores son bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de
ligadores pueden incluir, pero sin limitarse a, (GlysSer)s (G4S), (GlysSer)s (G3S), SerGlys, y SerGlysSerGlys. Las
secuencias de ligacion también pueden consistir en secuencias de ligacion “naturales” encontradas entre las
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unidades SCR con proteinas humanas (o de ratén), por ejemplo VSVFPLE, la secuencia de ligacion entre SCR 2y 3
de CR2 humano. Las proteinas de fusién también se pueden construir sin secuencias de ligacion.

También se describen composiciones de la invencion, en las que la proteina de fusién inhibe el complemento.

También se describen composiciones de la invencién, en las que el modulador de la actividad del complemento
comprende un inhibidor del complemento.

También se describen composiciones de la invencion, por ejemplo, en las que el inhibidor del complemento es el
factor acelerador del decaimiento (DAF) SEC ID NO: 1 (nucledtido) y SEC ID NO: 2 (aminoacido). Por ejemplo, el
DAF puede ser DAF humano soluble que comprende los cuatro dominios de SCR sin anclaje glicofosfatidilico y
region rica en serina-treonina. El DAF también puede ser DAF humano soluble que comprende los cuatro dominios
de SCR y la region rica en serina-treonina pero sin el anclaje de glicofosfatidilo.

La region extracelular de DAF consiste en 4 unidades SCR en el término N seguido de una region rica en
serina/treonina. Los aminoacidos 1-34 comprenden el péptido lider, los aminoacidos 35-95 comprenden SCR1, los
aminoacidos 97-159 comprenden SCR2, los aminoacidos 162-221 comprenden SCR3, los aminoacidos 224-284
comprenden SCR4, y los aminoacidos 287-356 comprenden la regiéon S/T. En una realizacién de la invencion, la
composicion de la invencion comprende todas las 4 unidades SCR. En otra realizacién de la invencion, la
composicion comprende SCR2-4 de DAF.

Se describen composiciones de la invencién, en las que el inhibidor del complemento comprende una proteina de
fusion entre CD59 y otro inhibidor del complemento seleccionado del grupo que consiste en DAF, MCP, Crry y CR1.
También se describen composiciones de la invencién, en las que el inhibidor del complemento es una proteina de
fusion de dos o mas inhibidores del complemento.

También se describen composiciones de la invencion, en las que la proteina de fusion comprende CR2-DAF (SEC
ID NO: 6). También se describen composiciones de la invencion en las que la proteina de fusion esta codificada por
un nucleétido que comprende SEC ID NO: 5.

También se describen composiciones de la invencion, en las que la proteina de fusion comprende DAF-CR2 (SEC
ID NO: 10). También se describen composiciones de la invencién en las que la proteina de fusién esta codificada por
un nucleétido que comprende SEC ID NO: 9.

También se describen composiciones de la invencién, en las que el inhibidor del complemento es CD59 humana
(SEC ID NO: 3 (nucleotido) y SEC ID NO: 4 (aminoacido)). La CD59 humana puede ser CD59 humana soluble que
comprende la proteina madura sin anclaje glicofosfatidilico.

También se describen composiciones de la invencién, en las que la proteina de fusion comprende CR2-CD59
humana (SEC ID NO: 8). También se describen composiciones de la invencion en las que la proteina de fusion esta
codificada por un nucleétido que comprende SEC ID NO: 7.

También se describen composiciones de la invencién, en las que la proteina de fusion comprende CD59 humana-
CR2 (SEC ID NO: 12). También se describen composiciones de la invencién en las que la proteina de fusion esta
codificada por un nucleétido que comprende SEC ID NO: 10.

También se describen composiciones de la invencion, en las que el inhibidor del complemento es CR1 (SEC ID NO:
13 (nucledtido) y SEC ID NO: 14 (aminoacido)). La region extracelular de CR1 puede comprender 30 unidades SCR.
Es una realizacion de la invencién que la composicion pueda comprender toda la region extracelular de CR1. En otra
realizacion de la invencion, la composicidon comprende [el] un sitio activo de CR1. Los sitios activos de CR1 son los
aminoacidos 1-46 que comprenden el péptido lider, los aminoacidos 47-300 que comprenden SCR-4 (sitio de unidn
a C4b, menor afinidad por C3b), los aminoacidos 497-750 que comprenden SCR8-11 (sitio de unién a C3b, menor
afinidad por C4b), los aminoacidos 947-1200 que comprenden SCR15-18 (sitio de unién a C3b, menor afinidad por
C4b), y los aminoacidos 1400-1851 que comprenden el sitio de unién a C1g. En una realizacion adicional de la
invencion, la composicion de la invencién puede comprender [una] cualquiera combinacién o todos los sitios activos
de CR1.

También se describen composiciones de la invencién, en las que el inhibidor del complemento comprende los sitios
activos de CR1, y en las que [el] un sitio activo comprende ademas un péptido lider que comprende los aminoacidos
6-46, los aminoacidos 47-300 que comprenden SCR-4 (sitio de union a C4b, menor afinidad por C3b), los
aminoacidos 497-750 que comprenden SCR8-11 (sitio de union C3b, menor afinidad por C4b), los aminoacidos 947-
1200 que comprenden SCR15-18 (sitio de unidon a C3b, menor afinidad por C4b), y los aminoacidos 1400-1851 que
comprenden el sitio de unién a C1qg. En una realizacion adicional de la invencién, la composicion de la invenciéon
puede comprender cualquier [una] combinacién o todos los sitios activos de CR1.

También se describen composiciones de la invencion, en las que el inhibidor del complemento es MCP (SEC ID NO:
15 (nucledtido) y SEC ID NO: 16 (aminoacido)). La region extracelular consiste en 4 unidades SCR seguidas de la
region ser/thr. Los aminoacidos 1-34 comprenden el péptido lider, los aminoacidos 35-95 comprenden SCR1, los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2392511 T3

aminoacidos 96-158 comprenden SCR2, los aminoacidos 159-224 comprenden SCR3, los aminoacidos 225-285
comprenden SCR4, y los aminoacidos 286-314 comprenden la region S/T.

También se describen composiciones de la invencion, en las que el inhibidor del complemento es Crry (SEC ID NO:
17). Crry puede ser Crry de raton soluble que comprende los 5 dominios SCR N-terminales sin la region
transmembranica.

También se describen composiciones de la invencion, en las que el inhibidor del complemento es CD59 murino. El
CD59 murino puede ser CD59 murino soluble que comprende la proteina madura sin anclaje glicofosfatidilico.

Se describen composiciones de la invencién, en las que la proteina de fusién activa el complemento.
Se describen composiciones de la invencién, en las que el constructo esta en un vector.
Se describen células que comprenden el vector de la invencion.

Los grupos reactivos que se pueden dianizar usando un agente de reticulacion incluyen aminas primarias,
sulfhidrilos, carbonilos, hidratos de carbono y acidos carboxilicos, o se pueden afiadir a las proteinas grupos activos.
Los ejemplos de ligadores quimicos son bien conocidos en la técnica, y pueden incluir, pero no se limitan a,
bismaleimidohexano, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, agentes de reticulacion de ésteres de NHS-
maleimida tales como MBS, Sulfo-MBS, SMPB, Sulfo-SMPB, GMBS, Sulfo-GMBS, EMCS, Sulfo-EMCS; agentes de
reticulacion de imidoésteres tales como DMA, DMP, DMS, DTBP; EDC [hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimidal, [2-(4-hidroxifenil)etil]-4-N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxamida, DTME: ditio-
bismaleimidoetano, DMA (adipimidato de dimetil-2 HCI), DMP (pimelimidato de dimetilo-2 HCI), DMS (suberimidato
de dimetilo-2 HCI), DTBP (3,3’-ditiobispropionimidato de dimetilo-2 HCI), MBS, (éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida), Sulfo-MBS (éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida), Sulfo-SMPB  (4-[p-
maleimidofenil]butirato de sulfosuccinimidilo), GMBS (éster de N[--maleimidobutiriloxi]succinimida), EMCS (éster de
N-[ -maleimidocaproiloxi]succinimida), y Sulfo-EMCS (éster de N-[--maleimidocaproiloxi]sulfosuccinimida).

C. Métodos para usar las composiciones

Actualmente estan bajo investigacion diversos tipos de proteinas inhibidoras del complemento para terapia de
enfermedad inflamatoria y estados morbidos asociados con bioincompatibilidad. Dos de los inhibidores mejor
caracterizados terapéuticamente del complemento humano son una forma soluble del receptor 1 del complemento
(sCR1) y un anticuerpo monoclonal anti-C5. Estas proteinas inhibidoras sistémicamente activas han mostrado
eficacia en diversos modelos animales de enfermedad, y mas recientemente en ensayos clinicos (1-5, 6:#1037 que
incluye ensefianzas sobre la eficacia in vivo y resultados clinicos).

La composicién de la invencion se puede usar en métodos para tratar una afeccion afectada por el complemento en
un sujeto. Se entiende que la administracion de la composicion del sujeto puede tener el efecto de, pero no se limita
a, reducir los sintomas de la afeccion, una reduccioén en la gravedad de la afeccion, o la eliminacién completa de la
afeccion.

1. Métodos para usar las composiciones para inhibir el complemento

Se describe la composicion de la invencidon para uso en métodos para tratar una afecciéon afectada por el
complemento en un sujeto, en la que la composiciéon mostrara actividad del complemento. Se entiende que el efecto
de la administracion de la composicion al sujeto puede tener el efecto de, pero no se limita a, reducir los sintomas de
la afeccién, una reduccion en la gravedad de la afeccion, o la eliminacion completa de la afeccion.

Se describe la composicion de la invencién para uso en métodos para reducir dafio mediado por el complemento,
composicion la cual inhibe el complemento.

La afeccion tratada puede ser una afeccion inflamatoria. La afeccion inflamatoria se puede seleccionar del grupo que
consiste en asma, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis reactiva, espondilartritis, vasculitis
sistémica, diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis multiple, encefalomielitis alérgica experimental,
sindrome de Sjogren, enfermedad de hospedante frente a injerto, enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lesién por reperfusion isquémica, infarto de miocardio, enfermedad de
Alzheimer, rechazo de transplantes (alogénico y xenogénico); trauma térmico; cualquier inflamacion inducida por
complejo inmunitario, glomerulonefritis, miastenia grave, lupus cerebral, sindrome de Guillain-Barre, vasculitis,
esclerosis sistémica, anafilaxis, reacciones al catéter, ateroma, infertilidad, tiroiditis, ARDS, sindrome de post-
bypass, hemodialisis, reumatoide juvenil, sindrome de Behcet, anemia hemolitica, pénfigo, penfigoide ampolloso,
apoplejia, aterosclerosis, y esclerodermia.

La afeccién puede ser una infeccion virica. La infeccion virica se puede seleccionar de la lista de virus que consiste
en virus de la gripe A, virus de la gripe B, virus sincitial respiratorio, virus del Dengue, virus de fiebre amairilla, virus
del Ebola, virus de Marburg, virus de la fiebre de Lassa, virus de la encefalitis equina oriental, virus de la encefalitis
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japonesa, virus de la encefalitis de St. Louis, virus de la fiebre del Valle de Murray, virus del Nilo occidental, virus de
la fiebre del Valle del Rift, rotavirus A, rotavirus B, rotavirus C, virus de Sindbis, Hantavirus.

La afeccién puede ser una respuesta inflamatoria a un vector virico. El vector virico se puede seleccionar de la lista
de virus que consiste en adenovirus, virus de la vacuna, virus adenoasociado, virus Ankara de la vacuna modificado,
y citomegalovirus. Se entiende que se pueden usar otros vectores viricos para el suministro de la vacuna. Se
describen especificamente todos y cada uno de los vectores viricos conocidos en la técnica.

Se entiende en la técnica que Candida expresa una proteina semejante a CR3 que tiene propiedades de union
similares como CR2. La proteina semejante a CR3 parece que esta implicada en la patogénesis. Por lo tanto, una
realizacion de la invencion es el tratamiento de un sujeto con una infeccion fungica, en el que el tratamiento bloquea
la funcién de “CR3” fungica asi como inhibe el complemento, que comprende administrar a un sujeto la composicion
de la invencion.

Se describen usos de la invencién, en los que el inhibidor del complemento pueden potenciar el resultado de la
terapia a base de apoptosis (por ejemplo, terapia génica con adenovirus que expresa el ligando Fas).

La apoptosis que se produce durante el desarrollo normal no es inflamatoria, y esta implicada en la induccion de
tolerancia inmunoldgica. Aunque la muerte celular apoptética puede ser inflamatoria dependiendo de cémo se active
y en qué tipos celulares (por ejemplo, agentes terapéuticos que ligan Fas son capaces de inducir inflamacion), la
muerte celular necrética da como resultado una respuesta inflamatoria sostenida y poderosa mediada por
contenidos celulares liberados y por citocinas proinflamatorias liberadas por fagocitos estimulados. Las células
apoptoticas y las vesiculas normalmente son aclaradas por fagocitos, evitando asi las consecuencias
proinflamatorias de la lisis celular. En este contexto, se ha demostrado que las células apoptoéticas y los cuerpos
apoptoticos fijan directamente el complemento, y que el complemento puede sostener una respuesta antiinflamatoria
debido a la opsonizacion y fagocitosis potenciada de las células apoptéticas.

La inflamacion esta implicada en el reclutamiento no especifico de células inmunitarias que puede influir en las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. La modulacion de la activacion del complemento durante la terapia
tumoral a base de apoptosis para inhibir la captacién fagocitica de células/cuerpos apoptoticos potencia la respuesta
inmunitaria inflamatoria/innata en el entorno del tumor. Ademas, las células apoptéticas pueden ser una fuente de
autoantigenos inmundégenos y cuerpos apoptoticos sin aclarar que da como resultado la autoinmunizacion. Ademas
de crear un entorno inmunoestimulante mejorado, la modulacién del complemento en un sitio en el que se ha
inducido a las células tumorales a sufrir apoptosis aumenta o dispara adicionalmente la inmunidad especifica frente
a un tumor al cual el hospedante es normalmente tolerante.

Las composiciones descritas de la invencion pueden actuar como antagonistas de CR2 y CR3. La actividad del
complemento se puede inhibir via la inhibicion de CR2, que comprende administrar la composicién de la invencién a
un sujeto. La actividad del complemento se puede inhibir via la inhibicion de CR3, que comprende administrar la
composicion de la invencion a un sujeto. Puesto que un antagonista de CR2 puede modular la respuesta inmunitaria,
un antagonista de CR3 puede tener un segundo mecanismo antiinflamatorio de accion puesto que CR3 es integrina
que se une a ICAM1 endotelial. ICAM1 es expresado en sitios de inflamacién, y esta implicado en adhesion
leucocitaria y diapedesis. Ademas, la expresion de ICAM1 esta aumentada por productos de activacion del
complemento.

3. Métodos para usar las composiciones como herramientas de investigacion

Las composiciones descritas se pueden usar en una variedad de formas como herramientas de investigacion. Por
ejemplo, las composiciones descritas se pueden usar para estudiar inhibidores de la activacion del complemento.

Las composiciones descritas se pueden usar como herramientas de diagndstico relacionadas con enfermedades
asociadas con la activacion del complemento, tales como cancer, infecciones viricas, infecciones bacterianas,
infecciones parasitarias, e infecciones fungicas. Las proteinas de fusion con CR2 seleccionaran como diana un sitio
de activacion del complemento, y una proteina de fusién con CR2 marcada puede diagnosticar afecciones asociadas
con la activacion del complemento. Por ejemplo, un anticuerpo reactivo al tumor activaria el complemento sobre
células tumorales, que entonces podrian seleccionar como diana a CR2. La CR2-Fc marcada podria amplificar
entonces la sefial tras la dianizacion del anticuerpo.

D. Composiciones

Se describen componentes a usar para preparar las composiciones descritas, asi como las propias composiciones a
usar en los métodos descritos aqui. Estos y otros materiales se describen aqui, y se entiende que cuando se
describen composiciones, subconjuntos, interacciones, grupos, etc. de estos materiales, que aunque puede que no
se haga explicitamente referencia especifica a cada una de las diversas combinaciones y permutaciones
individuales y colectivas de estos compuestos, cada uno se contempla y se describe especificamente aqui. Por
ejemplo, si se describe una CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, particular, y/o se describe y se discute una
combinacion especifica de los mismos, y/o se discute un nimero de modificaciones que se pueden hacer a un
numero de moléculas que incluyen CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, y/o sus combinaciones, se contempla
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especificamente que todas y cada una de las combinaciones y permutaciones de CR2, DAF, CD59, CR1, MCP,
Crry, o su combinacion, y las modificaciones que son posibles, excepto que se indique especificamente lo contrario.
De este modo, si se describe una clase de moléculas A, B y C, asi como una clase de moléculas D, Ey F, y se
describe un ejemplo de una molécula de combinacion A-D, entonces incluso si cada uno no esta citado
individualmente, cada uno esta contemplado individual y colectivamente considerandose descritas las
combinaciones A-E, A-F, B-D, B-E, B-F, C-D, C-E, y C-F. Igualmente, también se describe cualquier subconjunto o
combinacion. De este modo, por ejemplo, el subgrupo de A-E, B-F y C-E se consideraria descrito. Este concepto se
aplica a todos los aspectos de esta solicitud, incluyendo, pero sin limitarse a, etapas en los métodos para obtener y
usar las composiciones descritas. De este modo, si hay una variedad de etapas adicionales que se pueden llevar a
cabo, se entiende que cada una de estas etapas adicionales se puede llevar a cabo con cualquier realizacion
especifica o combinacioén de realizaciones de los métodos descritos.

1. Similitudes de secuencias

Se entiende que, como se explica aqui, el uso de los términos homologia e identidad significa lo mismo que similitud.
De este modo, por ejemplo, si se usa el uso de la palabra homologia entre dos secuencias no naturales, se entiende
que no esta indicando necesariamente una relacién evolutiva entre estas dos secuencias, sino mas bien esta
mirando las similitudes o relaciones entre sus secuencias de acidos nucleicos. Muchos de los métodos para
determinar la homologia entre dos moléculas evolutivamente relacionadas se aplican de forma habitual a cualquiera
de dos 0 mas acidos nucleicos o proteinas con el fin de medir la similitud de secuencias independientemente de si
estan evolutivamente relacionadas o no.

En general, se entiende que una manera para definir cualesquiera variantes y derivados conocidos, o aquellos que
puedan surgir, de los genes y proteinas descritos aqui, es definiendo las variantes y derivados en términos de
homologia con secuencias conocidas especificas. Esta identidad de secuencias particulares descritas aqui también
se explica en cualquier otra parte aqui. Por ejemplo, SEC ID NO: 25 expone una secuencia particular de una CR2, y
SEC ID NO: 26 expone una secuencia particular de la proteina codificada por SEC ID NO: 25, una proteina CR2. Se
describen especificamente variantes de estos y de otros genes y proteinas descritos aqui que tienen al menos una
homologia del 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 por ciento con la secuencia sefialada. Los expertos en la técnica entenderan facilmente como determinar
la homologia de dos proteinas o acidos nucleicos, tales como genes. Por ejemplo, la homologia se puede calcular
después de alinear las dos secuencias de manera que la homologia esté en su nivel mas elevado.

Otra manera de calcular la homologia se puede llevar a cabo mediante algoritmos publicados. El alineamiento
optimo de secuencias para comparacion se puede llevar a cabo mediante algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda de similitud mediante el método de Pearson y Lipman,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computerizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Los mismos tipos de homologia se pueden obtener para acidos nucleicos, por ejemplo, mediante los algoritmos
descritos en Zuker, M. Science 244:48-52, 1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706-7710, 1989,
Jaeger et al. Methods Enzymol. 183:281-306,1989 para al menos material relacionado con alineamiento de acidos
nucleicos. Se entiende que se puede usar tipicamente cualquiera de los métodos, y que en ciertos casos los
resultados de estos métodos pueden diferir, pero el experto entiende que, si se encuentra identidad con al menos
uno de estos métodos, se podria afirmar que las secuencias tienen la identidad sefialada, y se describirian aqui.

Por ejemplo, como se usa aqui, una secuencia citada por tener un porcentaje de homologia particular con otra
secuencia se refiere a secuencias que tienen la homologia citada segun se calcula mediante uno cualquiera o mas
de los métodos de calculo descritos anteriormente. Por ejemplo, una primera secuencia tiene 80 por ciento de
homologia, como se define aqui, con una segunda secuencia si la primera secuencia se calcula que tiene 80 por
ciento de homologia con la segunda secuencia usando el método de calculo de Zuker, incluso si la primera
secuencia no tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia segun se calcula mediante cualquiera de
los otros métodos de calculo. Como otro ejemplo, una primera secuencia tiene 80 por ciento de homologia, como se
define aqui, con una segunda secuencia si se calcula que la primera secuencia tiene un 80 por ciento de homologia
con la secunda secuencia usando tanto el método de calculo de Zuker como el método de calculo de Pearson y
Lipman, incluso si la primera secuencia no tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia segun se
calcula mediante el método de calculo de Smith y Waterman, el método de calculo de Needleman y Wunsch, el
método de calculo de Jaeger, o cualquiera de los otros métodos de calculo. Segun todavia otro ejemplo, una primera
secuencia tiene 80 por ciento de homologia, como se define aqui, con una segunda secuencia si se calcula que la
primera secuencia tiene 80 por ciento de homologia con la segunda secuencia usando cada uno de los métodos de
calculo (aunque, en la practica, los diferentes métodos de calculo daran a menudo como resultados porcentajes de
homologia calculados diferentes).
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2. Acidos nucleicos

Hay una variedad de moléculas descritas aqui que se basan en acidos nucleicos, incluyendo por ejemplo los acidos
nucleicos que codifican, por ejemplo, CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-
CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, Crry-CR2, CR2-anti-C5, asi como diversos acidos
nucleicos funcionales. Los acidos nucleicos descritos estan formados, por ejemplo, de nucledtidos, analogos
nucleotidicos, o sustitutos nucleotidicos. Se explican aqui ejemplos no limitantes de estas y otras moléculas. Por
ejemplo, se entiende que cuando un vector es expresado en una célula, el ARNm expresado estara formado
tipicamente por A, C, G y U. Igualmente, se entiende que, por ejemplo, si se introduce una molécula antisentido en
una célula o entorno celular mediante, por ejemplo, suministro exdgeno, es ventajoso que la molécula antisentido
esté formada por analogos nucleotidicos que reduzcan la degradaciéon de la molécula antisentido en el entorno
celular.

a) Nucledtidos y moléculas relacionadas

Un nucledtido es una molécula que contiene un resto de base, un resto de azlcar y un resto de fosfato. Los
nucledtidos se pueden enlazar juntos a través de sus restos de fosfato y sus restos de azucar, creando un
enlazamiento internucleosidico. El resto de base de un nucledtido puede ser adenin-9-ilo (A), citosin-1-ilo (C),
guanin-9-ilo (G), uracil-1-ilo (U), y timidin-1-ilo (T). El resto de azucar de un nucleétido es una ribosa o una
desoxirribosa. El resto de fosfato de un nucledtido es fosfato pentavalente. Un ejemplo no limitante de nucleétido
seria 3-AMP (monofosfato de 3’-adenosina) o 5-GMP (monofosfato de 5’-guanosina).

Un analogo nucleotidico es un nucleétido que contiene algun tipo de modificacion ya sea en los restos de base, de
azucar o de fosfato. Las modificaciones al resto de base incluirian modificaciones naturales o sintéticas de A, C, G, y
T/U, asi como bases purinicas o pirimidinicas diferentes, tales como uracil-5-ilo (.psi.), hipoxantin-9-ilo (I), y 2-
aminoadenin-9-ilo. Una base modificada incluye, pero no se limita a, 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina,
xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-propil y otros
derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil
uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-
tioalquil, 8-hidroxil y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, uracilos y citosinas 5-halo particularmente 5-bromo, 5-
trifluorometilo y otros uracilos y citocinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-
azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina. Las modificaciones de
base adicionales se pueden encontrar, por ejemplo, en la patente U.S. n° 3.687.808, Englisch et al., Angewandte
Chemie, Edicién International, 1991, 30, 613, y Sanghvi, Y. S., Capitulo 15, Antisense Research and Applications,
paginas 289-302, Crooke, S. T. y Lebleu, B. ed., CRC Press, 1993. Ciertos analogos nucleotidicos, tales como
pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y 0-6 sustituidas, incluyendo 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina. 5-metilcitosina pueden incrementar la estabilidad de la formacion del duplex. A
menudo, las modificaciones de base se pueden combinar, por ejemplo, con una modificaciéon de azucar, tal como 2’-
O-metoxietilo, para lograr propiedades Unicas tales como estabilidad aumentada del duplex. Hay numerosas
patentes de los Estados Unidos, tales como 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121. 5.596.091; 5.614.617; y
5.681.941, que detallan y describen un intervalo de modificaciones de base.

Los analogos nucleotidicos también pueden incluir modificaciones del resto de azucar. Las modificaciones al resto
de azucar incluirian modificaciones naturales de la ribosa y desoxirribosa, asi como modificaciones sintéticas. Las
modificaciones de azucar incluyen, pero no se limitan a, las siguientes modificaciones en la posicién 2': OH; F; O-, S-
, 0 N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, en las que el alquilo, alquenilo y alquinilo
pueden ser alquilo de C1 a C1o, 0 alquenilo de C; a Cyg y alquinilo sustituidos o no sustituidos. Las modificaciones de
azucar en 2’ también incluyen, pero no se limitan a, -O[(CH2)n O]m CHs, -O(CHz), OCHas, -O(CH>), NHa, -O(CHz2)n
CHas, -O(CHz)n -ONHz, y - O(CH2),ON[(CH2), CHO3)]2, en los que n y m son de 1 a alrededor de 10.

Otras modificaciones en la posiciéon 2’ incluyen, pero no se limitan a: alquilo inferior de C1 a C1o, alquilo inferior
sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, CF3;, OCF3;, SOCH3, SO, CHj,
ONOg2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un
grupo de escision de ARN, un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades
farmacocinéticas de un oligonucleétido, o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un
oligonucledtido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. También se pueden hacer modificaciones
similares en otras posiciones en el azucar, particularmente en la posicion 3’ del azicar en el nucleétido 3’ terminal o
en oligonucledtidos enlazados 2’-5’ y en la posicion 5’ del nucleétido 5’ terminal. Los azdcares modificados también
incluirian aquellos que contienen modificaciones en el oxigeno del anillo que forma un puente, tales como CHz y S.
Los analogos de azucar nucleotidicos también pueden tener miméticos de azucar tales como restos ciclobutilicos en
lugar del azucar pentofuranosilo. Hay numerosas patentes de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de
tales estructuras de azlcar modificadas, tales como 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878;
5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053;
5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y 5.700.920.
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Los analogos nucleotidicos también se pueden modificar en el resto de fosfato. Los restos de fosfato modificados
incluyen, pero no se limitan a, aquellos que se pueden maodificar de manera que el enlace entre dos nucledtidos
contiene un fosforotioato, fosforotioato quiral, fosforoditioato, fosfotriéster, aminoalquilfosfotriéster, metil y otros
alquilfosfonatos, incluyendo 3'-alquilenfosfonato y fosfatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos, incluyendo 3'-
aminofosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos,
tionoalquilfosfotriésteres, y boranofosfatos. Se entiende que este enlace de fosfato o de fosfato modificado entre dos
nucleétidos puede ser a través de un enlace 3’-5’ o un enlace 2’-5’, y el enlace puede contener polaridad invertida tal
como 3-5" a 5-3' o 2-5 a 5-2'. También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de acidos libres.
Numerosas patentes de los Estados Unidos ensefian como obtener y usar nucleétidos que contienen fosfatos
modificados, e incluyen pero no se limitan a 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.196; 5.188.897;
5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677;
5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; y 5.625.050.

Se entendera que los analogos nucleotidicos necesitan contener solamente una Unica modificacion, pero también
pueden contener multiples modificaciones en uno de los restos o entre diferentes restos.

Los sustitutos nucleotidicos son moléculas que tienen propiedades funcionales similares a nucleétidos, pero que no
contienen resto de fosfato, tal como un acido nucleico peptidico (PNA). Los sustitutos nucleotidicos o moléculas que
reconoceran acidos nucleicos en una manera de Watson-Crick o Hoogsteen, pero que estan enlazados juntos a
través de un resto distinto del resto de fosfato. Los sustitutos nucleotidicos son capaces de conformarse en una
estructura de tipo de doble hélice cuando interactian con el acido nucleico diana apropiado.

Los sustitutos nucleotidicos son nucledtidos o analogos nucleotidicos a los que se les ha sustituido el resto de
fosfato y/o los restos de azucar. Los sustitutos nucleotidicos no contienen un atomo de fosforo estandar. Los
sustitutos para el fosfato pueden ser, por ejemplo, enlaces internucleosidicos alquilicos o cicloalquilicos de cadena
corta, enlaces internucleosidicos mixtos de heteroatomo y alquilo o cicloalquilo, o uno o mas enlaces
internucleosidicos heteroatdmicos o heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen aquellos que tienen enlaces
morfolino (formados en parte a partir de la porcion de azucar de un nucledsido); cadenas principales siloxanicas;
cadenas principales de sulfuro, sulfoxido y sulfona; cadenas principales de formacetilo y tioformacetilo; cadenas
principales de metilenformacetilo y tioformacetilo; cadenas principales que contienen alqueno; cadenas principales
de sulfamato; cadenas principales de metilenimino y metilenhidrazino; cadenas principales de sulfonato y
sulfonamida; cadenas principales amidicas; y otros que tienen partes de componentes N, O, S y CH, mixtas.
Numerosas patentes de los Estados Unidos describen como obtener y usar estos tipos de sustituciones de fosfato, e
incluyen, pero no se limitan a, 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033; 5.264.562;
5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086; 5.602.240;
5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437; y 5.677.439.

También se entiende en un sustituto nucleotidico que tanto los restos de azicar como de fosfato del nucleétido se
pueden sustituir, por ejemplo, mediante un enlace de tipo amida (aminoetilglicina) (PNA). Las patentes de los
Estados Unidos 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262 ensefian como obtener y usar moléculas de PNA. (Véase
también Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500).

También es posible enlazar otros tipos de moléculas (conjugados) a nucleétidos o analogos nucleotidicos para
mejorar, por ejemplo, la captacion celular. Los conjugados se pueden enlazar quimicamente al nucleétido o a
analogos nucleotidicos. Tales conjugados incluyen, pero no se limitan a, restos lipidicos tales como un resto de
colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), acido célico (Manoharan et al., Bioorg.
Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, por ejemplo hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad.
Sci., 1992,660,306-309; Manoharan et al., Bioorg. : Med. Chem. Let.,, 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol
(Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una cadena alifatica, por ejemplo dodecanodiol o restos
undecilicos (Saison-Behmoaras et al.; EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-
330; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), un fosfolipido, por ejemplo di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-
hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea
et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al.,
Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973), o acido adamantanacético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.,
1995, 36, 3651-3654), un resto palmitilico (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), o un resto
hexilamino-carbonil-oxicolesterol u octadecilamina (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937.
Numerosas patentes de los Estados Unidos ensefian la preparacion de tales conjugados, e incluyen, pero no se
limitan a, las patentes U.S. n® 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538;
5.578.717. 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439;
5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335;
4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469;
5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241. 5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475;
5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923;
5.599.928 y 5.688.941.

Una interaccion de Watson-Crick es al menos una interaccion con la cara de Watson-Crick de un nucleétido, analogo
nucleotidico, o sustituto nucleotidico. La cara de Watson-Crick de un nucleétido, analogo nucleotidico, o sustituto
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nucleotidico incluye las posiciones C2, N1 y C6 de un nucledtido, analogo nucleotidico, o sustituto nucleotidico a
base de purina, y las posiciones C2, N3 y C4 de un nucledtido, analogo nucleotidico, o sustituto nucleotidico a base
de pirimidina.

Una interaccion de Hoogsteen es la interaccion que tiene lugar en la cara de Hoogsteen de un nucleétido o analogo
nucleotidico, que esta expuesta en la ranura principal de un ADN duplex. La cara de Hoogsteen incluye la posicion
N7 y grupos reactivos (NH2 u O) en la posicion C6 de nucleétidos purinicos.

b) Secuencias

Hay una variedad de secuencias relacionadas con los genes de CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-
CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry o Crry-CR2, que tienen, por
ejemplo, las secuencias como se describen aqui, o secuencias disponibles en la bibliografia.

Una secuencia particular expuesta en SEC ID NO: 25 usada aqui, como un ejemplo, se expone para ejemplificar las
composiciones y métodos descritos. Se entiende que la descripcion relacionada con esta secuencia es aplicable a
cualquier secuencia relacionada con CR2, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-
MCP, MCP-CR2, CR2-Crry o Crry-CR2, excepto que se indique especificamente de otro modo. Aquellos de pericia
en la técnica entenderan cémo resolver discrepancias y diferencias de secuencias, y cémo ajustar las
composiciones y métodos que se refieren a una secuencia particular a otras secuencias relacionadas (es decir,
secuencias de CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-
CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, Crry-CR2). Los cebadores y/o sondas se pueden disefiar para cualquier
secuencia de CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-
CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry o Crry-CR2, dada la informacion descrita aqui y conocida en la técnica.

3. Suministro de las composiciones a las células

Hay un nimero de composiciones y métodos que se pueden usar para suministrar las presentes composiciones de
proteinas de fusion, composiciones de inmunoconjugados y composiciones de acidos nucleicos a células, ya sea in
vitro o in vivo. Las composiciones de la invencién se administran preferiblemente a un sujeto en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos adecuados y sus formulaciones se describen en Remington: The
Science and Practice of Pharmacy (192 ed.) ed. A.R. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995.
Tipicamente, se usa en la formulaciéon una cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable para hacer a
la formulacion isotonica. Los ejemplos de los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a,
disolucion salina, emulsiones de agua:aceite, emulsiones de aceite:agua, y disolucion de Ringer y disolucion de
dextrosa. El pH de la disolucion es preferiblemente de alrededor de 5 a alrededor de 8, y mas preferiblemente de
alrededor de 7 a alrededor de 7,5. Otros vehiculos incluyen preparaciones de liberacion sostenida tales como
matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, matrices las cuales estan en
forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas, liposomas o microparticulas. Sera manifiesto para las
personas expertas en la técnica que ciertos vehiculos pueden ser mas preferibles dependiendo, por ejemplo, de la
via de administracion y la concentracion de anticuerpo que se administra.

Las composiciones de la invencion se pueden administrar al sujeto, paciente o célula mediante inyeccion (por
ejemplo intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular), o mediante otros métodos tales como infusion, que
aseguran su suministro al torrente sanguineo en una forma eficaz. Se prefiere la inyeccion local o intravenosa.

Las dosis y calendarios eficaces para administrar las composiciones de la invencion se pueden determinar
empiricamente, y la realizacion de tales determinaciones esta dentro de la pericia en la técnica. Los expertos en la
técnica entenderan que la dosificacién de las composiciones de la invenciéon que se deben de administrar variaran
dependiendo, por ejemplo, del sujeto que recibira la composicion, de la via de administracion, del tipo particular de
composicion usada u otros farmacos a administrar. Una dosis diaria tipica de las composiciones de la invencién
usadas solas puede oscilar de alrededor de 1 ug/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal o mas por dia, dependiendo
de los factores mencionados anteriormente.

a) Sistema de suministro a base de acidos nucleicos

Hay un niumero de composiciones y métodos que se pueden usar para suministrar acidos nucleicos a las células, ya
sea in vitro o in vivo. Estos métodos y composiciones se pueden dividir enormemente en dos clases: sistemas de
suministro a base de virus, y sistemas de suministro no basados en virus. Por ejemplo, los acidos nucleicos se
pueden suministrar a través de un numero de sistemas de suministro directos tales como electroporacion,
lipofeccion, precipitacion con fosfato de calcio, plasmidos, vectores viricos, acidos nucleicos viricos, acidos nucleicos
de fagos, fagos, césmidos, o via transferencia de material genético en células o vehiculos tales como liposomas
catidnicos. Los medios apropiados para la transfeccion, incluyendo vectores viricos, transfectantes quimicos o
métodos fisicomecanicos tales como electroporacion y difusion directa de ADN se describen, por ejemplo, por Wolff,
J. A, et al., Science, 247, 1465-1468, (1990); y Wolff, J. A. Nature, 352, 815-818, (1991). Tales métodos son bien
conocidos en la técnica y facilmente adaptables para uso con las composiciones y métodos descritos aqui. En
ciertos casos, los métodos se modificaran para funcionar especialmente con grandes moléculas de ADN. Ademas,
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estos métodos se pueden usar para seleccionar como dianas a ciertas enfermedades y poblaciones celulares
usando las caracteristicas de dianizacion del vehiculo.

Los vectores de transferencia pueden ser cualquier construcciéon nucleotidica usada para suministrar genes a las
células (por ejemplo, un plasmido), o como parte de una estrategia general para suministrar genes, por ejemplo
como parte de retrovirus o adenovirus recombinante (Ram et al. Cancer Res. 53:83-88, (1993)).

Como se usa aqui, vectores plasmidicos o viricos son agentes que transportan los acidos nucleicos descritos, tales
como SEC ID NO: 25, a la célula sin degradacion, e incluyen un promotor que produce la expresion del gen en las
células en las que es suministrado. En algunas realizaciones, las CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF,
DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, o Crry-CR2, se
suministran a partir de un virus o un retrovirus. Los vectores viricos son, por ejemplo, adenovirus, virus
adenoasociados, virus de herpes, virus de la vacuna, virus de la polio, virus del SIDA, virus tréfico neuronal, virus
Sindbis y otros virus de ARN, incluyendo estos virus con la cadena principal del VIH. También se prefieren
cualesquiera familias viricas que comparten las propiedades de estos virus que los hacen adecuados para uso como
vectores. Los retrovirus incluyen el virus de la leucemia murina de Maloney, MMLYV, y retrovirus que expresan las
propiedades deseables de MMLV como un vector. Los vectores retroviricos son capaces de portar una carga
genética mas grande, es decir, un transgén o gen marcador, que otros vectores viricos, y por esta razén son un
vector usado habitualmente. Sin embargo, no son tan utiles en células no proliferantes. Los vectores adenoviricos
son relativamente estables y faciles de trabajar con ellos, tienen titulos elevados, se pueden suministrar en
formulacién de aerosol, y pueden transfectar a células que no se dividen. Los vectores poxviricos son grandes y
tienen varios sitios para insertar genes, son termoestables, y se pueden almacenar a temperatura ambiente. Una
realizacion preferida es un vector virico que se ha manipulado mediante ingenieria para suprimir la respuesta
inmunitaria del organismo hospedante, provocada por los antigenos viricos. Los vectores preferidos de este tipo
poseeran regiones codificantes para interleucina 8 6 10.

Los vectores viricos pueden tener mayores capacidades de transaccion (capacidad para introducir genes) que los
métodos quimicos o fisicos para introducir genes en las células. Tipicamente, los vectores viricos contienen genes
tempranos no estructurales, genes tardios estructurales, un transcrito de ARN polimerasa I, repeticiones terminales
invertidas necesarias para la replicacién y encapsidamiento, y promotores para controlar la transcripcion y
replicacion del genoma virico. Cuando se manipulan como vectores, los virus tienen tipicamente uno o mas de los
genes tempranos eliminados, y se inserta en el genoma virico un gen o casete de gen/promotor en lugar del ADN
virico eliminado. Los constructos de este tipo pueden llevar hasta alrededor de 8 kb de material genético extrafo.
Las funciones necesarias de los genes tempranos eliminados se suministran tipicamente por lineas celulares que se
han manipulado para expresar los productos génicos de los genes tempranos en trans.

(1) Vectores retroviricos

Un retrovirus es un virus de animal que pertenece a la familia virica de Retroviridae, incluyendo cualesquiera tipos,
subfamilias, género o tropismos. Los vectores retroviricos se describen, en general, por Verma, |.M., Retroviral
vectors for gene transfer. En Microbiology-1985, American Society for Microbiology, p. 229-232, Washington, (1985).
Los ejemplos de métodos para usar vectores retroviricos para la terapia génica se describen en las patentes U.S. n*®
4.868.116 y 4.980.286; las solicitudes PCT WO 90/02806 y WO 89/07136; y Mulligan, (Science 260:926-932 (1993)).

Un retrovirus es esencialmente un empaquetamiento que tiene empaquetado en él una carga de acido nucleico. La
carga de acido nucleico lleva con ella una sefal de empaquetamiento, que asegura que las moléculas hijas
replicadas se empaquetaran eficientemente en la cubierta del empaquetamiento. Ademas de la sefial de
empaquetamiento, hay un numero de moléculas que son necesarias en cis, para la replicacion, y el
empaquetamiento del virus replicado. Tipicamente, un genoma retrovirico contiene los genes gag, pol y env que
estan implicados en la obtencién de la cubierta proteica. Son los genes gag, pol y env que se sustituyen tipicamente
por el ADN extrafio que se va a transferir a la célula diana. Los vectores retroviricos contienen tipicamente una sefial
de empaquetamiento para la incorporacion en la cubierta del empaquetamiento, una secuencia que sefiala el inicio
de la unidad de transcripcion gag, elementos necesarios para la transcripcion inversa, incluyendo un sitio de union a
cebador para unirse al cebador de ARNt de transcripcion inversa, secuencias de repeticion terminal que guian el
cambio de hebras de ARN durante la sintesis de ADN, una secuencia rica en purina 5’ hasta la 3' LTR que sirve
como el sitio de cebado para la sintesis de la segunda hebra de la sintesis de ADN, y secuencias especificas cerca
de los extremos de las LTRs que permite la insercion del estado de ADN del retrovirus para su insercion en el
genoma del hospedante. La eliminacion de los genes gag, pol y env permite que se inserte una secuencia extrafia
de alrededor de 8 kb en el genoma virico, se transcriba de forma inversa y, al replicarse, se empaquete en una
nueva particula retrovirica. Esta cantidad de acido nucleico es suficiente para el suministro de uno a muchos genes,
dependiendo del tamafio de cada transcrito. Es preferible incluir marcadores seleccionables positivos o negativos
junto con otros genes en el inserto.

Puesto que se ha eliminado la maquinaria de replicacion y las proteinas de empaquetamiento en la mayoria de los
vectores retroviricos (gag, pol y env), los vectores se generan tipicamente colocandolos en una estirpe celular de
empaquetamiento. Una estirpe celular de empaquetamiento es una estirpe celular que se ha transfectado o
transformado con un retrovirus que contiene la maquinaria de replicacion y empaquetamiento, pero carece de
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cualquier sefial de empaquetamiento. Cuando el vector que posee el ADN de eleccién se transfecta en estas
estirpes celulares, el vector que contiene el gen de interés se replica y se empaqueta en nuevas particulas
retroviricas mediante la maquinaria proporcionada en cis por la célula auxiliar. Los genomas para la maquinaria no
estan empaquetados debido a que carecen de las sefiales necesarias.

2. Vectores adenoviricos

Se ha descrito la construccion de adenovirus defectuosos en la replicacion (Berkner et al., J. Virology 61:1213-1220
(1987); Massie et al., Mol. Cell. Biol. 6:2872-2883 (1986); Haj-Ahmad et al., J. Virology 57:267-274 (1986); Davidson
et al., J. Virology 61:1226-1239 (1987); Zhang “Generation and identification of recombinant adenovirus by liposome-
mediated transfection and PCR analysis” BioTechniques 15:868-872 (1993)). El beneficio de usar estos virus como
vectores es que estan limitados en el grado en el cual se pueden extender a otros tipos celulares, puesto que se
pueden replicar en una célula infectada inicial, pero son incapaces de formar nuevas particulas viricas infecciosas.
Se ha demostrado que los adenovirus recombinantes logran una transferencia génica muy eficiente tras el
suministro directo in vivo al epitelio de las vias respiratorias, hepatocitos, endotelio vascular, parénquima del SNC, y
un numero de otros sitios tisulares (Morsy, J. Clin. Invest. 92:1580-1586 (1993); Kirshenbaum, J. Clin. Invest.
92:381-387 (1993); Roessler, J. Clin. Invest. 92:1085-1092 (1993); Moullier, Nature Genetics 4:154-159 (1993); La
Salle, Science 259:988-990 (1993); Gomez-Foix, J. Biol. Chem. 267:25129-25134 (1992); Rich, Human Gene
Therapy 4:461-476 (1993); Zabner, Nature Genetics 6:75-83 (1994); Guzman, Circulation Research 73:1201-1207
(1993); Bout, Human Gene Therapy 5:3-10 (1994); Zabner, Cell 75:207-216 (1993); Caillaud, Eur. J. Neuroscience
5:1287-1291 (1993); y Ragot, J. Gen. Virology 74:501-507 (1993)). Los adenovirus recombinantes logran la
transduccion génica mediante la uniéon a receptores de superficies celulares especificos, tras lo cual el virus se
internaliza mediante endocitosis mediada por receptores, de la misma manera que el adenovirus de tipo salvaje o
defectuoso en la replicacion (Chardonnet y Dales, Virology 40:462-477 (1970); Brown y Burlingham, J. Virology
12:386-396 (1973); Svensson y Persson, J. Virology 55:442-449 (1985); Seth, et al., J. Virol. 51:650-655 (1984);
Seth, et al., Mol. Cell. Biol. 4:1528-1533 (1984); Varga et al., J. Virology 65:6061-6070 (1991); Wickham et al., Cell
73:309-319 (1993)).

Un vector virico puede ser aquel basado en un adenovirus al que se le ha eliminado el gen E1, y estos viriones se
generan en una estirpe celular tal como la estirpe celular 293 humana. En otra realizacion preferida, se han
eliminado ambos genes E1 y E3 del genoma adenovirico.

(3) Vectores viricos adenoasociados

Otro tipo de vector virico se basa en un virus adenoasociado (AAV). Este parvovirus defectuoso es un vector
preferido debido a que puede infectar muchos tipos celulares y no es patdégeno para los seres humanos. Los
vectores del tipo AAV pueden transportar alrededor de 4 a 5 kb, y se sabe que un AAV de tipo salvaje se inserta de
forma estable en el cromosoma 19. Se prefieren los vectores que contienen esta propiedad de integracion especifica
del sitio. Una realizacion especialmente preferida de este tipo de vector es el vector P4.1C producido por Avigen,
San Francisco, CA, que puede contener el gen de timidina cinasa del virus del herpes simple, HSV-tk, y/o un gen
marcador, tal como el gen que codifica la proteina fluorescente verde, GFP.

En otro tipo de virus AAV, el AAV contiene un par de repeticiones terminales invertidas (ITRs) que flanquean al
menos un casete que contiene un promotor que dirige la expresion especifica de células operablemente enlazado a
un gen heterélogo. Heterdlogo en este contexto se refiere a cualquier secuencia nucleotidica o gen que no es nativo
al parvovirus AAV o B19.

Tipicamente, las regiones codificantes de AAV y B19 se han suprimido, dando como resultado un vector seguro, no
citotdxico. Las ITRs de AAV, o sus modificaciones, confieren capacidad infecciosa e integracion especifica del sitio,
pero no citotoxicidad, y el promotor dirige la expresion especifica de células. La patente de los Estados Unidos n°
6.261.834 describe material relacionado con el vector de AAV.

Los vectores de la presente invencion proporcionan asi moléculas de ADN que son capaces de integrarse en un
cromosoma de mamifero sin toxicidad sustancial.

Los genes insertados en virus y retrovirus contienen habitualmente promotores, y/o potenciadores para ayudar a
controlar la expresion del producto génico deseado. Un promotor es generalmente una secuencia o secuencias de
ADN que funcionan cuando estan en una localizacién relativamente fija con respecto al sitio de iniciacion de la
transcripcion. Un promotor contiene elementos centrales requeridos para la interaccion basica de ARN polimerasa y
factores de transcripcion, y puede contener elementos en direccion y elementos de respuesta.

(4) Vectores viricos de gran carga

Los experimentos genéticos moleculares con grandes virus del herpes humanos han proporcionado un medio
mediante el cual se pueden clonar, propagar y establecer grandes fragmentos de ADN heterdlogo en células
permisivas para la infeccion con virus del herpes (Sun et al., Nature genetics 8: 33-41, 1994; Cotter y Robertson,
Curr Opin Mol Ther 5: 633-644, 1999). Estos grandes virus de ADN (el virus del herpes simple (HSV) y el virus de
Epstein-Barr (EBV), tienen el potencial de suministrar fragmentos de ADN heterélogo humano > 150 kb a células
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especificas. Los recombinantes del EBV pueden mantener grandes trozos de ADN en las células B infectadas como
ADN episémico. Los clones individuales portados por insertos gendémicos humanos hasta 330 kb parecieron
genéticamente estables. EI mantenimiento de estos episomas requiere una proteina nuclear de EBV especifica,
EBNA1, expresada constitutivamente durante la infeccion con EBV. Adicionalmente, estos vectores se pueden usar
para la transfeccion, en la que se pueden generar transitoriamente in vitro grandes cantidades de proteina. Los
sistemas de amplicones del virus del herpes también se estan usando para empaquetar trozos de ADN > 220 kb y
para infectar células que pueden mantener de forma estable ADN como episomas.

Otros sistemas utiles incluyen, por ejemplo, vectores del virus de la vacuna no replicantes restringidos a
hospedantes y replicantes.

b) Sistemas no basados en acidos nucleicos

Las composiciones descritas se pueden suministrar a las células diana de muchas maneras. Por ejemplo, las
composiciones se pueden suministrar a través de electroporacion, o a través de lipofeccion, o a través de
precipitacion con fosfato de calcio. El mecanismo de suministro escogido dependera en parte del tipo de célula
escogida como diana, y de si el suministro se produce, por ejemplo, in vivo o in vitro.

De este modo, las composiciones pueden comprender, ademas de las CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-
DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, o Crry-CR2
descritas, o vectores por ejemplo, lipidos tales como liposomas, tales como liposomas cationicos (por ejemplo,
DOTMA, DOPE, DC-colesterol) o liposomas aniénicos. Los liposomas pueden comprender ademas proteinas para
facilitar la seleccién como diana de una célula particular, si se desea. La administracién de una composicién que
comprende un compuesto y un liposoma catiénico se puede administrar a la sangre aferente, hasta un érgano diana,
o se puede inhalar en las vias respiratorias hasta células diana del aparato respiratorio. Con respecto a los
liposomas, véanse, por ejemplo, Brigham et al. Am. J. Resp. Cell. Mol. Biol. 1:95-100 (1989); Felgner et al. Proc.
Natl. Acad. Sci USA 84:7413-7417 (1987); Patente U.S. n° 4.897.355. Ademas, el compuesto se puede administrar
como un componente de una microcapsula que se puede dirigir hacia tipos celulares especificos, tales como
macrofagos, o en los que la difusion del compuesto o suministro del compuesto de la microcapsula se disefia para
una tasa o dosificacion especifica.

En los métodos descritos anteriormente, que incluyen la administracion y captacion de ADN exdgeno en las células
de un sujeto (es decir, transduccién o transfeccion génica), el suministro de las composiciones a las células puede
ser via una variedad de mecanismos. Como un ejemplo, el suministro puede ser via un liposoma, usando
preparaciones liposémicas comercialmente disponibles tales como LIPOFECTINA, LIPOFECTAMINA (GIBCO-BRL,
Inc., Gaithersburg, MD), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc.,
Madison, WI), asi como sus liposomas desarrollados segun procedimientos estandar en la técnica. Ademas, el acido
nucleico o vector de esta invencién se puede suministrar in vivo mediante electroporacion, cuya tecnologia esta
disponible de Genetronics, Inc. (San Diego, CA), asi como por medio de una maquina de SONOPORATION (ImaRx
Pharmaceutical Corp., Tucson, AZ).

Los materiales pueden estar en disolucién, en suspension (por ejemplo, incorporados en microparticulas, liposomas,
o células). Estos se pueden dirigir hacia un tipo celular particular via anticuerpos, receptores, o ligandos de
receptores. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas especificas
hacia tejido tumoral (Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-451, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer, 60:275-
281, (1989); Bagshawe, et al., Br. J. Cancer, 58:700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4:3-9, (1993);
Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35:421-425, (1992); Pietersz y McKenzie, Immunolog. Reviews,
129:57-80, (1992); y Roffler, et al., Biochem. Pharmacol, 42:2062-2065, (1991)). Estas técnicas se pueden usar para
una variedad de otros tipos celulares especificos. Los vehiculos tales como liposomas “sigilosos” y otros liposomas
conjugados a anticuerpos (incluyendo la dianizacién de carcinomas colénicos por farmacos mediados por lipidos), la
dianizacion mediada por receptores de ADN a través de ligandos especificos de células, la dianizacion de tumores
dirigida por linfocitos, y la dianizacion retrovirica terapéutica muy especifica de células de glioma murinas in vivo. Las
siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas especificas hacia tejido tumoral
(Hughes et al., Cancer Research, 49:6214-6220, (1989); y Litzinger y Huang, Biochimica et Biophysica Acta,
1104:179-187, (1992)). En general, los receptores estan implicados en rutas de endocitosis, ya sea constitutiva o
inducida por ligandos. Estos receptores se agrupan en canteras revestidas de clatrina, entran a la célula via
vesiculas revestidas con clatrina, pasan a través de un endosoma acidificado en el que se clasifican los receptores,
y entonces se reciclan a la superficie celular, se almacenan intracelularmente, o se degradan en lisosomas. Las
rutas de internalizacién sirven a una variedad de funciones, tales como la captacién de nutrientes, la eliminaciéon de
proteinas activadas, el aclaramiento de macromoléculas, la entrada oportunista de virus y toxinas, la disociacion y
degradacion de ligando, y la regulacion del nivel de receptor. Muchos receptores siguen mas de una ruta intracelular,
dependiendo del tipo celular, concentracion del receptor, tipo de ligando, valencia del ligando, y concentracion del
ligando. Se han revisado los mecanismos moleculares y celulares de la endocitosis mediada por receptores (Brown
y Greene, DNA and Cell Biology 10:6, 399-409 (1991)).

Los acidos nucleicos que se suministran a las células que se van a integrar en el genoma de las células
hospedantes, contienen tipicamente secuencias de integracion. Estas secuencias son a menudo secuencias
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relacionadas con virus, particularmente cuando se usan sistemas a base de virus. Estos sistemas de integracion
viricos también se pueden incorporar en acidos nucleicos que se van a suministrar usando un sistema de suministro
no basado en acidos nucleicos, tal como un liposoma, de manera que el acido nucleico contenido en el sistema de
suministro se puede integrar en el genoma del hospedante.

Otras técnicas generales para la integracion en el genoma del hospedante incluyen, por ejemplo, sistemas
disefiados para promover la recombinacion homoéloga con el genoma del hospedante. Estos sistemas se basan
tipicamente en la secuencia que flanquea el acido nucleico a expresar que tiene suficiente homologia con una
secuencia diana en el genoma de la célula hospedante en el que tiene lugar recombinacién entre el acido nucleico
del vector y el acido nucleico diana, haciendo que el acido nucleico suministrado se integre en el genoma del
hospedante. Estos sistemas y los métodos necesarios para promover la recombinacién homéloga son conocidos por
los expertos en la técnica.

C) In vivo/ex vivo

Como se describe anteriormente, las composiciones se pueden administrar en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, y se pueden suministrar a las células de los sujetos in vivo y/o ex vivo mediante una variedad de
mecanismos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, captacién de ADN desnudo, fusion liposémica, inyeccion
intramuscular de ADN via una pistola génica, endocitosis y similar).

Si se emplean métodos ex vivo, las células o tejidos se pueden retirar y mantener fuera del cuerpo segun protocolos
estandar bien conocidos en la técnica. Las composiciones se pueden introducir en las células via cualquier
mecanismo de transferencia génica, tal como, por ejemplo, suministro génico mediado por fosfato de calcio,
electroporacion, microinyeccion o proteoliposomas. Las células transducidas se pueden infundir entonces (por
ejemplo, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable) o se pueden transplantar homotdpicamente en el sujeto
mediante métodos estandar para el tipo celular o de tejido. Se conocen métodos estandar para el transplante o
infusion de diversas células en un sujeto.

4. Sistemas de expresion

Los acidos nucleicos que se suministran a las células contienen tipicamente sistemas que controlan la expresion.
Por ejemplo, los genes insertados en sistemas viricos y retroviricos contienen habitualmente promotores y/o
potenciadores para ayudar a controlar la expresion del producto génico deseado. Un promotor es generalmente una
secuencia o secuencias de ADN que funcionan cuando estan en una localizacion relativamente fija con respecto al
sitio de iniciacion de la transcripcidon. Un promotor contiene elementos centrales requeridos para la interaccion
basica de ARN polimerasa y factores de transcripcion, y puede contener elementos en direccion y elementos de
respuesta.

a) Promotores y potenciadores viricos

Los promotores preferidos que controlan la transcripcion procedentes de vectores en células hospedantes de
mamifero se pueden obtener a partir de diversas fuentes, por ejemplo los genomas del virus tales como: polioma,
virus 40 de simio (SV40), adenovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B, y lo mas preferible, citomegalovirus, o
procedentes de promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo el promotor de beta-actina. Los promotores
temprano y tardio del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion de SV40, que
también contiene el origen de replicacion virico de SV40 (Fiers et al., Nature, 273: 113 (1978)). El promotor
temprano inmediato del citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion de
Hindlll E (Greenway, P.J. et al., Gene 18: 355-360 (1982)). Por supuesto, también son utiles aqui los promotores
procedentes de la célula hospedante o especie relacionada.

Potenciador se refiere generalmente a una secuencia de ADN que funciona en una distancia no fija desde el sitio de
iniciacion de la transcripcion, y puede estar en 5 (Laimins, L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 993 (1981)) 0 ¥
(Lusky, M.L., et al., Mol. Cell Bio. 3: 1108 (1983)) con respecto a la unidad de transcripcion. Ademas, los
potenciadores pueden estar en un intron (Baneriji, J.L. et al., Cell 33:729 (1983)) asi como en la propia secuencia
codificante (Osborne, T.F., et al., Mol. Cell Bio. 4: 1293 (1984)). Habitualmente tienen una longitud entre 10 y 300 pb,
y funcionan en cis. Los potenciadores funcionan para incrementar la transcripcion a partir de promotores cercanos.
Los potenciadores también contienen a menudo elementos de respuesta que median la regulacion de la
transcripcion. Los promotores también pueden contener elementos de respuesta que median la regulacion de la
transcripcion. Los potenciadores determinan a menudo la regulacion de la expresiéon de un gen. Aunque ahora se
conocen muchas secuencias potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, fetoproteina e
insulina), tipicamente se usara para la expresion general un potenciador procedente de un virus de célula eucariota.
Los ejemplos preferidos son el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pb 100-270), el
potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de
replicacion, y potenciadores adenoviricos.

El promotor y/o potenciador se puede activar especificamente mediante luz o sucesos quimicos especificos que
disparan su funcién. Los sistemas se pueden regular mediante reactivos tales como tetraciclina y dexametasona.
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También hay formas de potenciar la expresion génica de vectores viricos mediante exposicion a irradiacion, tal como
irradiacion gamma, o farmacos quimioterapéuticos alquilantes.

En ciertas realizaciones, la region promotora y/o potenciadora puede actuar como un promotor y/o potenciador
constitutivo para maximizar la expresion de la region de la unidad de transcripcion a transcribir. En ciertos
constructos, la region promotora y/o potenciadora es activa en todos los tipos celulares eucariotas, incluso si sélo se
expresa en un tipo celular particular en un tiempo particular. Un promotor preferido de este tipo es el promotor de
CMV (650 bases). Otros promotores preferidos son los promotores SV40, citomegalovirus (promotor de longitud
completa), y el vector retrovirico LTF.

Se ha demostrado que todos los elementos reguladores especificos se pueden clonar y usar para construir vectores
de expresidn que son expresados selectivamente en tipos celulares especificos tales como células de melanoma. El
promotor de la proteina acética fibrilar glial (GFAP) se ha usado para expresar selectivamente genes en células de
origen glial.

Los vectores de expresion usados en células hospedantes eucariotas (células de levadura, hongos, de insecto,
vegetales, de animales, humanas o células nucleadas) también pueden contener secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion que puede afectar a la expresion de ARNm. Estas regiones se transcriben como
segmentos poliadenilados en la porcion sin traducir del ARNm que codifica la proteina del factor tisular. Las regiones
no traducidas de 3’ también incluyen sitios de terminacion de la transcripcion. Se prefiere que la unidad de
transcripcion también contenga una region de poliadenilacion. Un beneficio de esta regiéon es que incrementa la
probabilidad de que la unidad transcrita sera procesada y transportada como ARNm. La identificacion y uso de
sefiales de poliadenilacién en constructos de expresion esta bien establecida. Se prefiere que se usen en los
constructos transgénicos sefiales de poliadenilacion homélogas. En ciertas unidades de transcripcion, la region de
poliadenilacion deriva de la sefial de poliadenilacion temprana de SV40, y consiste en alrededor de 400 bases.
También se prefiere que las unidades transcritas contengan otras secuencias estandar solas o en combinacion con
las secuencias anteriores para mejorar la expresion o estabilidad del constructo.

b) Marcadores

Los vectores viricos pueden incluir secuencias de acidos nucleicos que codifican un producto marcador. Este
producto marcador se usa para determinar si el gen ha sido suministrado a la célula y, una vez suministrado, esta
siendo expresado. Los genes marcadores preferidos son el gen lacZ de E. coli, que codifica B-galactosidasa, y la
proteina fluorescente verde.

En algunas realizaciones, el marcador puede ser un marcador seleccionable. Los ejemplos de marcadores
seleccionables adecuados para células de mamifero son dihidrofolato reductasa (DHFR), timidina cinasa, neomicina,
analogo de neomicina G418, hidromicina, y puromidina. Cuando tales marcadores seleccionables se transfieren con
éxito a una célula hospedante de mamifero, la célula hospedante de mamifero transformada puede sobrevivir si se
coloca bajo presion selectiva. Hay dos categorias distintas ampliamente usadas de regimenes selectivos. La primera
categoria se basa en un metabolismo de la célula y el uso de una estirpe celular mutante que carece de la
capacidad para crecer independiente de un medio suplementado. Dos ejemplos son: células CHO DHFR- y células
de raton LTK-. Estas células carecen de la capacidad para crecer sin la adicién de nutrientes tales como timidina o
hipoxantina. Debido a que estas células carecen de ciertos genes necesarios para una ruta sintética nucleotidica
sintética, no pueden sobrevivir excepto que se proporcionen en un medio suplementado los nucleétidos que faltan.
Una alternativa a suplementar los medios es introducir un gen de DHFR o de TK intacto en las células que carecen
de los genes respectivos, alterando asi sus requisitos de crecimiento. Las células individuales que no se
transformaron con el gen de DHFR o de TK no seran capaces de sobrevivir en los medios no suplementados.

La segunda categoria es la seleccion dominante, que se refiere a un esquema de seleccion usado en cualquier tipo
celular y no requiere el uso de una estirpe celular mutante. Estos esquemas usan tipicamente un farmaco para
detener el crecimiento de la célula hospedante. Estas células que tienen un nuevo gen expresarian una proteina que
proporciona resistencia a farmacos, y sobrevivirian a la seleccion. Los ejemplos de tal selecciéon dominante usan los
farmacos neomicina (Southern P. y Berg, P., J. Molec. Appl. Genet. 1: 327 (1982)), acido micofendlico (Mulligan,
R.C. y Berg, P. Science 209: 1422 (1980)) o higromicina, (Sugden, B. et al., Mol. Cell. Biol. 5: 410-413 (1985)). Los
tres ejemplos emplean genes bacterianos bajo el control eucariota para proporcionar resistencia al farmaco
apropiado G418 o neomicina (geneticina), xgpt (acido micofendlico) o higromicina, respectivamente. Otros incluyen
el analogo de neomicina G418 y puramicina.

5. Péptidos
a) Variantes proteicas

Como se explica aqui, hay numerosas variantes de la proteina CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF,
DAFCR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, y Crry-CR2, que se
conocen y se contemplan aqui. Ademas, a las variantes de las cepas CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF,
DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, y Crry-CR2 funcionales
conocidas, hay derivados de las proteinas CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59,
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CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry, y Crry-CR2 que también funcionan en los
métodos y composiciones descritos. Las variantes proteicas y derivados son bien comprendidos por los expertos en
la técnica, y pueden implicar modificaciones de las secuencias de aminoacidos. Por ejemplo, las modificaciones de
secuencias de aminoacidos caen tipicamente en una o mas de tres clases: variantes sustitucionales, de insercién o
de supresion. Las inserciones incluyen fusiones amino y/o carboxil terminales, asi como inserciones de
intrasecuencias de restos de aminoacidos individuales o multiples. Las inserciones normalmente seran inserciones
mas pequefias que aquellas de las fusiones amino o carboxil terminales, por ejemplo del orden de uno a cuatro
restos. Los derivados proteicos de fusion inmundgena, tales como los descritos en los ejemplos, se obtienen
fusionando un polipéptido suficientemente grande para conferir inmunogenicidad a la secuencia diana mediante
reticulaciéon in vitro o mediante cultivo celular recombinante transformado con ADN que codifica la fusién. Las
supresiones se caracterizan por la eliminacion de uno o mas restos de aminoacidos de la secuencia proteica.
Tipicamente, no se eliminan mas de alrededor de 2 a 6 restos en cualquier sitio en la molécula proteica. Estas
variantes se preparan normalmente mediante mutagénesis especifica al sitio de oligonucledtidos en el ADN que
codifica la proteina, produciendo de ese modo ADN que codifica la variante, y después expresando el ADN en el
cultivo celular recombinante. Las técnicas para obtener mutaciones de sustitucién en sitios predeterminados en ADN
que tiene una secuencia conocida son bien conocidos, por ejemplo mutagénesis del cebador M13 y mutagénesis de
PCR. Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de restos individuales, pero pueden ocurrir en un nimero
de diferentes localizaciones de una sola vez; las inserciones seran habitualmente del orden de alrededor de 1 a 10
restos de aminoacidos; y las supresiones oscilaran de alrededor de 1 a 30 restos. Las supresiones o inserciones se
realizan preferiblemente en pares adyacentes, es decir, una supresion de 2 restos o una insercion de 2 restos. Las
sustituciones, supresiones, inserciones, o cualquier combinacién de las mismas, se pueden combinar para llegar a
un constructo final. Las mutaciones no deben colocar la secuencia fuera del marco de lectura, y preferiblemente no
crearan regiones complementarias que podrian producir una estructura de ARNm secundaria. Las variantes
sustitucionales son aquellas en las que al menos un resto se ha eliminado y se ha insertado un resto diferente en su
lugar. Tales sustituciones generalmente se realizan segun las siguientes Tablas 1y 2, y se denominan sustituciones
conservativas.

TABLA 1: Abreviaturas de aminoacidos

Aminoacido Abreviaturas
alanina Ala A
alosoleucina Alle
arginina Arg R
asparagina Asn N
acido aspartico Asp D
cisteina CysC
acido glutamico GluE
glutamina GinQ
glicina Gly G
histidina His H
isolelucina lle |
leucina LeulL
lisina Lys K
fenilalanina Phe F
prolina Pro P
acido piroglutamico pGlu
serina Ser S
treonina Thr T
tirosina TyrY
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Aminoacido Abreviaturas
triptéfano Trp W
valina Val V

TABLA 2: Sustituciones de aminoacido

Se conocen en la técnica otras sustituciones conservativas ejemplares de restos originales

Ala; Ser

Arg; Lys; GIn

As; GIn; His

Asp; Glu

Cys; Ser

GIn; Asn; Lys

Glu; Asp

Gly; Pro

His; Asn; GIn

lle; Leu; Val

Leu; lle; Val

Lys; Arg; Gin;

Met; Leu; lle

Phe; Met; Leu; Tyr

Ser; Thr

Thr; Ser

Trp; Tyr

Tyr; Trp; Phe

Val; lle; Leu

Se realizan cambios sustanciales en la funcién o identidad inmunoldégica seleccionando sustituciones que son menos
conservativas que aquellas en la Tabla 2, es decir, seleccionando restos que difieren mas significativamente en su
efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura de la cadena principal polipeptidica en el area de la sustitucion,
por ejemplo como una conformacion de lamina o helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana,
o (c) el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se espera que produzcan los mayores
cambios en las propiedades proteicas seran aquellas en las que (a) un resto hidrdéfilo, por ejemplo serilo o treonilo,
se sustituye por un resto hidrofobo, por ejemplo leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una cisteina o
prolina es sustituida por cualquier otro resto; (c) un resto que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo
lisilo, arginilo o histidilo, es sustituido por un resto electronegativo, por ejemplo glutamilo o aspartilo; o (d) un resto
que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo fenilalanina, es sustituido por uno que no tiene una cadena
lateral, por ejemplo glicina en este caso, (e) incrementando el nimero de sitios para la sulfatacion y/o glucosilacion.

Por ejemplo, la sustitucion de un resto de aminoacido por otro que es biolégica y/o quimicamente similar es conocida
por los expertos en la técnica como sustitucion conservativa. Por ejemplo, una sustitucion conservativa seria sustituir
un resto hidréfobo por otro, o un resto polar por otro. Las sustituciones incluyen combinaciones tales como, por
ejemplo, Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr. Tales variaciones
conservativamente sustituidas de cada una de las secuencias descritas explicitamente estan incluidas en los
polipéptidos mosaico proporcionados aqui.
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Para insertar sitios para N-glucosilacion (Asn-X-Thr/Ser) u O-glucosilacion (Ser o Thr), se puede emplear
mutagénesis de sustitucion o de supresion. También pueden ser deseables las supresiones de cisteina u otros
restos labiles. Las supresiones o sustituciones de sitios de proteolisis potenciales, por ejemplo Arg, se logra por
ejemplo suprimiendo uno de los restos basicos, o sustituyendo uno por restos glutaminilo o histidilo.

Ciertas derivatizaciones post-traduccionales son el resultado de la accién de células hospedantes recombinantes
sobre el polipéptido expresado. Los restos de glutaminilo y asparaginilo se desamidan frecuentemente de forma
post-traduccional a los restos glutamilo y asparilo correspondientes. Como alternativa, estos restos se desamidan en
condiciones suavemente acidas. Otras modificaciones post-traduccionales incluyen la hidroxilacién de prolina y
silina, la fosforilacion de grupos hidroxilo de restos de serilo o treonilo, la metilacién de los grupos o-amino de las
cadenas laterales de silina, arginina e histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisco p. 79-86 [1983]), la acetilacién de la amina N-terminal y, en algunos casos, la
amidacion del carboxilo C-terminal.

Se entiende que una forma para definir las variantes y derivados de las proteinas descritas aqui es a través de la
definicion de las variantes y derivados en términos de homologia/identidad con secuencias conocidas especificas.
Por ejemplo, SEC ID NO: 26 expone una secuencia particular de CR2 y SEC ID NO: 2 expone una secuencia
particular de una proteina DAF. Se describen especificamente variantes de estas y otras proteinas aqui descritas
que tienen al menos 70% o 75% u 80% u 85% 0 90% o 95% de homologia con la secuencia sefialada. Los expertos
en la técnica entenderan faciimente como determinar la homologia de dos proteinas. Por ejemplo, la homologia se
puede calcular después de alinear las dos secuencias de manera que la homologia esta en su nivel mas elevado.

Otra manera de calcular la homologia se puede llevar a cabo mediante algoritmos publicados. El alineamiento
optimo de las secuencias para la comparacion se puede realizar mediante el algoritmo de homologia local de Smith
y Waterman Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda de similitud mediante el método de Pearson y Lipman,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computerizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Los mismos tipos de homologia se pueden obtener para acidos nucleicos, por ejemplo, mediante los algoritmos
descritos en Zuker, M. Science 244:48-52, 1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706-7710, 1989,
Jaeger et al. Methods Enzymol. 183:281-306, 1989, que incluyen al menos material relacionado con el alineamiento
de acidos nucleicos.

Se entiende que la descripcion de mutaciones conservativas y homologia se pueden combinar juntos en cualquier
combinacion, tales como realizaciones que tienen al menos 70% de homologia con una secuencia particular en la
que las variantes son mutaciones conservativas.

Puesto que esta memoria descriptiva explica diversas proteinas y secuencias proteicas, se entiende que también se
describen los acidos nucleicos que codifican esas secuencias proteicas. Esto incluiria todas las secuencias
degeneradas relacionadas con una secuencia proteica especifica, es decir, todos los acidos nucleicos que tienen
una secuencia que codifica una secuencia proteica particular, asi como todos los acidos nucleicos, incluyendo
acidos nucleicos degenerados, que codifican las variantes y derivados descritos de las secuencias proteicas. De
este modo, aunque cada secuencia de acido nucleico particular puede no estar escrita aqui, se entiende que todas y
cada una de las secuencias esta de hecho descrita y explicada aqui a través de la secuencia proteica descrita. Por
ejemplo, una de las muchas secuencias de acidos nucleicos que pueden codificar la secuencia proteica expuesta en
SEC ID NO: 26 se expone en SEC ID NO: 25. Ademas, por ejemplo, un derivado conservativo descrito de SEC ID
NO: 26 se muestra en SEC ID NO: 29, en el que la isoleucina (I) en la posicion 9 se cambia a una valina (V). Se
entiende que para esta mutacion también se describen todas las secuencias de acidos nucleicos que codifican este
derivado particular de cualquiera de las secuencias descritas. También se entiende que aunque ninguna secuencia
de aminoacidos indica qué secuencia de ADN particular codifica esa proteina en un organismo, en el que se
describen aqui variantes particulares de una proteina descrita, la secuencia de acido nucleico conocida que codifica
esa proteina a partir de la que surge esa proteina es también conocida y se describe y explica aqui.

6. Anticuerpos
Un inhibidor del complemento puede ser un anticuerpo anti-C5.
a) Anticuerpos en general

El término “anticuerpos” se usa aqui en un sentido amplio, e incluye anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales. Ademas de moléculas de inmunoglobulina intactas, también se incluyen en el término “anticuerpos”
los fragmentos o polimeros de esas moléculas inmunoglobulinicas, y versiones humanas o humanizadas de
moléculas inmunoglobulinicas o sus fragmentos, como se describe aqui. Los anticuerpos se ensayan en busca de
su actividad deseada usando los ensayos in vitro descritos aqui, o0 mediante métodos analogos, después de lo cual
sus actividades terapéuticas y/o profilacticas in vivo se ensayan segun los métodos de ensayo clinicos conocidos.
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Como se usa aqui, el término “anticuerpo” engloba, pero no se limita a, inmunoglobulina completa (es decir, un
anticuerpo intacto) de cualquier clase. Los anticuerpos nativos son habitualmente glucoproteinas heterotetrameras,
compuestas de dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H). Tipicamente, cada cadena
ligera esta enlazada a una cadena pesada mediante un enlace de disulfuro covalente, mientras que el nimero de
enlaces de disulfuro varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos inmunoglobulinicos. Cada cadena
pesada y ligera también tiene puentes de disulfuro intracatenarios regularmente espaciados. Cada cadena pesada
tiene en un extremo un dominio variable (V(H)), seguido de un numero de dominios constantes. Cada cadena ligera
tiene un dominio variable en un extremo (V(L)) y un dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de
la cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la
cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que restos de aminoacidos
particulares forman una interfaz entre los dominios variables de las cadenas ligera y pesada. Las cadenas ligeras de
anticuerpos procedentes de cualquier especie vertebrada se pueden asignar a uno de dos tipos claramente distintos,
denominados kappa (k) y lambda (1), basado en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, a las
inmunoglobulinas se les puede asignar diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas
humanas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo
IgG-1, 1I9G-2, IgG-3, e IgG-4; IgA-1 e IgA-2. Un experto en la técnica reconoceria las clases comparables para raton.
Los dominios constantes de las cadenas pesadas que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se
denominan alfa, delta, épsilon, gamma, y mu, respectivamente.

El término “variable” se usa aqui para describir ciertas porciones de los dominios variables que difieren en secuencia
entre anticuerpos y se usan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno particular. Sin
embargo, la variabilidad no esta habitualmente distribuida de forma uniforme a través de los dominios variables de
los anticuerpos. Tipicamente esta concentrada en tres segmentos denominados regiones que determinan la
complementariedad (CDRs) o regiones hipervariables tanto en los dominios variables de las cadenas ligeras como
de las cadenas pesadas. Las porciones mas altamente conservadas de los dominios variables se denominan el
marco (FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones
FR, que adoptan en gran medida una configuraciéon de lamina b, conectadas por tres CDRs, que forman bucles que
conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de lamina b. Las CDRs en cada cadena se mantienen
juntas en estrecha proximidad por las regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacion del
sitio de unién de los anticuerpos al antigeno (véase Kabat E. A. et al., “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987)). Los dominios constantes no estan implicados
directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, sino que presentan diversas funciones efectoras, tales
como la participacion del anticuerpo en toxicidad celular dependiente del anticuerpo.

La expresion “anticuerpo o sus fragmentos” engloba anticuerpos quiméricos y anticuerpos hibridos, con
especificidades antigénicas o epitdpicas duales o multiples, y fragmentos, tales como scFv, sFv, F(ab’)2, Fab’, Fab y
similares, incluyendo fragmentos hibridos. De este modo, los fragmentos de los anticuerpos pueden retener la
capacidad para unirse a sus antigenos especificos. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos pueden mantener la
actividad de union al complemento. Tales anticuerpos y fragmentos se pueden obtener mediante técnicas conocidas
en la técnica, y se pueden cribar en busca de especificidad y actividad segun los métodos expuestos en los
Ejemplos y los métodos generales para producir anticuerpos y el cribado de anticuerpos en busca de especificidad y
actividad (véase Harlow y Lane. Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York,
(1988)).

También estan incluidos en el significado de “anticuerpo o fragmentos del mismo” los conjugados de fragmentos de
anticuerpos y proteinas de unién a antigeno (anticuerpos monocatenarios) como se describe, por ejemplo, en la
patente U.S. n° 4.704.692.

Como se usa aqui, el término “anticuerpo” o “anticuerpos” también se puede referir a un anticuerpo humano y/o un
anticuerpo humanizado. Muchos anticuerpos no humanos (por ejemplo, aquellos derivados de ratones, ratas, o
conejos) son naturalmente antigénicos en seres humanos, y de este modo pueden dar lugar a respuestas
inmunitarias indeseables cuando se administran a seres humanos. Por lo tanto, el uso de anticuerpos humanos o
humanizados en los métodos de la invencion sirve para reducir la oportunidad de que un anticuerpo administrado a
un ser humano provoque una respuesta inmunitaria indeseable.

Opcionalmente, los anticuerpos se generan en otras especies y se “humanizan” para la administracion en seres
humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas inmunoglobulinicas o sus fragmentos (tales como Fc, scFv, sFv, Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2, u otras
subsecuencias de anticuerpos que se unen a antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de la
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor) en las que los restos procedentes de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor
se sustituyen por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata o conejo,
que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos del marco Fv de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados
también pueden comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o
del marco importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno,
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y tipicamente dos dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a
aquellas de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una
secuencia de consenso de una inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera
optimamente al menos una porcion de una regién constante inmunoglobulinica (Fc), tipicamente aquella de una
inmunoglobulina humana (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)).

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él a partir de una fuente que no es
humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo como restos “importados”, que se
toman tipicamente de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede llevar a cabo esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo CDRs de roedor o secuencias
de CDR por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En consecuencia, tales anticuerpos
“humanizados” son anticuerpos quiméricos (patente U.S. n® 4.816.567), en los que sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la
practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos restos de CDR y
posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a usar para obtener los anticuerpos
humanizados es muy importante a fin de reducir la antigenicidad. Segun el método de “mejor ajuste”, la secuencia
del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda la libreria de secuencias de dominios variables
humanas conocidas. La secuencia humana que esta mas préxima a la del roedor se acepta entonces como el marco
humano (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993) y Chothia et al., J. Mol. Biol.,
196:901 (1987)). Otro método usa un marco particular derivado de la secuencia de consenso de todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede usar para
varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol., 151:2623 (1993)).

Ademas es importante que los anticuerpos se humanicen con retencion de afinidad elevada por el antigeno y otras
propiedades bioldgicas favorables. Para lograr esta meta, segun un método preferido, los anticuerpos humanizados
se preparan mediante un proceso de analisis de secuencias parentales y diversos productos humanizados
conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Hay normalmente
modelos inmunoglobulinicos tridimensionales, y son familiares para los expertos en la técnica. Existen programas de
ordenador que ilustran y presentan estructuras conformacionales tridimensionales probables de secuencias
inmunoglobulinicas candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas presentaciones permite el analisis del papel
probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia inmunoglobulinica candidata, es decir, el analisis de los
restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los
restos de FR se pueden seleccionar y combinar a partir de la secuencia de consenso y de importacion, de manera
que se logre la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afinidad incrementada por el antigeno o antigenos
diana. En general, los restos de CDR estan implicados directamente y muy sustancialmente en la influencia sobre la
union al antigeno (véase el documento WO 94/04679, publicado el 3 de marzo de 1994).

Los fragmentos Fab producidos en la digestién del anticuerpo también contienen los dominios constantes de la
cadena ligera y el primer dominio constante de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos
Fab por la adicién de unos pocos restos en el término carboxi del dominio de cadena pesada, incluyendo una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. El fragmento F(ab’)2 es un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab’ enlazados mediante un puente de disulfuro en la regién bisagra. Fab’-SH es la designacion aqui
para Fab’, en el que el resto o restos de cisteina de los dominios constantes poseen un grupo tiol libre.
Originalmente, los fragmentos de anticuerpos se produjeron como pares de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas
bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

También se proporciona un paratopo inmundgenamente especifico aislado o fragmento del anticuerpo. Un epitopo
inmunogeno especifico del anticuerpo se puede aislar a partir del anticuerpo completo mediante interrupcién quimica
0 mecanica de la molécula. Los fragmentos purificados asi obtenidos se ensayan para determinar su
inmunogenicidad y especificidad mediante los métodos ensefiados aqui. Opcionalmente, los paratopos
inmunorreactivos del anticuerpo se sintetizan directamente. Un fragmento inmunorreactivo se define como una
secuencia de aminoacidos de al menos alrededor de dos a cinco aminoacidos consecutivos derivados de la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo.

Un método para producir proteinas que comprenden los anticuerpos de la presente invencion es enlazar dos o mas
péptidos o polipéptidos juntos mediante técnicas de quimica proteica. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos se
pueden sintetizar quimicamente usando equipo de laboratorio actualmente disponible usando quimica de Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonilo) o Boc (terc-butiloxicarbonilo) (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Un experto en la
técnica puede apreciar facilmente que un péptido o polipéptido que corresponde al anticuerpo de la presente
invencion, por ejemplo, se puede sintetizar mediante reacciones quimicas estandar. Por ejemplo, un péptido o
polipéptido se puede sintetizar y no escindir a partir de su resina de sintesis, mientras que el otro fragmento de un
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anticuerpo se puede sintetizar y subsiguientemente escindir de la resina, exponiendo de ese modo un grupo terminal
que esta funcionalmente bloqueado en el otro fragmento. Mediante reacciones de condensacion de péptidos, estos
dos fragmentos se pueden unir covalentemente via un enlace peptidico en sus términos carboxilo y amino,
respectivamente, para formar un anticuerpo, o fragmento del mismo (Grant GA (1992) Synthetic Peptides: A User
Guide. W.H. Freeman y Co., N.Y. (1992); Bodansky M y Trost B., Ed. (1993) Principles of Peptide Synthesis.
Springer-Verlag Inc., NY). Como alternativa, el péptido o polipéptido se sintetiza independientemente in vivo como se
describe anteriormente. Una vez aislados, estos péptidos o polipéptidos independientes se pueden enlazar para
formar un anticuerpo o fragmento del mismo via reacciones de condensacion de péptidos similares.

Por ejemplo, una ligacién enzimatica de segmentos peptidicos clonados o sintéticos permite que fragmentos
peptidicos relativamente cortos se unan para producir fragmentos peptidicos mas grandes, polipéptidos o dominios
proteicos completos (Abrahmsen L et al., Biochemistry, 30:4151 (1991)). Como alternativa, la ligacion quimica nativa
de péptidos sintéticos se puede utilizar para construir sintéticamente péptidos o polipéptidos grandes a partir de
fragmentos peptidicos mas cortos. Este método consiste en una reaccion quimica de dos etapas (Dawson et al.
Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation. Science, 266:776-779 (1994)). La primera etapa es la reaccion
quimioselectiva de un alfa-tioéster de péptido sintético sin proteger con otro segmento peptidico sin proteger que
contiene un resto Cys aminoterminal para dar un intermedio enlazado a tioéster como el producto covalente inicial.
Sin un cambio en las condiciones de reaccion, este intermedio sufre una reaccion intramolecular rapida y
espontanea para formar un enlace peptidico nativo en el sitio de ligacion. La aplicacion de este método de ligacion
quimica nativo a la sintesis total de una molécula proteica se ilustra mediante la preparacion de interleucina 8 (IL-8)
humana (Baggiolini M et al. (1992) FEBS Lett. 307:97-101; Clark-Lewis | et al., J. Biol. Chem., 269:16075 (1994);
Clark-Lewis | et al., Biochemistry, 30:3128 (1991); Rajarathnam K et al., Biochemistry 33:6623-30 (1994)).

Como alternativa, los segmentos peptidicos sin proteger estan enlazados quimicamente, en los que el enlace
formado entre los segmentos peptidicos como resultado de la ligaciéon quimica es un enlace no natural (no peptidico)
(Schnolzer, M et al. Science, 256:221 (1992)). Esta técnica se ha usado para sintetizar analogos de dominios
proteicos, asi como grandes cantidades de proteinas relativamente puras con actividad biolégica completa (deLisle
Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academic Press, Nueva York, p. 257-267 (1992)).

Los fragmentos polipeptidicos de la presente invencién pueden ser proteinas recombinantes obtenidas clonando
acidos nucleicos que codifican el polipéptido en un sistema de expresion capaz de producir los fragmentos
polipeptidicos del mismo, tales como un sistema de expresion adenovirico o baculovirico. Por ejemplo, se puede
determinar el dominio activo de un anticuerpo a partir de un hibridoma especifico que puede provocar un efecto
biolégico asociado con la interaccion del anticuerpo con un receptor Fc. Por ejemplo, los aminoacidos que se
encuentra que no contribuyen ni a la actividad ni a la especificidad de unién o afinidad del anticuerpo se pueden
suprimir sin una pérdida en la actividad respectiva. Por ejemplo, en diversas realizaciones, los aminoacidos amino o
carboxi-terminales se eliminan secuencialmente de la molécula no inmunoglobulinica o de la molécula
inmunoglobulinica nativas o modificadas, y la actividad respectiva se evalia en uno de los muchos ensayos
disponibles. En otro ejemplo, un fragmento de un anticuerpo comprende un anticuerpo modificado en el que al
menos un aminoacido se ha sustituido por el aminoacido de origen natural en una posicién especifica, y una porcion
de los aminoacidos aminoterminal o carboxiterminal, o incluso una regién interna del anticuerpo, se ha sustituido por
un fragmento polipeptidico u otro resto, tal como biotina, que puede facilitar la purificacion del anticuerpo modificado.

Los fragmentos, ya sea que estén unidos a otras secuencias o no, incluyen inserciones, supresiones, sustituciones,
u otras modificaciones seleccionadas de regiones particulares o restos de aminoacidos especificos, con la condicion
de que la actividad del fragmento no se vea alterada o impedida significativamente en comparacion con el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo no modificado. Estas modificaciones pueden proporcionar alguna propiedad adicional, tal
como para eliminar o afiadir aminoacidos capaces de enlazamiento de disulfuro, para incrementar su biolongevidad,
para alterar sus caracteristicas secretoras, etc. En cualquier caso, el fragmento debe poseer una propiedad
bioactiva, tal como actividad de union, regulacién de union en el dominio de union, etc. Las regiones funcionales o
activas del anticuerpo se pueden identificar mediante mutagénesis de una region especifica de la proteina, seguido
de la expresion y ensayo del polipéptido expresado.

Tales métodos son facilmente manifiestos para un practicante experto en la técnica, y pueden incluir mutagénesis
especifica del sitio del acido nucleico que codifica el antigeno (Zoller MJ et al. Nucl. Acids Res. 10:6487-500 (1982).

Para seleccionar anticuerpos que se unen selectivamente con una proteina particular, variante, o fragmento, se
puede usar una variedad de formatos de inmunoensayos. Por ejemplo, habitualmente se usan inmunoensayos de
ELISA en fase sdlida para seleccionar anticuerpos selectivamente inmunorreactivos con una proteina, variante
proteica, o fragmento de la misma. Véase Harlow y Lane. Antibodies, A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Publications, Nueva York, (1988), para una descripcion de formatos de inmunoensayos y condiciones que se
podrian usar para determinar la unién selectiva. La afinidad de unién de un anticuerpo monoclonal se puede
determinar, por ejemplo, mediante el analisis de Scatchard de Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Un kit de reactivo de anticuerpo puede comprender recipientes del anticuerpo monoclonal o su fragmento y uno o
mas reactivos para detectar la unién del anticuerpo o su fragmento a la molécula del receptor Fc. Los reactivos
pueden incluir, por ejemplo, marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos, u otros marcadores. Los reactivos
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también pueden incluir anticuerpos secundarios o terciarios, o reactivos para reacciones enzimaticas, en las que las
reacciones enzimaticas producen un producto que se puede visualizar.

b) Anticuerpos humanos

Los anticuerpos humanos de la invencion se pueden preparar usando cualquier técnica. Los ejemplos de técnicas
para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos incluyen las descritas por Cole et al. (Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77, 1985) y por Boerner et al. (J. Immunol., 147(1):86-95, 1991).
Los anticuerpos humanos de la invencion (y sus fragmentos) también se pueden producir usando librerias de
presentacion de fagos (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol., 227:381, 1991; Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581, 1991).

Los anticuerpos humanos de la invencién también se pueden obtener a partir de animales transgénicos. Por
ejemplo, se han descrito ratones mutantes transgénicos que son capaces de producir un repertorio completo de
anticuerpos humanos en respuesta a la inmunizacion (véanse, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551-255 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol., 7:33
(1993)). Especificamente, la supresion homocigota del gen de la region de unién de la cadena pesada del anticuerpo
(J(H)) en estos ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa de la
produccion de anticuerpo enddégeno, y la transferencia con éxito de la matriz del gen de anticuerpo de linea germinal
humano en tales ratones mutantes de linea germinal da como resultado la produccion de anticuerpos humanos con
la exposicion al antigeno. Los anticuerpos que tienen la actividad deseada se seleccionan usando complejos de co-
receptor de Env-CD4 como se describen aqui.

c) Administracién de anticuerpos

Los anticuerpos de la invencién se administran preferiblemente a un sujeto en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos adecuados y sus formulaciones se describen en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (192 ed.) ed. A.R. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995. Tipicamente, se usa una
cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable en la formulacién para hacer a la formulacion isoténica.
Los ejemplos del vehiculo farmacéuticamente aceptable incluyen, pero no se limitan a, disolucion salina, disolucion
de Ringer y disolucion de dextrosa. El pH de la disolucion es preferiblemente de alrededor de 5 a alrededor de 8, y
mas preferiblemente de alrededor de 7 a alrededor de 7,5. Otros vehiculos incluyen preparaciones de liberacion
sostenida, tales como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen el anticuerpo,
matrices las cuales estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas, liposomas o microparticulas.
Sera manifiesto para los expertos en la técnica que ciertos vehiculos pueden ser mas preferibles dependiendo, por
ejemplo, de la via de administracion y concentraciéon de anticuerpo a administrar.

Los anticuerpos se pueden administrar al sujeto, paciente o célula mediante inyeccion (por ejemplo intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular), o mediante otros métodos tales como infusion, que aseguren su
suministro al torrente sanguineo en una forma eficaz. Se prefiere la inyeccion local o intravenosa.

Las dosis eficaces y programas para administrar los anticuerpos se pueden determinar empiricamente, y la
obtencion de tales determinaciones esta dentro de la pericia en la técnica. Los expertos en la técnica entenderan
que la dosificacion de anticuerpos que se debe de administrar variara dependiendo de, por ejemplo, el sujeto que
recibira el anticuerpo, la via de administracion, el tipo particular de anticuerpo usado, y otros farmacos
administrados. La guia para seleccionar dosis apropiadas para anticuerpos se encuentra en la bibliografia sobre
usos terapéuticos de anticuerpos, por ejemplo Handbook of Monoclonal Antibodies, Ferrone et al., eds., Noges
Publications, Park Ridge, N.J., (1985) capitulo 22 y p. 303-357; Smith et al., Antibodies in Human Diagnosis and
Therapy, Haber et al., eds., Raven Press, Nueva York (1977) p. 365-389. Una dosis diaria tipica del anticuerpo
usado solo puede oscilar de alrededor de 1 ng/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal o mas por dia, dependiendo de
los factores mencionados anteriormente.

Tras la administracién de un anticuerpo para tratar, inhibir o prevenir una infeccién por VIH, la eficacia del anticuerpo
terapéutico se puede evaluar de diversas maneras bien conocidas por el experto. Por ejemplo, un experto normal en
la técnica entendera que un anticuerpo de la invencién es eficaz para tratar o inhibir una infeccién por VIH en un
sujeto observando que el anticuerpo reduce la carga viral o evita un incremento adicional en la carga viral. Las
cargas virales se pueden medir mediante métodos que son conocidos en la técnica, por ejemplo usando ensayos de
reaccion en cadena de la polimerasa para detectar la presencia de acido nucleico de VIH, o ensayos de anticuerpos
para detectar la presencia de proteina de VIH en una muestra (por ejemplo, pero sin limitarse a, sangre) de un sujeto
o paciente, o midiendo el nivel de niveles de anticuerpos anti-VIH circulante en el paciente. La eficacia del
tratamiento con anticuerpos también se puede determinar midiendo el nimero de células T CD4" en el sujeto
infectado con VIH. Un tratamiento con anticuerpos que inhiba una disminucion inicial o adicional en células T CD4"
en un sujeto o paciente positivo a VIH, o que dé como resultado un incremento en el nimero de células T CD4" en el
sujeto positivo a VIH, es un tratamiento con anticuerpos eficaz.

d) Enfoques de acidos nucleicos para el suministro de anticuerpos

Las composiciones de la invencion también se pueden administrar a pacientes o sujetos como una preparacion de
acidos nucleicos (por ejemplo, ADN o ARN) que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, de manera que las
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propias células del paciente o del sujeto captan el acido nucleico y producen y segregan la composicion codificada
(por ejemplo, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry,
o Crry-CR2.

€) Suministro de acidos nucleicos

En los métodos descritos anteriormente, que incluyen la administracion y captacion de ADN exdgeno en las células
de un sujeto (es decir, la transduccion o transfeccion génica), los acidos nucleicos de la presente invencion pueden
estar en forma de ADN o ARN desnudo, o los acidos nucleicos pueden estar en un vector para suministrar los acidos
nucleicos a las células, con lo que el fragmento de ADN que codifica el anticuerpo esta bajo la regulacion
transcripcional de un promotor, como entenderia muy bien un experto normal en la técnica. El vector puede ser una
preparacion comercialmente disponible, tal como un vector adenovirico (Quantum Biotechnologies, Inc. (Laval,
Quebec, Canada). El suministro del acido nucleico o vector a las células puede ser via una variedad de
mecanismos. Como ejemplo, el suministro puede ser via un liposoma, usando preparaciones liposdmicas
comercialmente disponibles tales como LIPOFECTINA, LIPOFECTAMINA (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, MD),
SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc., Madison, WI), asi como
otros liposomas desarrollados segun procedimientos estandar en la técnica. Ademas, el acido nucleico o vector de
esta invencion se puede suministrar in vivo mediante electroporacion, cuya tecnologia esta disponible de
Genetronics, Inc. (San Diego, CA), asi como por medio de una maquina de SONOPORACION (ImaRx
Pharmaceutical Corp., Tucson, AZ).

Como ejemplo, el suministro del vector puede ser via un sistema virico, tal como un sistema de vector retrovirico que
puede empaquetar un genoma retrovirico recombinante (véanse, por ejemplo, Pastan et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 85:4486, 1988; Miller et al., Mol. Cell. Biol. 6:2895, 1986). El retrovirus recombinante se puede usar entonces
para infectar y de ese modo suministrar a las células infectadas acido nucleico que codifica un anticuerpo
ampliamente neutralizante (o fragmento activo del mismo) de la invencion. El método exacto de introducir el acido
nucleico alterado en células de mamifero no esta limitado por supuesto al uso de vectores retroviricos. Existen
ampliamente otras técnicas para este procedimiento, incluyendo el uso de vectores adenoviricos (Mitani et al., Hum.
Gene Ther. 5:941-948, 1994), vectores viricos adeno-asociados (AAV) (Goodman et al., Blood 84:1492-1500, 1994),
vectores lentiviricos (Naidini et al., Science 272:263-267, 1996), vectores retroviricos pseudotipados (Agrawal et al.,
Exper. Hematol. 24:738-747, 1996). También se pueden usar técnicas de transduccioén fisica, tales como el
suministro de liposomas y mecanismos mediados por receptores y otros mecanismos de endocitosis (véase, por
ejemplo, Schwartzenberger et al., Blood 87:472-478, 1996). Esta invencion se puede usar juntamente con cualquiera
de estos u otros métodos de transferencia génica usados habitualmente.

Como ejemplo, si el acido nucleico de la invenciéon que codifica el constructo modulador del complemento se
suministra a las células de un sujeto en un vector adenovirico, la dosis para la administracion de adenovirus a seres
humanos puede oscilar de alrededor de 10" a alrededor de 10° unidades formadoras de placas (pfu) por inyeccion,
pero puede ser tan alta como 10" pfu por inyeccion (Crystal, Hum. Gene Ther. 8:985-1001, 1997; Alvarez y Curiel,
Hum. Gene Ther. 8:597-613, 1997). Un sujeto puede recibir una Unica inyeccion, o, si son necesarias inyecciones
adicionales, se pueden repetir a intervalos de seis meses (u otros intervalos de tiempo apropiados, segun lo
determine el experto) durante un periodo indefinido y/o hasta que se ha establecido la eficacia del tratamiento.

La administracion parenteral del acido nucleico o vector de la presente invencion, si se usa, esta generalmente
caracterizada por inyeccion. Los inyectables se pueden preparar en formas convencionales, ya sea como
disoluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para la disoluciéon de la suspension en un liquido
antes de la inyeccion, o como emulsiones. Un enfoque mas recientemente revisado para la administracion parenteral
implica el uso de un sistema de liberacion lenta o de liberacidon sostenida, de manera que se mantenga una dosis
constante. Véase, por ejemplo, la patente U.S. 3.610.795. Para una explicacion adicional de formulaciones
adecuadas y diversas vias de administracion de compuestos terapéuticos, véase, por ejemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy (192 ed.) ed. A.R. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995.

7. Vehiculos farmacéuticos/suministro de productos farmacéuticos

Como se describe anteriormente, las composiciones también se pueden administrar in vivo en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por “farmacéuticamente aceptable” se quiere decir un material que no es
biolégicamente o de otro modo indeseable, es decir, el material se puede administrar a un sujeto, junto con el acido
nucleico o vector, sin provocar efectos bioldgicos indeseables o interactuar de manera perjudicial con cualquiera de
los otros componentes de la composicidon farmacéutica en la que esta contenido. El vehiculo se seleccionaria
naturalmente para minimizar cualquier degradacion del ingrediente activo y para minimizar cualesquiera efectos
secundarios adversos en el sujeto, como seria bien conocido por un experto en la técnica.

Las composiciones se pueden administrar oralmente, parenteralmente (por ejemplo intravenosamente), mediante
inyeccion intramuscular, mediante inyeccion intraperitoneal, transdérmicamente, extracorpéreamente, tépicamente, o
similar, aunque se prefiere tipicamente la administracion intranasal tépica o la administracién mediante inhalante.
Como se usa aqui, “administracion intranasal topica” significa el suministro de las composiciones en los conductos
nasal y en la nariz a través de una o de ambas fosas nasales, y puede comprender el suministro mediante un
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mecanismo de pulverizacion o mecanismo de gotita, o a través de aerosolizacion del acido nucleico o vector. Esto
ultimo es eficaz cuando se van a tratar simultdneamente un gran ndmero de animales. La administracion de las
composiciones mediante inhalante puede ser a través de la nariz o la boca via el suministro mediante un mecanismo
de pulverizacion o de gotita. El suministro también puede ser directamente a cualquier area del sistema respiratorio
(por ejemplo, pulmones) via intubacion. La cantidad exacta de las composiciones requeridas variara de un sujeto a
otro, dependiendo de la especie, edad, peso y estado general del sujeto, de la gravedad del trastorno alérgico que
se trate, del acido nucleico o vector particular usado, su modo de administracién, y similar. De este modo, no es
posible especificar una cantidad exacta para cada composicion. Sin embargo, un experto normal en la técnica puede
determinar una cantidad apropiada usando solamente experimentacion habitual dadas las ensefianzas aqui.

La administracion parenteral de la composicion, si se usa, esta generalmente caracterizada por inyeccion. Los
inyectables se pueden preparar en formas convencionales, ya sea como disoluciones o suspensiones liquidas,
formas solidas adecuadas para disolucion de la suspension en liquido antes de la inyeccion, o como emulsiones. Un
enfoque mas recientemente revisado para administracion parenteral implica el uso de un sistema de liberacién lenta
o de liberacion sostenida, de manera que se mantenga una dosis constante. Véase, por ejemplo, la patente U.S.
3.610.795.

Los materiales pueden estar en disolucion, en suspension (por ejemplo, incorporados en microparticulas, liposomas,
o células). Estos se pueden dirigir hacia un tipo celular particular via anticuerpos, receptores, o ligandos de
receptores. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas especificas
hacia tejido tumoral (Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-451, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer, 60:275-
281, (1989); Bagshawe, et al., Br. J. Cancer, 58:700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4:3-9, (1993);
Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35:421-425, (1992); Pietersz y McKenzie, Immunolog. Reviews,
129:57-80, (1992); y Roffler, et al., Biochem. Pharmacol, 42:2062-2065, (1991)). Los vehiculos tales como liposomas
“sigilosos” y otros liposomas conjugados a anticuerpos (incluyendo la dianizacién de farmacos mediados por lipidos
a carcinoma colonico), la dianizacién de ADN mediada por receptores a través de ligandos especificos de las
células, la dianizacidon de tumores dirigida por linfocitos, y la dianizacién retrovirica terapéutica muy especifica de
células de glioma murino in vivo. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir
proteinas especificas hacia tejido tumoral (Hughes et al., Cancer Research, 49:6214-6220, (1989); y Litzinger y
Huang, Biochimica et Biophysica Acta, 1104:179-187, (1992)). En general, los receptores estan implicados en rutas
de endocitosis, ya sea constitutiva o inducida por ligandos. Estos receptores se agrupan en canteras revestidas de
clatrina, entran en la célula via vesiculas revestidas con clatrina, pasan a través de un endosoma acidificado en el
que se clasifican los receptores, y entonces se reciclan a la superficie celular, se almacenan intracelularmente, o se
degradan en lisosomas. Las rutas de internalizacion sirven a una variedad de funciones, tales como la captacion de
nutrientes, eliminacion de proteinas activadas, aclaramiento de macromoléculas, entrada oportunista de virus y
toxinas, disociacion y degradacion de ligando, y regulacion del nivel de receptores. Muchos receptores siguen mas
de una ruta intracelular, dependiendo del tipo celular, de la concentracion del receptor, del tipo de ligando, de la
valencia del ligando, y de la concentracion del ligando. Se han repasado los mecanismos moleculares y celulares de
la endocitosis mediada por receptores (Brown y Greene, DNA and Cell Biology 10:6, 399-409 (1991)).

a) Vehiculos farmacéuticamente aceptables

Las composiciones, incluyendo anticuerpos, se pueden usar terapéuticamente en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos farmacéuticos son conocidos por los expertos en la técnica. Estos serian muy tipicamente vehiculos
estandar para la administracion de farmacos a seres humanos, incluyendo disoluciones tales como agua estéril,
disolucion salina, y disoluciones tamponadas a pH fisiolégico. Las composiciones se pueden administrar
intramuscularmente o subcutaneamente. Otros compuestos se administraran segun procedimientos estandar usados
por los expertos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir vehiculos, espesantes, diluyentes, tampones, conservantes,
agentes tensoactivos, y similares, ademas de la molécula de eleccion. Las composiciones farmacéuticas también
pueden incluir uno o mas ingredientes activos, tales como agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios,
anestésicos, y similares.

La composicién farmacéutica se puede administrar de muchas maneras, dependiendo de si se desea tratamiento
local o sistémico, y del area a tratar. La administracion puede ser tdpicamente (incluyendo oftalmicamente,
vaginalmente, rectalmente, intranasalmente), oralmente, mediante inhalacion, o parenteralmente, por ejemplo
mediante goteo intravenoso, inyeccion subcutanea, intraperitoneal o intramuscular. Los anticuerpos descritos se
pueden administrar intravenosamente, intraperitonealmente, intramuscularmente, subcutaneamente, intracavidad, o
transdérmicamente.

Las preparaciones para administracién parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles
acuosas o0 no acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales
tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos
incluyen agua, disoluciones emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo disolucion salina y medios
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tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen disoluciéon de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, Ringer lactado, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y de
nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer), y similares. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes, y gases inertes y similares.

Las formulaciones para administracion tépica pueden incluir ungiientos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios,
pulverizaciones, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos convencionales,
bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes, y similares.

Las composiciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, suspensiones o disoluciones en agua o
medios no acuosos, capsulas, sellos, o comprimidos. Pueden ser deseables espesantes, saborizantes, diluyentes,
emulsionantes, auxiliares de la dispersién o aglutinantes.

Algunas de las composiciones se pueden administrar como una sal de adicion de acidos o de bases
farmacéuticamente aceptable, formada mediante reaccién con acidos organicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido perclérico, acido nitrico, acido tiocianico, acido sulfurico, y acido fosférico, y acidos organicos
tales como acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido glicélico, acido lactico, acido piravico, acido oxalico,
acido maldnico, acido succinico, acido maleico, y acido fumarico, o mediante reaccién con una base inorganica tal
como hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, y bases organicas tales como mono-, di-,
trialquil y arilaminas, y etanolaminas sustituidas.

b) Usos terapéuticos

Los intervalos de dosificacion para la administracion de las composiciones son aquellos suficientemente grandes
para producir el efecto deseado en el que se ven afectados los sintomas del trastorno. La dosis no seria tan grande
como para provocar efectos secundarios adversos, tal como reacciones cruzadas indeseadas, reacciones
anafilacticas, y similares. Generalmente, la dosis variara con la edad, estado, sexo y grado de la enfermedad en el
paciente, y puede ser determinada por un experto en la técnica. La dosis se puede ajustar por el médico individual
en el caso de contraindicaciones. La dosis puede variar, y se puede administrar en una o mas administraciones de
dosis diarias, durante uno o varios dias.

8. Medios legibles por ordenador

Se entiende que los acidos nucleicos y proteinas descritos se pueden representar como una secuencia que consiste
en los nucledtidos de aminoacidos. Hay muchas maneras para presentar estas secuencias, por ejemplo el
nucledtido guanosina se puede representar por G o g. Igualmente, el aminoacido valina se puede representar por
Val o V. Los expertos en la técnica entienden como presentar y expresar cualquier secuencia de acido nucleico o
proteica en cualquiera de las diversas formas que existen, considerandose descrita aqui cada una de ellas. Se
contempla especificamente aqui la presentacion de estas secuencias en medios legibles por ordenador, tales como
disquetes, cintas, chips, discos duros, discos compactos y discos de video, comercialmente disponibles, u otros
medios legibles por ordenador. También se describen las representaciones de cédigo binario de las secuencias
descritas. Los expertos en la técnica entienden qué medios legibles por ordenador. De este modo, los medios
legibles por ordenador en los que se registran, almacenan o guardan las secuencias proteicas o acidos nucleicos.

9. Composiciones identificadas mediante cribado con composiciones descritas
a) Disefio de farmacos asistido por ordenador

Las composiciones descritas se pueden usar como dianas para cualquier técnica de formacién de modelos
moleculares para identificar la estructura de las composiciones descritas o para identificar moléculas potenciales o
reales, tales como pequefias moléculas, que interactian de una manera deseada con las composiciones descritas.
Los acidos nucleicos, péptidos, y moléculas relacionadas descritos aqui se pueden usar como dianas en cualquier
programa o enfoque de formacion de modelos moleculares.

Se entiende que cuando se usan las composiciones descritas en técnicas de formacién de modelos, se identificaran
moléculas, tales como moléculas macromoleculares, que tienen propiedades deseadas particulares tales como
inhibicién o estimulacién o la funcién de la molécula diana. También se describen las moléculas identificadas y
aisladas cuando se usan las composiciones descritas, tales como CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF,
DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCPCR2 o CR2-Crry, Crry-CR2. De este
modo, los productos producidos usando los enfoques de formacion de modelos moleculares que implican las
composiciones descritas, tales como CR2, DAF, CD59, CR1, MCP, Crry, CR2-DAF, DAF-CR2, CR2-CD59, CD59-
CR2, CR2-CR1, CR1-CR2, CR2-MCP, MCP-CR2, CR2-Crry o Crry-CR2, también se consideran aqui descritos.

De este modo, una forma de aislar moléculas que se unen a una molécula de eleccion es a través de un disefio
racional. Esto se logra mediante informacion estructural y formacion de modelos por ordenador. La tecnologia de
formacion de modelos por ordenador permite la visualizacidon de la estructura atdmica tridimensional de una
molécula seleccionada, y el disefio racional de nuevos compuestos que interaccionaran con la molécula. El
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constructo tridimensional depende tipicamente de datos procedentes de analisis cristalograficos de rayos X o
formacién de imagenes mediante RMN de la molécula seleccionada. La dinamica molecular requiere datos de
campos de fuerza. Los sistemas graficos por ordenador permiten la prediccion de coémo un nuevo compuesto se
enlazara a la molécula diana, y permiten la manipulacion experimental de las estructuras del compuesto y la
molécula diana hasta la especificidad de unién perfecta. La prediccién de cudles seran las interacciones molécula-
compuesto cuando se hagan pequefios cambios en uno o ambos requiere un software de mecanica molecular y
ordenadores computacionalmente potentes, habitualmente acoplado con interfaces faciles para el usuario y
conducidas por menus entre el programa de disefio molecular y el usuario.

Los ejemplos de sistemas de formacion de modelos moleculares son los programas CHARMm y QUANTA, Polygen
Corporation, Waltham, MA. CHARMm realiza las funciones de dinamica molecular y minimizacién de energia.
QUANTA realiza la construccion, formacion de modelos graficos y el analisis de la estructura molecular. QUANTA
permite la construccion interactiva, modificacion, visualizacion y analisis del comportamiento de las moléculas entre
si.

Un numero de articulos repasa la formacién de modelos por ordenador de farmacos que interaccionan con proteinas
especificas, tales como Rotivinen, et al., 1988 Acta Pharmaceutica Fennica 97, 159-166; Ripka, New Scientist 54-57
(16 de junio, 1988); McKinaly y Rossmann, 1989 Annu. Rev. Pharmacol. Toxiciol. 29, 111-122; Perry y Davies,
QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationships in Drug Design p. 189-193 (Alan R. Liss, Inc. 1989); Lewis y
Dean, 1989 Proc. R. Soc. Lond. 236, 125-140 y 141-162; y, con respecto a una enzima modelo para componentes
de acidos nucleicos, Askew, et al., 1989 J. Am. Chem. Soc. 111, 1082-1090. Otros programas de ordenador que
criban y representan graficamente compuestos quimicos estan disponibles de compafias tales como BioDesign,
Inc., Pasadena, CA., Allelix, Inc, Mississauga, Ontario, Canada, e Hypercube, Inc., Cambridge, Ontario. Aunque
estos se disefian principalmente para la aplicacién a farmacos especificos para proteinas particulares, se pueden
adaptar para disefiar moléculas que interaccionan especificamente con regiones especificas de ADN o ARN, una
vez que se identifica esa region.

Aunque descrito anteriormente con referencia al disefio y generacion de compuestos que podrian alterar la union,
también se podrian cribar librerias de compuestos conocidos, incluyendo productos naturales y compuestos
quimicos sintéticos, y materiales biolégicamente activos, incluyendo proteinas, para compuestos que alteran la unién
al sustrato o la actividad enzimatica.

10. Kits

Se describen aqui kits que se obtienen para reactivos que se pueden usar en la practica de los métodos descritos
aqui. Los kits pueden incluir cualquier reactivo o composicion de reactivos explicados aqui o que se entenderia que
se necesitan o son beneficiosos en la practica de los métodos descritos. Por ejemplo, los kits podrian incluir
cebadores para llevar a cabo las reacciones de amplificacion explicadas en ciertas realizaciones de los métodos, asi
como los tampones y enzimas requeridos para usar los cebadores como se pretende. Por ejemplo, se describe un
kit para evaluar el riesgo de un sujeto al cancer, asma, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis
reactiva, espondiloartritis, vasculitis sistémica, diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis muiltiple,
encefalomielitis alérgica experimental, sindrome de Sjogren, enfermedad de hospedante frente a injerto, enfermedad
inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lesion por reperfusion isquémica, infarto
de miocardio, enfermedad de Alzheimer, rechazo de transplantes (alogénico y xenogénico), trauma térmico,
cualquier inflamacién inducida por complejo inmunitario, glomerulonefritis, miastenia grave, esclerosis multiple, lupus
cerebral, sindrome de Guillain-Barre, vasculitis, esclerosis sistémica, anafilaxis, reacciones al catéter, ateroma,
infertilidad, tiroiditis, ARDS, sindrome de post-bypass, hemodialisis, reumatoide juvenil, sindrome de Behcet, anemia
hemolitica, pénfigo, penfigoide ampolloso, apoplejia, aterosclerosis, y esclerodermia.

E. Métodos para obtener las composiciones

Las composiciones descritas aqui y las composiciones necesarias para llevar a cabo los métodos descritos se
pueden obtener usando cualquier método conocido por los expertos en la técnica para ese reactivo o compuesto
particular, excepto que se sefale especificamente de otro modo.

Se describen métodos para obtener una composicidon que comprende un constructo, en los que el constructo
comprende CR2 y un modulador del complemento. También se describen métodos para obtener una composicion,
en los que la composicion es la composicidn de la invencion.

1. Sintesis peptidica

Un método para producir las proteinas descritas, tales como SEC ID NO: 6, es enlazar juntos dos o mas péptidos o
polipéptidos mediante técnicas de quimica de proteinas. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos se pueden
sintetizar quimicamente usando equipo de laboratorio actualmente disponible usando quimica de Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonilo) o de Boc (terc-butiloxicarbonilo) (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Un experto en
la técnica puede apreciar facilmente que un péptido o polipéptido que corresponde a las proteinas descritas, por
ejemplo, se puede sintetizar mediante reacciones quimicas estandar. Por ejemplo, un péptido o polipéptido se puede
sintetizar y no escindir de su resina de sintesis, mientras que el otro fragmento de un péptido o proteina se puede
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sintetizar y escindir subsiguientemente de la resina, exponiendo de ese modo un grupo terminal que esta
funcionalmente bloqueado en el otro fragmento. Mediante reacciones de condensacion de péptidos, estos dos
fragmentos se pueden unir covalentemente via un enlace peptidico en sus términos carboxilo y amino,
respectivamente, para formar un anticuerpo, o fragmento del mismo (Grant GA (1992) Synthetic Peptides: A User
Guide. W.H. Freeman y Co., N.Y. (1992); Bodansky M y Trost B., Ed. (1993) Principles of Peptide Synthesis.
Springer-Verlag Inc., NY) (que incluye material relacionado con la sintesis de péptidos). Como alternativa, el péptido
o polipéptido se sintetiza independientemente in vivo como se describe aqui. Una vez aislados, estos péptidos o
polipéptidos independientes se pueden enlazar para formar un péptido o fragmento del mismo via reacciones de
condensacioén de péptidos similares.

Por ejemplo, la ligaciéon enzimatica de segmentos peptidicos clonados o sintéticos permite que se unan fragmentos
peptidicos relativamente cortos para producir fragmentos peptidicos mas grandes, polipéptidos o dominios proteicos
completos (Abrahmsen L et al., Biochemistry, 30:4151 (1991)). Como alternativa, la ligaciéon quimica nativa de
péptidos sintéticos se puede utilizar para construir sintéticamente grandes péptidos o polipéptidos a partir de
fragmentos peptidicos mas cortos. Este método consiste en una reaccion quimica de dos etapas (Dawson et al.
Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation. Science, 266:776-779 (1994)). La primera etapa es la reaccion
quimioselectiva de un tioéster de péptido sintético sin proteger con otro segmento peptidico sin proteger que
contiene un resto Cys aminoterminal para dar un intermedio enlazado con tioéster como producto covalente inicial.
Sin un cambio en las condiciones de reaccion, este intermedio sufre una reaccién intramolecular espontanea y
rapida para formar un enlace peptidico nativo en el sitio de ligacion (Baggiolini M et al. (1992) FEBS Lett. 307:97-
101; Clark-Lewis | et al., J. Biol. Chem., 269:16075 (1994); Clark-Lewis | et al., Biochemistry, 30:3128 (1991);
Rajarathnam K et al., Biochemistry 33:6623-30 (1994)).

Como alternativa, los segmentos peptidicos sin proteger estan enlazados quimicamente, en los que el enlace
formado entre los segmentos peptidicos como resultado de la ligacion quimica es un enlace no natural (no peptidico)
(Schnolzer, M et al. Science, 256:221 (1992)). Esta técnica se ha usado para sintetizar analogos de dominios
proteicos, asi como grandes cantidades de proteinas relativamente puras con actividad biolégica completa (deLisle
Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academic Press, Nueva York, p. 257-267 (1992)).

2. Procedimiento para obtener las composiciones

Se describen procedimientos para obtener las composiciones, asi como para obtener los intermedios que conducen
a las composiciones. Por ejemplo, se describen acidos nucleicos en las SEC ID NO: 5. Hay una variedad de
métodos que se pueden usar para obtener estas composiciones, tales como métodos quimicos sintéticos y métodos
de biologia molecular estandar. Se entiende que los métodos para obtener estas y las otras composiciones descritas
se describen especificamente.

Se describen moléculas de acido nucleico producidas mediante el procedimiento que comprende enlazar de manera
operativa un acido nucleico que comprende la secuencia expuesta en SEC ID NO: 25 y una secuencia que controla
la expresion del acido nucleico.

También se describen moléculas de acido nucleico producidas mediante el procedimiento que comprende enlazar
de manera operativa una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que tiene 80% de identidad con
una secuencia expuesta en SEC ID NO: 25, y una secuencia que controla la expresion del acido nucleico.

Se describen animales no humanos producidos mediante el procedimiento de transfectar una célula en el animal con
cualesquiera de las moléculas de acidos nucleicos descritas aqui. Se describen animales no humanos producidos
mediante el procedimiento de transfectar una célula en el animal con cualquiera de las moléculas de acido nucleico
descritas aqui, en el que el animal es un mamifero. También se describen animales no humanos producidos
mediante el procedimiento de transfectar una célula en el animal con cualquiera de las moléculas de acido nucleico
descritas aqui, en el que el mamifero es ratén, rata, conejo, vaca, oveja, cerdo, o primate.

También se describen animales producidos mediante el procedimiento de afiadir al animal cualquiera de las células
descritas aqui.

F. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a aquellos expertos en la técnica una descripcion y
explicacion completa de como se obtienen y se evalian los compuestos, composiciones, articulos, dispositivos y/o
métodos reivindicados aqui, y estan destinados para ser puramente ejemplares de la invencién y no pretenden
limitar el alcance de lo que el Dr. Tomlinson considera su invencion. Se han realizado esfuerzos para asegurar la
exactitud con respecto a los numeros (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se podrian encontrar
algunos errores y desviaciones. Excepto que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, la temperatura
esta en °C o esta a la temperatura ambiente, y la presion es la atmosférica o proxima a ella.
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1. Ejemplo 1: Dianizacion de inhibidores del complemento mediada por el receptor 2 del complemento (CR2)
hacia sitios de activacion del complemento

a) Métodos
(1) Estirpes celulares y ADN.

Todas las manipulaciones del ADN se llevaron a cabo en el vector de expresion de mamifero PBM, derivado de
p118-migG1 (30) mediante supresion de la region codificante de Fc de IgG1 de raton. Para la expresion proteica se
usaron células de ovario de hamster chino (CHO), y se mantuvieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) (GIBCO Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) suplementado con 10% de FCS. Los clones de células CHO
transfectados de forma estable se cultivaron en presencia de G418, y, para la expresion proteica recombinante, las
células se cultivaron en suspension en CHO-S-SFM Il sin FCS (GIBCO). Se cultivaron células U937 en RPMI
(GIBCO), 10% de FCS.

(2) Anticuerpos, reactivos y suero.

El anticuerpo de conejo para DAF y CD59 humanas purificadas de membrana de células de CHO se preparé
mediante técnicas estandar (31). Se describen mAb anti-DAF de ratén 1H4 (32), mAb anti-CD59 de rata YTH53.1
(33) y mAb anti-CR2 humana de ratéon 171 (se une a SCR 1-2) (34). IgM anti-eritrocitos de oveja se obtuvo de
Research Diagnostic Inc. (Flanders, NJ). Todos los anticuerpos secundarios se adquirieron de Sigma (St. Louis,
MO). sCD59 recombinante purificada fue un regalo de Dr. B. P. Morgan (University of Wales, Cardiff, UK). El suero
humano sin C6 se adquirié de Quidel (San Diego, CA), y el suero humano normal (NHS) se obtuvo de la sangre de
voluntarios sanos en el laboratorio.

(3) Construccion de plasmidos de expresion y expresion proteica.

En la Figura 1 se representan las proteinas de fusién recombinantes y los inhibidores solubles del complemento. Los
constructos de ADNc se prepararon uniendo la secuencia CR2 que codifica las 4 unidades de SCR N-terminales
(restos 1-250 de proteina madura, nimero de acceso Swissprot P20023) a las secuencias que codifican regiones
extracelulares de DAF o CD59. Las secuencias de los inhibidores del complemento usadas codificaron los restos 1-
249 de la secuencia de la proteina DAF madura (nimero de acceso Swissprot P08174) y los restos 1-77 de la
secuencia proteica de CD59 madura (numero de acceso Swissprot P13987). Para unir las secuencias de CR2 a las
secuencias de los inhibidores del complemento, se usaron secuencias ligadoras que codifican SS(GGGGS); y
(GGGS), para proteinas de fusidon que contienen CR2 en el término C y término N, respectivamente. Los constructos
génicos se prepararon mediante metodologia de PCR estandar (35). Todas las etapas de clonacion se llevaron a
cabo en el vector PBM, que también se usé para la expresion proteica (30). Para la expresion, los plasmidos se
transfectaron en células CHO usando lipofectamina segun las instrucciones del fabricante (GIBCO). Se
seleccionaron clones transfectados de forma estable limitando la dilucion como se describe (30), y la expresion
proteica de los clones se cuantificé mediante ELISA.

(4) Ensayos de ELISA y de proteinas.

La deteccién de las proteinas recombinantes y la determinacion de la concentracion proteica relativa en los
sobrenadantes de cultivo se logré usando una técnica de ELISA estandar (31). Dependiendo de qué tipo de proteina
recombinante se estaba evaluando, el anticuerpo de captura fue mAb 1H4 anti-DAF o mAb YTH53.1 anti-CD59. Los
anticuerpos de deteccion primarios fueron anticuerpo policlonal de conejo anti-DAF o anti-CD59. En algunos ELISA,
también se us6 mAb A-3 anti-CR2 como anticuerpo de deteccion primario, y, aunque menos sensible, se obtuvieron
datos similares. La concentracion proteica de las proteinas recombinantes se determind mediante absorbancia de
UV o usando un kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce Chemical Company, Rockford 111).

(5) Purificacion de proteinas.

Las proteinas recombinantes se purificaron del sobrenadante de cultivo mediante cromatografia de afinidad. Las
columnas de afinidad se prepararon acoplando mAb 1H4 anti-DAF o mAb YTH53.1 anti-CD59 a columnas de
afinidad activadas con NHS HiTrap (Pharmacia Biotech, Nueva Jersey, USA), como se describe por el fabricante.
Los sobrenadantes de cultivo que contienen proteinas recombinantes se ajustaron hasta pH 8,0 y se aplicaron a
columnas de afinidad a un caudal de 0,5 mil/min. La columna se lavé con 6 a 8 volimenes de columna de PBS, y las
proteinas recombinantes se eluyeron con 2 a 3 volumenes de columna de 0,1 M de glicina, pH 2,4. Las fracciones
que contienen la proteina de fusion se recogieron en tubos que contienen 1 M de tampén de Tris, pH 8,0, y se
dializaron frente a PBS.

(6) SDS-PAGE vy transferencia Western.

Las proteinas recombinantes purificadas se separaron en geles de acrilamida al 10% de SDS-PAGE (Bio-Rad Life
Science, Hercules, CA) en condiciones no reductoras. Los geles se tifieron con azul de Coomassie. Para la
transferencia Western, se siguieron procedimientos estandar (31). De forma breve, las proteinas separadas se
transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno, y las proteinas transferidas se detectaron por medio de
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mAb 1H4 anti-DAF o mAb YTH53.1 anti-CD59. Las membranas se desarrollaron con el kit de deteccion de ECL
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). También se analiz6 CR2-CD59 mediante SDS-PAGE tras el tratamiento
con glucanasa. CR2-CD59 (2 mg) se calenté a 95°C durante 3 min en 15 mM de tampén de fosfato de sodio (pH 7,5)
que contiene 0,1% de SDS, 10 mM de 2-mercaptoetanol y 5 nM de EDTA. Después de enfriar, CR2-CD59 se incubd
con 3 U de N-glucanasa de Flavobacterium meningosepticum (EC 3.5.1.52, Sigma) durante 20 h a 37°C en
presencia de 1% de Nonidet P40 y 9,3 mM de PMSF.

(7) Citometria de flujo.

La union de las proteinas de fusion recombinantes a células opsonizadas con C3 se determiné mediante citometria
de flujo. Las células de CHO se incubaron en 10% de antisuero anti-CHO (30 min/4°C), se lavaron y se incubaron en
10% de NHS sin C6 (45 min/ 37°C). Las células opsonizadas con C3 se lavaron entonces y se incubaron con 1 uM
de proteina recombinante (60 min/4°C). Después del lavado, las células se incubaron con 10 pg/ml de mAb 1H4 anti-
DAF o mAb YTH53.1 anti-CD59, segun sea apropiado (30 min/4°C), seguido del anticuerpo secundario conjugado
con FITC (1:100, 30 min/4°C). Las células se lavaron entonces, se fijaron con 2% de paraformaldehido en PBS, y se
analizaron usando un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA).
Todas las incubaciones y lavados se llevaron a cabo en DMEM.

(8) Analisis de la union de la proteina de fusion de CR2 al ligando de C3.

El analisis cinético de la interaccion de las proteinas de fusion de CR2 con C3dg-biotina se llevé a cabo usando
medidas de resonancia plasmonica de superficie (SPR) realizadas en un instrumento BlAcore 3000. C3dg-biotina
humana, preparada como se describe (36), se unio a la superficie de chips sensores de estreptavidina (SA) de
BlAcore inyectando C3dg-biotina a 50 ug/ml sobre la superficie de una celda de flujo del chip a 2 pl/minuto durante
20 minutos. El tampdn de flujo fue 0,5X PBS + 0,05% de Tween 20. La sefial de SPR de C3dg capturado generé
unidades de respuesta de BlAcore que oscilan de 250-500. Las células de flujo revestidas con estreptavidina de
control se hicieron pasar en ausencia de proteina. La unién se evalud a lo largo de un intervalo de concentraciones
de proteina de fusiéon de CR2 (15,6-500 nM) en 0,5X PBS, 0,05% de Tween 20 a 25°C a un caudal de 25 pl/minuto.
Las muestras de proteina de fusion de CR2 se inyectaron en alicuotas de 50 ul usando el comando kinject. La
asociacion de las proteinas de fusion con el ligando se monitorizd durante 120 segundos, después de lo cual se dejo
que el complejo se disociara en presencia de tampon solamente durante 120 segundos adicionales. La superficie de
union se regenerd entre analisis de concentraciones diferentes de proteinas de fusion mediante un pulso de 10
segundos de 200 mM de carbonato de sodio (pH 9,5) a 50 pl/min. La union de los fragmentos de las proteinas de
fusion de CR2 a células de flujo inmovilizadas con C3d se corrigié para la union a células de flujo de control. Los
datos de la unién se ajustaron a un modelo de unidn de Langmuir 1:1 usando el software de BlAevaluation Version
3.1 (BlAcore), y se evaluaron para el mejor ajuste mediante los valores de %2 y residual bajo. Los perfiles de
disociacion cinética obtenidos se usaron para calcular velocidades de asociacion y de disociacion (ka y kq) ¥
constantes de afinidad (Kp) usando el programa de BlAevaluation Version 3.1. Entre experimentos, la superficie de
estreptavidina se regenerd con un pulso de 60 s de 50 mM de hidréxido sodico (pH 9,S) a 50 pl/minuto, y se volvié a
aplicar C3dg-biotina como se describe anteriormente.

(9) Ensayos de lisis del complemento.

Células de CHO a un confluencia de 60%-80% se despegaron con verseno (GIBCO), se lavaron dos veces, y se
resuspendieron hasta 10%ml en DMEM. Las células se sensibilizaron con el complemento anadiendo 10% de
antisuero de conejo anti-membrana celular de CHO a las células (30 min/4°C). El antisuero se eliminé entonces, y
las células se resuspendieron en NHS diluido en DMEM. Los volimenes de ensayo finales fueron 50 o 100 pl.
Después de 45 min a 37°C, se determind la viabilidad celular mediante exclusion con azul de tripan (tanto células
vivas como muertas contadas) o liberacién de *icr (37). Ambos ensayos dieron resultados similares. Para ensayar la
actividad inhibidora del complemento de las proteinas recombinantes, las proteinas se diluyeron en DMEM y se
afiadieron a NHS antes de la adicién a las células de CHO. Se us6 una concentracion final de 10% de NHS, lo que
dio como resultado aproximadamente 90% de lisis de células de CHO sensibilizadas con el anticuerpo sin proteger.
La inhibicién de la hemodlisis mediada por el complemento se determiné usando eritrocitos de oveja sensibilizados
con anticuerpos (EA) (Advanced Research Technologies, San Diego, CA). Los ensayos hemoliticos se llevaron a
cabo en tampén de veronal en gelatina (GVB™) (Advanced Research Technologies) en un volumen final de 300 pl
que contiene 2,5 x 107 EA, NHS a una dilucion final de 1/300 y concentraciones en incremento de proteina de fusion.
Las mezclas de reaccién se incubaron a 37°C durante 60 min, y las reacciones se detuvieron mediante adicion de
300 pl de PBS que contiene 10 mM de EDTA. Las células se eliminaron mediante centrifugacion, y la lisis celular se
ensay6 mediante cuantificacion espectrofotométrica de hemoglobina en el sobrenadante a 413 nm.

(10) Adhesion de células U937 a eritrocitos.

Se llevaron a cabo ensayos de adhesion dependiente de CR3 a eritrocitos opsonizados con C3 esencialmente como
se describe (38). De forma breve, se sensibilizaron eritrocitos de oveja recientes (SRBC) con una cantidad
subaglutinante predeterminada de IgM de conejo anti-SRBC durante 30 min a 37°C en GVB (Advanced Research
Technologies). Después de lavar dos veces, SRBC opsonizados con C3b se prepararon incubando SRBC
sensibilizado con IgM con un volumen igual de una dilucién 1:2 de suero humano deficiente en C6 en GVB (120
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min/37°C). Las células se lavaron dos veces, y los peletes se resuspendieron en GVB. La mayoria de C3 unido a los
eritrocitos tras este tratamiento esta en forma de productos de degradacion iC3b o C3d (ligandos de CR2) debido a
la semivida corta de C3b en el suero. Se afnadieron células U937 (4 x 10° células en 200 pl) a 50 pul de SRBC
opsonizados C3 con (2 x 10° células), y la mezcla se centrifugd (4min/40 x g) y se dejo a temperatura ambiente
durante 90 min. Las células se examinaron entonces mediante microscopia de contraste de fases, y se determiné el
numero de células U937 adherentes a eritrocitos. Se puntuaron al menos 100 eritrocitos por muestra, y se calculo el
numero medio de células U937 unidas por eritrocito. Las determinaciones por triplicado se realizaron para cada
experimento llevado a cabo. En algunas realizaciones, las células U937 se cultivaron durante 3 dias en presencia de
miristato-acetato de forbol 50 ng/ml (PMA) antes de cosechar, un tratamiento que da como resultado el aumento de
CR3 (39, 40). Como controles, se usaron células incubadas con SRBC revestidos con IgM solos, o SRBC incubados
directamente con suero humano deficiente en C6.

(11) Estudios de biodistribucion.

Se llevaron a cabo procedimientos estandar para determinar la distribucién tisular de proteinas radiomarcadas
inyectadas (41, 42). De forma breve, se inyectaron 1,7 pug de CR2-DAF marcada con 125 | (4,20 x 10° cpm/mg) o
sDAF (4,84 x 10° cpm/mg) en la vena de la cola de ratones NZB/NZW F1 hembras de 34 semanas (Jackson Labs,
Bar Harbor, ME). Después de 24 h, se tomd una muestra de sangre y se retiraron los érganos principales, se
desprendid y se lavo con PBS que contiene 10 mM de EDTA, se peso y se contd. La especificidad de la dianizacion
se evalué como porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido. Las proteinas se iodaron usando el método de
ioddégeno segun las instrucciones del fabricante (Pierce Chemical Co.).

(12) Microscopia de inmunofluorescencia.

Se inyectaron CR2-DAF o sDAF (270 ng) en la vena de la cola de ratones MRL/Ipr de 24 semanas. Veinticuatro
horas mas tarde, los rifiones se retiraron y se congelaron instantaneamente. Secciones criostaticas (5 um)
preparadas a partir de rifiones congelados se fijaron en acetona y se procesaron para la microscopia de
inmunofluorescencia indirecta. Se us6 una mezcla equimolar de mAbs anti- DAF humana 1A10 y 1H6 de ratén como
anticuerpos de deteccion primarios (concentracion final, 10 ug/ml) con un anticuerpo secundario conjugado a FITC
especifico de Fc anti-IgG de raton (F4143, Sigma-Aldrich). Se siguieron procedimientos estandar (49, incorporados
aqui como referencia por su ensefianza de técnicas de tincion de anticuerpos), excepto que para reducir la tinciéon de
fondo, muy probablemente provocada por complejos inmunitarios depositados en el rifion de ratén, el anticuerpo
secundario marcado con FITC se diluyé 1:800 (10 veces la dilucién recomendada). Se adquirieron imagenes
digitales y se optimizaron con Adobe Photoshop usando ajustes idénticos.

b) Resultados.
(1) Disefio, expresion y purificacion de los constructos.

Las proteinas de fusidn recombinantes contenian las cuatro unidades de SCR N-terminales de CR2 humana
enlazadas al término N o C de formas solubles de CD59 o DAF humana (constructos representados en la Figura 1).
Las proteinas recombinantes se purificaron a partir del sobrenadante de cultivo de clones de células de CHO
trasfectados de forma estable, con rendimientos entre 100-200 pg/l. El anadlisis de las proteinas recombinantes
purificadas mediante SDS-PAGE vy transferencia Western reveld proteinas en el intervalo de pesos moleculares
esperados (Figura 2), y, excepto para CR2-CD59, todas las proteinas migraron como una Unica banda. Las dos
bandas observadas para CR2-CD59 fueron debidas a diferencias en la glucosilacion, puesto que CR2-CD59 migro
como una Unica banda tras el tratamiento con glucanasa.

(2) Dianizacion de proteinas de fusion a células opsonizadas del complemento.

El ligando de C3 para CR2 se depositdé sobre células de CHO mediante incubaciéon de células de CHO con
anticuerpo activante del complemento y suero sin C6 (para prevenir la formacién de MAC vy la lisis celular). Todas las
proteinas de fusidon que contienen CR2, pero no sCD59 o sDAF se unieron a células de CHO revestidas con C3
(Figura 3).

(3) Analisis cinético de la interaccion entre proteinas de fusion y el ligando C3dg..

Se determindé mediante medidas de resonancia plasmoénica de superficie una comparacién de la afinidad de las
diferentes proteinas de fusion recombinantes para el ligando C3dg de CR2. Los experimentos se llevaron a cabo
haciendo pasar concentraciones variables de las proteinas de fusién sobre chips de estreptavidina de Biacore que
contienen C3dg-biotina capturada (aproximadamente 2000 unidades de respuesta). El analisis cinético de los datos
mostré el mejor ajuste a un modelo de interaccién de union 1:1 (Langmuir) usando parametros de ajuste global
(Figura 4). Ambas proteinas de fusion con CR2 en el término N (CR2-DAF y CR2-CD59) mostraron perfiles de union
similares, con una velocidad rapida de asociacién y una velocidad rapida de disociacion. Por el contrario, la unién de
las proteinas de fusién con CR2 en el término C (DAF-CR2 y CD59-CR2) mostré velocidades lentas de asociacion y
de disociacion (Figura 4, Tabla 1). Sin embargo, las proteinas de fusion de CR2 del término N se unieron con la
mayor afinidad (Tabla 1). Las proteinas de fusién de CD59 se unieron con una mayor afinidad que las proteinas de
fusion de DAF. DAF soluble y sCD59 no se unieron a C3dg inmovilizado.
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(4) Actividad inhibidora del complemento de las proteinas de fusion.

La actividad inhibidora del complemento de los inhibidores del complemento dianizados y no dianizados se analizd
midiendo su efecto sobre la lisis mediada por el complemento tanto de células de CHO como eritrocitos. En estos
experimentos, las células sensibilizadas a anticuerpos y las proteinas recombinantes se incubaron en suero humano
a una concentracion que dio como resultado una lisis de 90-100% de las células sin proteger. Para ambos tipos
celulares, los inhibidores del complemento dianizados fueron significativamente mas eficaces que sus proteinas no
dianizadas respectivas a la hora de inhibir la lisis mediada por el complemento. Las proteinas de DAF dianizadas
fueron mas eficaces como inhibidores que CD59 dianizada (Figuras 5 y 6). Las proteinas de fusion que contienen
CR2 enlazado al término N de DAF y CD59 fueron inhibidores mas eficaces que las proteinas de fusion de CR2 C-
terminales. El inhibidor mas potente de la lisis del complemento fue CR2-DAF, que requiere una concentracion de 18
nM para una inhibicion del 50% de la lisis de células de CHO. Por el contraste, sDAF no dianizadas requirié6 una
concentracion de 375 nM para la inhibicién del 50% de la lisis de células de CHO, una diferencia de 20 veces (Figura
5a). sCD59 fue un inhibidor particularmente malo del complemento, y solo proporcioné 25% de proteccion de la lisis
de células de CHO a 500 nM, la concentracién mas elevada ensayada. Sin embargo, CR2-CD59 proporcioné una
inhibicion del 50% de la lisis de células de CHO a 102 nM, y fue mas eficaz que sDAF sin dianizar (Figura 6a). La
Tabla 4 compara las actividades inhibidoras de los diferentes inhibidores del complemento recombinantes. La mayor
actividad inhibidora del complemento de las proteinas de fusion de CR2 del término N se correlacioné con la mayor
afinidad de estas proteinas mostrada para el ligando de C3dg (Tabla 3).

Hubo algunas diferencias entre la eficacia relativa de los inhibidores del complemento a la hora de proteger células
de CHO vy eritrocitos de la lisis mediada por el complemento. Esto fue particularmente cierto para los inhibidores de
DAF; sDAF fue significativamente mas eficaz protegieron eritrocitos que las células de CHO del complemento,
aunque DAF dianizada fue todavia mas eficaz. También hubo poca diferencia en la actividad inhibidora de CR2-DAF
y DAF-CR2 cuando los eritrocitos fueron las células diana para la lisis del complemento.

(5) Efecto de proteinas de fusion de CR2 sobre la adhesion celular.

El receptor 3 del complemento es un receptor leucocitico implicado en la adhesion endotelial y diapedesis y la
activacion de mecanismos citoliticos celulares (fagocitosis y desgranulacion). Puesto que CR2 y CR3 comparten el
mismo ligando del complemento iC3b, se determind si las proteinas de fusién de CR2 interfirieron con la unién de las
células mediada por CR3. Para estos experimentos, se usaron U937, una extirpe celular promonocitica bien
caracterizada (CR2", CR3") que se un a eritrocitos revestidos con iC3b en un mecanismo dependiente de CR3 (40).
Todas las proteinas de fusion de CR2, pero no sDAF o sCD59, inhibieron significativamente la unién de células
U937 a eritrocito de oveja opsonizados con C3 (P<0,01). Cada proteina de fusién de CR2 inhibi6 la uniéon de U937
en un grado similar a una concentracion de 500 nM (figura 7). Se obtuvieron datos similares en un experimento
usando células U937 que se estimularon con PMA, un tratamiento que dio como resultado el aumento de CR3 (39,
40). Para la opsonizacion del complemento de eritrocitos, se us6 IgM para activar el complemento, puesto que IgG
depositada sobre los eritrocitos se acoplaria a receptores Fcy expresados en células U937. Las células U937
también expresan CR4 (p150, 95, CD11¢/CD18), un tercer receptor que comparte el ligando de Ci3b. Sin embargo,
la unién de células U937 a eritrocitos opsonizados con C3 es independiente de CR4, probablemente debido a la
asociacion de CR4 con el citoesqueleto y su inmovilidad en la membrana (40).

(6) Dianizacion de CR2-DAF a los rifiones de ratones nefriticos.

Para determinar si una proteina de fusion de CR2 seleccionara como diana un sitio de activacion del complemento y
de enfermedad in vivo, se llevo a cabo un estudio de biodistribuciéon de CR2-DAF y sDAF en ratones hembras
NZB/W F1. Los ratones NZB/W F1 desarrollan una enfermedad autoinmunitaria espontanea que es muy similar a
lupus eritematoso sistémico (SLE) humano, con la produccion de autoanticuerpos y el desarrollo de glomerulonefritis
grave mediada por complejo inmunitario que esta asomada con la deposicion del complemento desde 26 a 28
semanas (4, 52). La biodistribucion de [ I]CR2 -DAF y [ I]sDAF en ratones NZB/W F1 de 34 semanas se
determind a las 24 horas y a las 48 horas después de la |nyec0|on Veinticuatro horas después de la inyeccion de
[125I]CR2 DAF en la vena de la cola, se localizé en el riidén una proporcion de radioactividad S|gn|f|cat|vamente
mayor que en los otros organos que se examinaron (Figura 25a). A las 48 horas después de la inyeccion de
[125I]CR2 DAF, hubo un nivel similar de radioactividad en el rifdn como a las 24 horas, pero aumentoé la
radioactividad en el higado y en el bazo, y disminuy®d la radioactividad en la sangre (Figura 25b). El higado y el bazo
son sitios de aclaramiento del complejo inmunitario, y probablemente dan cuenta de la dianizaciéon incrementada de
[125I]CR2 DAF a estos organos en el punto de tiempo mas tardio. [125I]CR2 DAF no mostré unién preferente en el
rifdn o en ningun otro érgano (Figura 25, a 'y b) En ratones prenefriticos NZB/W F1 de 8 semanas, no hubo signos
de dianizacién de [125I]CR2 DAF hacia el rlnon (Figura 25c). De interés adicional, [125I]CR2 DAF se aclaré6 mucho
mas rapidamente de la circulaciéon que [ I]CR2 DAF, sugiriendo que eI resto CR2 funciona para prolongar la
semivida circulatoria de la proteina de fusion. Sin embargo, el nivel de [ I]CR2 DAF en la sangre de ratones mas
jovenes a las 24 horas fue alrededor de la mitad que el registrado en los ratones mas viejos, y la semivida
circulatoria prolongada de [ I]CR2 -DAF puede ser una consecuencia, al menos en parte, de su uniéon a complejos
inmunitarios circulantes.
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La dianizaciéon de CR2-DAF hacia el complemento depositado en el rifidn también se examind en otro modelo
murino de SLE, mediante examen directo de secciones del rifion. Al igual que los ratones NZB/W F1 hembras, los
ratones MRL/lIpr desarrollan glomerulonefritis proliferativa grave con la deposicién de complemento en asociacion
con depdsitos inmunitarios glomerulares hacia las 24 semanas de edad (53, incorporado aqui por su ensefianza de
este modelo de ratén). Se inyectaron CR2-DAF y sDAF en la vena de la cola de ratones MRL/Ipr de 24 semanas, y
se analizaron secciones de rifidn 24 horas mas tarde en busca de inmunorreactividad a DAF humana mediante
microscopia de fluorescencia. Las secciones de rifidn procedentes de un ratén inyectado con CR2-DAF presentaron
un nivel elevado de tincion de DAF, con localizacion preferente en los glomérulos en un patron idéntico al observado
para complejos inmunitarios. No hubo evidencias de tincion de DAF en los glomérulos de un ratén inyectado con
sDAF (Figura 26).

c) Conclusiones

Este estudio describe la generacién y caracterizacion de proteinas que contienen DAF y CD59 humanas solubles
que son dirigidas hacia un sitio de activacion del complemento. Las proteinas dianizadas fueron significativamente
mas potentes inhibiendo el complemento que sus contrapartes no dianizadas. La dianizacion de CD59 y DAF se
logré enlazando los inhibidores a un fragmento de CR2 humana que se une a productos de activacion del
complemento C3. Los ligandos de C3 para CR2 tienen una vida relativamente prolongada y se unen
covalentemente, a menudo en grandes cantidades, en sitios de activacion del complemento. De este modo, la
dianizacién de la inhibicion del complemento mediada por CR2 es de beneficio terapéutico para numerosas
enfermedades o estados morbidos asociados al complemento. Consistente con esta hipétesis, se mostré que CR2-
DAF dianiza a los rifiones de ratones NZB/W F1 nefriticos. Estos ratones producen autoanticuerpos con formacion y
deposicion consiguiente de complejos inmunitarios en el rifion, dando como resultado la activaciéon y deposicion de
complemento (2, 43). CR2 humana se une a ligandos de C3 humanos y de raton con afinidades similares (44), y los
estudios de biodistribucién establecen que una proteina de fusién de CR2 retiene la funcién dianizadora in vivo. Este
estudio establece la idoneidad de este enfoque para la inhibicion de complemento humano. El enfoque de
dianizacion también puede ser eficaz para otros inhibidores de la activacion del complemento, tales como CR1
soluble, que esta en ensayos clinicos y es un inhibidor del complemento mas potente que DAF in vitro (9).

Las afinidades relativas por C3dg de las diferentes proteinas de fusién de CR2 recuerda a las afinidades de SCR 1-2
de CR2 y SCR 1-15 de CR2 por C3dg. Los valores de KD para las interacciones de SCR1-2 de CR2 y de SCR 1-15
de CR2 con C3dg fueron similares, pero SCR 1-2 de CR2 se asocio y se disocié mucho mas rapidamente, indicando
una contribucion de los dominios de SCR adicionales a la afinidad global (36). El analisis de la estructura en
disolucion de otra proteina que contiene SCR, el factor H, indicé que los dominios de SCR estan replegados sobre si
mismos, Y las interacciones entre los dominios de SCR pueden modular las caracteristicas de union al ligando de C3
(45). Se predice que la variabilidad conformacional entre dominios de SCR resulta de diferentes longitudes de
ligador (nativo), proporcionando ligadores mas prolongados una mayor flexibilidad conformacional. En este contexto,
los dominios de SCR de CR2 y DAF estan enlazados con un ligador ser-gly relativamente largo, y esto puede
permitir que las parejas de fusion se replieguen unas sobre otras dando como resultado interacciones SCR-SCR que
pueden modular la afinidad de union de CR2.

Se llevaron a cabo ensayos de lisis mediada por el complemento usando como dianas células de CHO
sensibilizadas a anticuerpos o eritrocitos de oveja. Hubo diferencias notables en las actividades relativas de algunos
de los inhibidores del complemento a la hora de proteger las diferentes células de la lisis mediada por el
complemento. sDAF, DAF-CR2, y CD59-CR2 fueron significativamente mas eficaces protegiendo eritrocitos de oveja
que las células de CHO de la lisis mediada por el complemento. A diferencia de los eritrocitos, la lisis mediada por el
complemento de células nucleadas no es debida completamente a desregulacion osmoética coloidal, y se requiere la
deposicion de multiples MACs en la membrana plasmatica (46-48). La mayoria de los estudios previos que
investigan la actividad inhibidora de inhibidores del complemento solubles (no dianizados) se han llevado a cabo
usando eritrocitos como células diana para la lisis mediada por el complemento. Sin embargo, las células de CHO
representan probablemente una diana fisiolégicamente mas relevante para estudios in vitro.

Diferentes mecanismos de dafio mediado por el complemento estan implicados en diversas afecciones, y diferentes
enfermedades se pueden beneficiar de estrategias de inhibicion que actian en diferentes puntos en la ruta. Por
ejemplo, si es aplicable para la enfermedad, un beneficio particular de bloqueo del complemento en una etapa tardia
en la ruta seria que las funciones de defensa del hospedante y los mecanismos de homeostasia inmunitarios del
complemento permaneciesen intactos. De este modo un inhibidor a base de CD59 proporcionaria ventajas con
respecto a inhibidores de la activacion del complemento en enfermedades en las que la ruta citolitica terminal esta
implicada principalmente en la patogénesis. Es improbable que CD59 soluble tenga beneficio terapéutico debido a
su actividad muy mala in vitro, pero se mostré6 aqui que la dianizacion de CD59 mediada por CR2 aumenté
significativamente su actividad inhibidora del complemento. De hecho, CR2-CD59 fue mas eficaz inhibiendo la lisis
mediada por el complemento que sDAF, y sDAF ha mostrado eficacia terapéutica en vivo (8). Los analogos de CR2-
CD59 de roedores también pueden ser herramientas Utiles para estudiar los papeles relativos de productos de
activacion del complemento tempranos frente a la formacion de MAC en la patogénesis de la enfermedad. Las
contribuciones relativas de los diferentes productos de activacion del complemento a la lesiéon tisular en muchos
estados mérbidos estan poco comprendidas y son controvertidas.
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Las proteinas de fusién de CR2 inhibieron la uniéon de las células U937 a eritrocitos opsonizados con C3. Tanto CR2
como CR3 se unen a iC3b, y este dato indica que las proteinas de fusion de CR2 actian como antagonistas de CR3,
puesto que la unién de U937 a eritrocitos opsonizados con C3 depende de CR3 (40). Como molécula de adhesion,
CRS3 media la adhesion endotelial y diapédesis en sitios de inflamacion via su interaccion de afinidad elevada con la
molécula 1 de adhesion intercelular (ICAM-1). Como receptor del complemento, CR3 promueve y potencia la
fagocitosis y desgranulacion via su interaccion con iC3b. Tanto ICAM-1 como iC3b se unen a epitopos solapantes
en CR3 (véase la revision de Ross). De este modo, CR3 puede ser un determinante importante a la hora de
promover dafio tisular mediado por células en sitios de inflamacion, y los anticuerpos que bloqguean CR3 han
mostrado eficacia en varias afecciones inflamatorias (véase el repaso de Ross). El efecto antagonista de CR2 sobre
la union de CR3 indica por lo tanto un segundo mecanismo antiinflamatorio de accién de las proteinas de fusion del
inhibidor del complemento de CR2, que actua sinérgicamente con inhibicién del complemento.

La dianizacion de inhibidores del complemento a sitios de activacion y enfermedad del complemento puede
potenciar considerablemente su eficacia. De hecho, para estados moérbidos que se beneficiarian de la terapia a base
de CD59, la dianizacion de CD59 al sitio de activacion del complemento sera un requisito. Una ventaja de la
dianizacién mediada por CR2 con respecto a otros enfoques de dianizacion, tales como dianizacion mediada por
anticuerpos, es que el resto de CR2 selecciona como diana cualquier sitio accesible de activacion del complemento,
y tiene una amplia aplicacién terapéutica. Las proteinas de fusion de CR2 también pueden actuar como antagonistas
de CR3, y esto puede representar un segundo beneficio terapéutico importante. Las proteinas de fusién del inhibidor
del complemento de CR2 humano también tienen mucha menor probabilidad de ser inmundgenas que los
inhibidores recombinantes que contienen regiones variables de anticuerpos. La capacidad predicha de inhibidores
dianizados de la activacion del complemento para proporcionar una concentracion local eficaz con niveles bajos de
inhibicién sistémica también disminuye la probabilidad de comprometer los mecanismos de defensa del hospedante,
particularmente con inhibicion del complemento sistémica a largo plazo (esto es una consideracion menos
importante para inhibidores a base de CD59). Los inhibidores dianizados a CR2 también seleccionan como dianas a
agentes infecciosos que activan el complemento.

2. Ejemplo 2: Inhibicién y activacion del complemento dianizado
a) Inhibidores del complemento (inflamacién/bioincompatibilidad)

Los inhibidores de complemento son una promesa considerable para la terapia de muchas enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias, y estados mérbidos asociados con bioincompatibilidad. Actualmente no hay ningin
inhibidor farmacéutico seguro y eficaz del complemento. La investigacion se ha centrado enormemente en
desarrollar inhibidores solubles basados en proteinas reguladoras del complemento unidas a la membrana celular.
Se han producido formas recombinantes de CR1, MCP, DAF y Crry solubles mediante eliminacion de regiones que
se unen a la membrana, y se ha demostrado que todas las proteinas son eficaces reduciendo la inflamacion y el
dafo tisular mediado por el complemento en diversos modelos de enfermedad. CR1 soluble y un anticuerpo que
bloquea la funciéon de la proteina del complemento C5 estan en ensayos clinicos. Sin embargo, hay serias
cuestiones que se refieren al uso clinico de inhibidores del complemento solubles administrados sistémicamente. El
complemento desempefia un papel crucial tanto en la inmunidad innata como adaptativa, y la generacion de C3b es
critica para la opsonizacion y aclaramiento mediado por leucocitos de muchos microorganismos patdgenos.
Ademas, se ha demostrado que el producto de la activacion del complemento en fase fluida C5a es importante a la
hora de controlar la infeccion, y puede ser importante en el aclaramiento de sustancias patogenas desde la
circulacion. Por lo tanto, es probable que la inhibicion sistémica del complemento tenga consecuencias serias para el
hospedante con respecto a su capacidad para controlar la infeccién. EI complemento también es crucial para el
catabolismo eficaz de complejos inmunitarios, y esto es una consideracion particularmente importante en el uso de
inhibidores del complemento para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y de complejos inmunitarios.

La dianizacion de inhibidores del complemento hacia sitios de activacién y enfermedad del complemento también
permite una concentracion sérica eficaz mucho menor, y reduce significativamente el nivel de inhibicion sistémica del
complemento. Una mayor eficaz es un beneficio importante de los inhibidores del complemento dianizados, y la
dianizacién también puede resolver el problema de una semivida corta de los inhibidores del complemento
recombinantes solubles en la circulacion.

Ademas de las consideraciones anteriores con respecto a la dianizacién de inhibidores del complemento, el bloqueo
selectivo de diferentes partes de la ruta del complemento puede permitir la generacién de productos beneficiosos de
la activacion del complemento, pero inhibe la generacion de productos de la activacion del complemento implicados
en la patogénesis de la enfermedad. Por ejemplo, los inhibidores de la activacién del complemento (tales como CR1,
DAF, Crry) inhiben la generacion de C3b, C5a y C5b-9. Los anticuerpos contra C5 inhiben la generacion de C5a y
C5b-9. Por otro lado, los inhibidores a base de CD59 no afectan a la generaciéon de C3b y C5a, sino que bloquean
solamente la formacion de C5b-9 (véase la Figura 8). La ruta del complemento terminal y la generacion de C5b-9 ha
demostrado ser importante a la hora de promover inflamacion, y esta particularmente implicada en la progresion de
algunas enfermedades del rifidn (tales como glomerulonefritis por complejo inmunitario). De este modo, para ciertas
enfermedades, un inhibidor a base de CD59 puede inhibir la patogénesis de la enfermedad sin interferir con la
generacion de productos tempranos de la activacion del complemento que son importantes para la defensa del
hospedante y el aclaramiento del complejo inmunitario. Sin embargo, CD59 soluble no es un inhibidor eficaz del
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complemento (a diferencia de los inhibidores de la activacion DAF, CR1, MCP o Crry), y es improbable que tenga
alguna aplicacion clinica. Sin embargo, CD59 dirigida contra las células puede representar un compuesto terapéutico
viable. Los datos que usan dianizacion de CD59 mediada por anticuerpos [Zhang et al., 1999, J.Clin.Invest., 103, 55-
61], y los datos presentados aqui con la dianizaciéon de CD59 mediada por CR2, muestran que CD59 dianizada
hacia una membrana celular es significativamente mas eficaz que CD59 sin dianizar soluble.

¢) RESULTADOS-1
(1) Proteina de fusion del inhibidor del complemento dianizada

Los ejemplos de proteinas de fusién humanas que se han expresado, purificado y caracterizado para dianizacion y
evaluado para determinar la funcion inhibidora del complemento in vitro como se describe previamente incluyen los
siguientes: CR2-DAF, CR2-CD59, DAF-CR2, y CD59-CR2. Las secuencias nucleotidicas y las secuencias de
aminoacidos predichas de las proteinas de fusiéon humanas maduras se muestran en las Figuras 8-11.

(2) EXPRESION Y PURIFICACION

Los constructos plasmidicos de ADNc que codifican las proteinas de fusion se transfectaron en células de CHO y
clones que se expresan de forma estable aislados. Se seleccionaron clones que expresan los niveles mas elevados
de fusion. Los clones seleccionados se hicieron crecer en biorreactores, y las proteinas de fusion se aislaron del
sobrenadante de cultivo mediante cromatografia de afinidad. Se prepararon columnas de afinidad usando
anticuerpos anti-DAF y anti-CD59 conjugados con sefarosa. Las proteinas recombinantes se analizaron mediante
SDS-PAGE y transferencia Western (Figura 2).

(3) UNION DE LAS PROTEINAS DE FUSION A C3
LIGANDOS.
(a) Citometria de flujo

Se llevaron a cabo experimentos de citometria de flujo como se describe previamente. Todas las proteinas de fusion
que contienen CR2 se unieron a células de CHO revestidas con C3, segin se analiza mediante citometria de flujo
(Figura 12). sDAF y sCD59 no se unieron a células de CHO revestidas con C3.

(b) ELISA

Se llevaron a cabo experimentos de ELISA como se describe previamente. En los experimentos de ELISA, se
afiadieron constructos que contienen CR2 a pocillos revestidos con C3dg purificado. La unién se detectd por medio
de anticuerpos anti-inhibidor del complemento y anticuerpos secundarios conjugados a enzimas. Todos los
constructos que contienen CR2, pero no sCD59 y sDAF, se unieron a C3d.

(c) Resonancia de plasmones de superficie

C3dg biotinilado (ligando de CR2) se unio a chips de BlAcore revestidos con estreptavidina y se midi6 la cinética de
union de las proteinas de fusién que contienen CR2 (Figuras 13-16). sDAF y sCD59 no se unieron a C3dg
capturado. Las proteinas de fusion con CR2 en el término N se unieron con la mayor afinidad. Las proteinas de
fusion que contienen CD59 se unieron con una afinidad mayor que las proteinas de fusion correspondientes que
contienen DAF.

(4) FUNCION INHIBIDORA DEL COMPLEMENTO DE LAS PROTEINAS DE FUSION

La actividad funcional de las proteinas de fusion e inhibidores del complemento no dianizados solubles se analizd
midiendo el efecto de las proteinas sobre la lisis celular mediada por el complemento. Se usaron en ensayos usando
células de ovario de hamster chino (CHO) (Figuras 17 y 18) y eritrocitos de oveja (E) (Figuras 19 y 20).

Los inhibidores del complemento dianizados proporcionaron significativamente mas proteccion frente a la lisis
mediada por el complemento que los inhibidores del complemento no dianizados solubles. Las proteinas de fusién
que contienen CR2 en el término N fueron las mas eficaces tanto para las proteinas de fusiéon que contienen DAF
como CD59. Las proteinas de fusiéon de CR2 N-terminal también se unieron a D3d con una afinidad mayor que las
proteinas de fusién de CR2 C-terminal en experimentos de BlAcore (véase anteriormente). CR2-DAF fue
significativamente mas eficaz que CR2-CD59 a la hora de proporcionar proteccion frente a la lisis mediada por el
complemento en estos ensayos. Cabe sefialar, sin embargo, que sCD59 no dianizada posee una actividad inhibidora
del complemento muy débil incluso a concentracion elevada (a diferencia de sDAF), y la dianizacién de CD59 a la
superficie celular es un requisito para la funcién de CD59.

La eficacia relativa de inhibidores del complemento dianizados frente a los no dianizados para células de CHO vy
para E es diferente. Sin embargo, los eritrocitos se lisan “de una sola vez” (es decir, formacién de un tnico MAC
provoca la lisis de E), mientras que las células nucleadas (tales como CHO) poseen mecanismos de resistencia
adicionales (tales como proteccion y desprendimiento de MACs) y requieren la deposicion de multiples MACs para la
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lisis. Estas diferencias dan cuenta probablemente de las diferencias en los datos de inhibicion de la lisis, y
probablemente las células de CHO representan la diana fisiologicamente mas relevante para estos experimentos in
vitro.

3. Ejemplo 3
a) Anticuerpo dianizado para inhibidores del complemento en un modelo de rata de lesion tubulointersticial aguda:

Se us6 un panel de anticuerpos monoclonales de ratén anti-rifion de rata bien caracterizados (49, 50, incorporado
aqui como referencia por su ensefianza con respecto a estos anticuerpos y sus secuencias). EI ADN de la region
variable de un total de 5 anticuerpos se aisl6 mediante técnicas de PCR estandar (35, incorporadas aqui como
referencia por sus ensefianzas con respecto a PCR). Todos se clonaron con éxito y algunos se expresaron como
anticuerpos monocatenarios. Todos los anticuerpos monocatenarios reconocieron in vitro una estirpe celular epitelial
o endotelial de rifion de rata. Uno de los mAbs, K9/9, se une a una glucoproteina identificada sobre la superficie
celular epitelial, y tiene especificidad por la pared capilar glomerular y tdbulos proximales in vivo (49). Este
anticuerpo se escogié como un vehiculo de dianizacién para la investigacion de la inhibicién del complemento
dianizada mediada por sCrry y por CD59 en un modelo de rata de lesion tubulointersticial aguda. Aunque se
demostré que mAb K9/9 induce dafio glomerular en un estudio previo (49), el anticuerpo fue sélo patégeno cuando
se administré junto con adyuvante de Freund. De hecho, la naturaleza patégena de mAb K9/9 (con adyuvante) no se
reprodujo.

Hay una relacion entre proteinuria y dafio renal progresivo, y hay datos que apoyan la hipétesis de que la propia
proteinuria da como resultado fibrosis intersticial e inflamacién. No se conoce el mecanismo mediante el cual la
proteinuria conduce a lesion nefrotdxica, pero hay pruebas de que el complemento desempefia un papel clave, y que
el MAC es el mediador principal de la lesion tubulointersticial debido a proteinuria (se ha revisado recientemente el
papel del complemento y de la proteinuria en lesion tubulointersticial (51, 52)). La caracterizacion previa de mAb
K9/9 (véase anteriormente (49)) sugiri6 que el mAb selecciona como diana apropiadamente para una investigacion
en el uso terapéutico de inhibidores del complemento dianizados en un modelo de rata de lesiéon tubulointersticial
inducida por proteinuria. La disponibilidad de un inhibidor que puede bloquear especificamente la formacion de MAC
permitiria una evaluacién del papel de MAC en lesién tubulointersticial en condiciones clinicamente relevantes.

Se prepararon constructos plasmidicos que codifican el anticuerpo K9/9 monocatenario enlazado a Crry de rata o
CD59 de rata (representados en la fig. 27). También se prepararon constructos que expresan Crry soluble de rata
(sCrry) y K9/9 monocatenario (vehiculo de dianizacion solamente). Todas las proteinas recombinantes se
expresaron en el medio de cultivo a alrededor de 15 mg/litro mediante fermentacion de Pichia en un fermentador de
New Brunswick de 15 litros.

Las proteinas recombinantes se caracterizaron para la dianizacion y la actividad inhibidora del complemento in vitro
como se describe anteriormente usando una estirpe de células epiteliales de rata como células diana. K9/9
monocatenario, K9/9-Crry y K9/9-CD59 se unieron especificamente a células epiteliales de rata in vitro. sCrry y K9/9-
Crry inhibieron la deposicién vy lisis del complemento, y K9/9-CD59 inhibio la lisis mediada por el complemento.
Ambos inhibidores del complemento dianizados, sCrry y el Ab monocatenario K9/9 se caracterizaron en el modelo
de nefrosis de aminonucledsido puromicina (PAN) de rata (53, incorporado aqui como referencia por su ensefianza
de sCrry y K9/9) (sCD59 no se evaluod, puesto que CD59 sin dianizar tiene sélo una actividad inhibidora del
complemento muy pobre (54)). En primer lugar, para confirmar la dianizacion de las proteinas de fusion de K9/9 al
rindn, se determind la especificidad de union in vivo mediante biodistribucion de proteinas yodadas como se
describe anteriormente (54, 41). Las proteinas de fusiéon de K9/9 y K9/9 monocatenario, pero no sCrry,
seleccionaron especificamente como dianas a rifiones de rata, y fue detectado a 48 h después de la administracion
(fig. 28). La biodistribucién a 24 h después de la administracion fue similar, y no hubo ningiin radiomarcador restante
en la sangre a 24 h.

En estudios terapéuticos, grupos de 4 ratas recibieron PAN (150 mg/kg) en el dia 0, y PBS o inhibidor del
complemento (40 mg/kg) en los dias 4, 7 y 10. Se recogio orina (jaulas metabdlicas) y sangre, y los animales se
sacrificaron en el dia 11. El tratamiento con PAN alterd significativamente la funcién renal segin se mide mediante el
aclaramiento de creatinina (fig. 29, segunda barra desde la izquierda). Hubo una ligera mejora, pero no significativa,
en la funcién renal en ratas que recibieron terapia con sCrry. Sin embargo, el aclaramiento de creatinina mejoré
significativamente en ratas tratadas con PAN que recibieron terapia con Crry o CD59 dianizada (p<0,01). No hubo
diferencia significativa en el aclaramiento de creatinina entre ratas de control (no proteinuricas) y ratas tratadas con
PAN que recibieron los inhibidores dianizados (fig. 29). Como se esperaba, la proteinuria inducida por PAN fue
elevada en todas las ratas tanto si se trataron con inhibidores del complemento o no (tabla 1). Las secciones de
rindn preparadas a partir de ratas tratadas con PAN y que no recibieron terapia mostraron dilatacion de la luz tubular
y degeneracion de células epiteliales y tubulares, segun se evalué mediante la pérdida del borde de brocha (véase
fig. 30b, también en el apéndice). Se observé una mejora minima con terapia con sCrry (fig. 30d). Por el contrario, la
dilatacion y degeneracion tubular se suprimié significativamente en ratas tratadas con PAN que recibieron Crry y
CD59 dianizadas (fig. 30c muestra K9/9-Crry, pero la histologia fue indistinguible con K9/9-CD59). Estos datos
demuestran eficacia terapéutica de la inhibicion del complemento en este modelo, demuestran un beneficio
significativo de la inhibicion del complemento dianizada frente a la no dianizada, y demuestran directamente un
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papel importante para el dafio mediado por MAC en lesién tubulointersticial inducida por proteinuria. sCD59 no es un
inhibidor eficaz, y este estudio demuestra que CD59 apropiadamente dianizada permite la inhibicion especifica del
MAC en vivo.

En un experimento separado, se determind la semivida circulatoria de proteinas recombinantes yodadas como se
describe (54, 41, incorporado aqui como referencia para las técnicas ensayadas alli). Las semividas (11/2) de las
proteinas fueron segun lo siguiente: sCrry: 19 min, K9/9-Crry: 23 min, K9/9-CD59, 29 min, K9/9 monocatenario: 21
min. Para determinar el efecto de las proteinas recombinantes sobre la inhibicién del complemento sistémica, se
inyectaron a ratas con proteinas a 40 mg/Kg, y se recogié sangre en los tiempos que corresponden a 1, 3,5y 7 x
t1/2. La actividad inhibidora del complemento en el suero se determind midiendo la actividad hemolitica (eritrocitos
de oveja sensibilizados). Como se esperaba, K9/9-CD59 tuvo una actividad inhibidora minima en el suero (sistema
de ensayo no dianizado (fig. 31). En alrededor de 3 h (7 x t1/2) después de la inyeccion de sCrry y K9/9-Crry, hubo
una actividad inhibidora del complemento minima que queda en el suero. El t1/2 corto de los inhibidores dianizados
y no dianizados, junto con datos de biodistribucion y el hecho de que sCrry no es protectora, demuestra que los
inhibidores del complemento unidos al rifion son eficaces inhibiendo localmente el complemento y durante un
periodo prolongado.

Estos datos establecen el uso de inhibidores del complemento dianizados in vivo, y demuestran los beneficios
importantes de la inhibicion del complemento sistémica dianizada frente a no dianizada en un modelo de
enfermedad. Aunque en estos estudios se us6 un vehiculo de dianizacion diferente (un fragmento de anticuerpo), se
aplican los mismos principios para otros agentes de dianizacion, tales como CR2.

4. Ejemplo 4

Se describen aqui ejemplos de constructos de la presente invencion obtenidos segun la ensefianza aqui. La
terminologia usada tiene el siguiente significado: SCR = repeticiones de consenso cortas; LP = péptido lider. Los
constructos tienen todos la formula basica de CR2-ligador-modulador del complemento o modulador del
complemento-ligador-CR2. Las notaciones en paréntesis indican detalles con una seccion particular de la
composicion. Por ejemplo, “(completa)” significa que toda la proteina madura se usa en el constructo, mientras que
“(SCR2-4)” indica que SCR1 no es parte del constructo. Se entiende que un ligador puede ser un ligador quimico, un
péptido ligador natural, o secuencias ligadoras de aminoacidos (por ejemplo, (Gly4Ser)3). Se entiende que esta lista
no es limitante, y solo proporciona ejemplos de algunos de los constructos descritos en la presente solicitud.

CR2 (completa) - (GlysSer)s--DAF

CR2 (completa) - (GlysSer)s- CD59 humana
CR2 (completa) - (GlysSer)3--MCP

CR2 (completa) - (GlysSer)s-CR1

CR2 (completa) - (GlysSer)s--Crry

CR2 (completa) - (GlysSer)3-CD59 de raton
CR2 (completa) - (GlysSer)s-IgG1 Fc humana

CR2 (completa
CR2 (completa
CR2 (completa
CR2 (completa
CR2 (completa
CR2 (completa

3
3
3
3
3
3
- (GlysSer)s-IgM Fc humana
- (GlysSer)s-IlgG3 Fc murina
- (GlysSer)s-IgM Fc murina
- (GlysSer)s--CVF
- (GlysSer)s--DAF

CR2 (completa
CR2 (completa
CR2 (completa

- (GlysSer)s--MCP
- (GlysSer)s-CR1
- (GlysSer)s--Crry

CR2 (completa
CR2 (completa

- (GlysSer)s-CD59 de raton

- (GlysSer)s-IgG1 Fc humana

CR2 (completa) - (GlysSer)s-IgM Fc humana

CR2 (completa) - (GlysSer)s-IgG3 Fc murina

CR2 (completa) - (GlysSer)s-IgM Fc murina

CR2 (completa) - (GlysSer)s-CVF

CR2 (completa) - (GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (completa) - (GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (completa) - (GlysSer)3-CR1 (LP--SCR1-4-SCR8-11-SCR15-18)
CR2 (completa) - (GlysSer)s-Crry (5 SCRs N-terminales)
CR2 (completa) - VSVFPLE--DAF

CR2 (completa) - VSVFPLE -CD59 humana

CR2 (completa) - VSVFPLE --MCP

CR2 (completa) - VSVFPLE -CR1

CR2 (completa) - VSVFPLE --Crry

CR2 (completa) - VSVFPLE -CD59 de raton

CR2 (completa) - VSVFPLE -IgG1 Fc humana

CR2 (completa) - VSVFPLE -IgM Fc humana

— " — — — — — — — — — — — — —

4
4
4
4
4
4
4
4

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)4
- (GlysSer)s-CD59 humana
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
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CR2 (completa) - VSVFPLE -IgG3 Fc murina
CR2 (completa) - VSVFPLE -IgM Fc murina

CR2 (completa) -
CR2 (completa) --
CR2 (completa) --
CR2 (completa) -m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) - m
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (completa) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -

CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -

CR2 (SCR1-2) -
CR2 (SCR1-2) -

VSVFPLE -CVF
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --DAF
m—Maleimidobenzoil-N—hidoxisuccinimida éster -CD59 humana
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --MCP
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CR1
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --Crry
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster-CD59 de ratén
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -lgG1 Fc humana
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgM Fc humana
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgG3 Fc murina
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgM Fc murina
m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CVF
bismaleimidohexano --DAF
bismaleimidohexano -CD59 humana
bismaleimidohexano --MCP
bismaleimidohexano -CR1
bismaleimidohexano --Crry
bismaleimidohexano -CD59 de raton
bismaleimidohexano -IgG1 Fc humana
bismaleimidohexano -IgM Fc humana
bismaleimidohexano -IgG3 Fc murina
bismaleimidohexano -IgM Fc murina
bismaleimidohexano -CVF
(GlysSer)s--DAF
(GlysSer)3;-CD59 humana
(GlysSer)s--MCP
(GlysSer)s-CR1
(GlysSer)s--Crry
(GlysSer)s-CD59 de raton
(GlysSer)s-IgG1 Fc humana
(GlysSer)s-IgM Fc humana
(GlysSer)s-IgG3 Fc murina
(GlysSer)s-IgM Fc murina
(GlysSer)s--CVF
(GlysSer)s--DAF
(GlysSer),-CD59 humana
(GlysSer)s—-MCP
(GlysSer)s-CR1
(GlysSer)s--Crry
(GlysSer)s-CD59 de raton
(GlysSer)s-IgG1 Fc humana
(GlysSer)s-IgM Fc humana
(GlysSer)s-IgG3 Fc murina
(GlysSer)s-IgM Fc murina
(GlysSer)s-CVF
(GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)
(GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)
(GlysSer)s-CR1 (LP--SCR1-4-SCR8-11-SCR15-18)

CR2 (SCR1-2) - (GlysSer)s-Crry (5 SCRs N-terminales)

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE--DAF

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -CD59 humana

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE --MCP

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -CR1

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE --Crry

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -IgM Fc humana

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -IgM Fc murina

CR2 (SCR1-2) - VSVFPLE -CVF

CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --DAF
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CD59 humana
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --MCP
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CR1
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CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --Crry

CR2 (SCR1-2) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CD59 de raton
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgG1 Fc humana
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgM Fc humana
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgG3 Fc murina
CR2 (SCR1-2) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgM Fc murina
CR2 (SCR1-2) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CVF

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -DAF

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -CD59 humana

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -MCP

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -CR1

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano --Crry

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -IgM Fc humana

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -IgM Fc murina

CR2 (SCR1-2) - bismaleimidohexano -CVF

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s--DAF

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer);-CD59 humana

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s--MCP

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s;-CR1

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s--Crry

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-CD59 de raton

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s;-IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgM Fc humano

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IlgG3 Fc murino

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgM Fc murino

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s;--CVF

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s--DAF

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-CD59 humana

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s--MCP

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-CR1

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s4--Crry

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-CD59 de raton

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgGl Fc humana

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgM Fc humana

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-IgM Fc murina

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-CVF

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)3-CR1 (LP--SCR1-4-SCR8-11-SCR15-18)

CR2 (SCR1-3) - (GlysSer)s-Crry (5 SCRs N-terminales)

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE --DAF

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -CD59 humana

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE --MCP

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -CR1

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE --Crry

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -IgM Fc humana

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE -IgM Fc murina

CR2 (SCR1-3) - VSVFPLE --CVF

CR2 (SCR1-3) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --DAF

CR2 (SCR1-3) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster-CD59 humana
CR2 (SCR1-3) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --MCP

CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—CR1

CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --Crry

CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—CD59 de raton
CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—IgG1 Fc humana
CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster-IgM Fc humana
CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster —IgG3 Fc murina
CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—IgM Fc murina
CR2 (SCR1-3) — m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—CVF
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CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano --DAF

CR2 (SCR1-3) -bismaleimidohexano-CD59 humana

CR2 (SCR1-3) -bismaleimidohexano --MCP

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano -CR1

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano --Crry

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano —IgG1 Fc humna

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano —IgM Fc humana

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano —IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano —IgM Fc murina

CR2 (SCR1-3) - bismaleimidohexano —CVF

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s;--DAF

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer);-CD59 humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s--MCP

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s;-CR1

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s--Crry

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-CD59 de raton

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s;-IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgM Fc humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgM Fc murina

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s;--CVF

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s--DAF

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-CD59 humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s--MCP

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-CR1

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s--Crry

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s CD59 de ratéon

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgM Fc humana

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-IgM Fc murina

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-CVF

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)s-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)4-DAF (SCRs 2-4)

CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)3-CR1 (LP--SCR1-4-SCR8-11-SCR15-18)
CR2 (SCR1-4) - (GlysSer)3-Crry (5 SCRs N-terminales)

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE--DAF

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE -CD59 humana

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE --MCP

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE -CR1

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE --Crry

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE -IgG1 Fc humana

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE —IgM Fc humana

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE —IgG3 Fc murina

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE -IgM Fc murina

CR2 (SCR1-4) - VSVFPLE-CVF

CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --DAF
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster—CD59 humana
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --MCP
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CR1
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster --Crry
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -CD59 de raton
CR2 (SCR1-4) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster-IgG1 Fc humana
CR2 (SCR1-4) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgM Fc humana
CR2 (SCR1-4) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster -IgG3 Fc murina
CR2 (SCR1-4) --- m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida esther -IgM Fc murina
CR2 (SCR1-4) - m-Maleimidobenzoil-N-hidoxisuccinimida éster-CVF
CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano --DAF

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -CD59 humana

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano --MCP

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -CR1

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano --Crry

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -CD59 de ratén

CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -lgG1 Fc humana
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CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -IgM Fc humana
CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -IgG3 Fc murina
CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -IgM Fc murina
CR2 (SCR1-4) - bismaleimidohexano -CVF
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H. Secuencias

1. DAF
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 1
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 2

2.CD59
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 3
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 4

3. CR2-DAF

Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 5
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 6

4. CR2-CD59 humano
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 7
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Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 8

5. DAF-CR2
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 9
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 10

6. CD59 humano-CR2
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 11
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n°® 12

7. CR1
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 13
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 14

8. MCP
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 15
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 16

9. Crry de raton
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 17

10. IgG1 Fc humana
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 18

11. IgM Fc humana
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 19

12. CR2-IlgG1 Fc humana
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 20
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 21

13. IgG3 Fc de ratén
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 22

14. Factor de veneno de cobra
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 23
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 24

15. CR2 humana
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 25
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 26

16. CR2 de ratéon
Secuencia nucleotidica corresponde a SEC ID n° 27
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 28

17. CR2 humana
Secuencia de aminoacidos corresponde a SEC ID n° 29
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> MUSC Foundation For Research Development

<120> Moduladores de complemento dianas sobre el receptor 2 de complemento
<130> 19113.0095P1

<150> 60/426,676

<151> 15-11-2002

<160> 29

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 1041

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 1

gactgtggce
tttececcgagg
gagaaggact
aatcgtagcet
actcagaatt
agagaacctt
gtcgaatttt
gatgtaccag
aaattatttg
gaccegttge
ataattcaag
aaaggattca
gagtggagtg
acadgttcaga
aaaaccacca
aggacaacca
actaccogte
gtaacecatgyg

ttceocceccaga
atactgtaat
cagtgatctg
gegaggtgec
atttteccagt
ctctatcacc
gtaaaaagaa
gtggcatatt
gctcgacttce
cagagtgcag
gggaacgtga
ccatgattgg
ggccaccace
aacctaccac
caaaaaccac
agcattctca
ttctatctgg
gettgetgac

tgtacctaat
aacgtacaaa
ccttaagggc
aacaaggcta
cggtactgtt
aaaactaact
atcatgceccet
atttggtgca
tagtttttgt
agaaatkttat
ccattatgga
agagcactct
tgaatgcaga
agtaaatgtt
cacaccaaat
tgaaacaacc
gcacacgtgt
t

gcceagecag
tgtgaagaaa
agtcaatggt
aattctgcat
gtggaatatg
tgccttcaga
aatcocgggag
accatctcct
cttattteag
tgtceagcac
tatagacagt
atttattgta
ggaaaatcte
ccaactacag
gctcaagcaa
ccaaataaag
ttcacgttga

ctttggaagg
gctttgtgaa
cagatattga
ccctecaaaca
agtgccgtec
atttaaaatg
aaatacgaaa
tctcatgtaa
gcagcectgtgt
caccacaaat
ctgtaacgta
ctgtgaataa
taacttccaa
aagtctcacce
cacggagtac
gaagtggaac

caggtttgcet

<210>2

<211>380

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 2
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ccgtacaagt
aattcctggce
agagttctge
gccttatatce
aggttacaga
gtceacagca
tggtcagatt
cacagggtac
ccagtggagt
tgacaatgga
tgcatgtaat
tgatgaagga
ggtceccaccea
aacttctcag
acctgtttec
cacttcaggt
tgggacgcta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1041
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Met Thr Val Ala Arg Pro Ser Val Pro Ala Ala Leu Pro Leu Leu Gly

1

5

10

15

Glu Leu Pro Arg Leu Leu Leu Leu Val Leu Leu Cys Leu Pro Ala Val

Trp
Glu
Glu
65

L.eu

cys

Ile

Leu
145
Ser
Gly
Tyr
Ser
Pro
225
His
Thr
Gly
Ser
Thr
305
Thr
Lys
Gly

Leu

<210>3
<211>306
<212> ADN

Asp
Gly
50

Glu
Lys
Glua
Thr
Pro

130
Gln

Cys
Gly
Lys
Val

210
Ala

TYY
Met
Glu
Lys
290
Thr
Pro
His
Thr

Leu
370

Cys
3is

Arg
Ser
Gly
val
Gln
115
Gly
Asn
Pro
Ile
Leu
195
Gln
Pro
Gly
Ile
Trp
275
val
Glu
Asn
Phe
Thr

355
Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

20

Gly
Thr
Phe
Ser
Pro

100
Asn

Tyr
Leu
Asn
Leu

180
Phe

Trp
Pro
Tyr
Gly
260
Ser
Pro
Val
Ala
His
340
Arg

Thr

Leu
Ser
Val
Gln

85
Thr

Tyr
Arg
Lys
Pro
165
Phe
Gly
Ser
Gln
Arg
245
Glu
Gly
Pro
Ser
Gln
3258
Glu
Leu

Leu

Pro
Phe
Lys
70

Trp
Arg
Phe
Arg
Trp
150
Gly
Gly
Ser
Asp
Ile
230
Gln
His
Pro
Thr
Fro
310
Ala
Thr

Leu

Val

Pro
Pro
55

Ile
Ser
Leu
Pro
Glu
135
Serxr
Glu
Bla
Thr
Pro
215
Asp
Serxr
Ser
Pro
Val
295
Thr
Thr
Thr

Ser

Thr
375

Asp
40

Glu
Pro
Asp
Agn
Val
120
Pro
Thr
Ile
Thr

Ser

. 200

Leu
Asn
val
Ile
Pro
280
Gln
Ser
Arg
Pro
Gly

360
Met

25

Val
Asp
Gly
Ile
Ser
105
Gly
Ser
Ala
Arg
Ile
185
Ser
Pro
CGly
Thr
Tyr
265
Glu
Lys
Gln

Ser

Pro
Thr
Glu
Glu
a0

Ala
Thr
Leu
val
Asn
170
Ser
Phe

Glu

Ile

Tyr
250
Cys
Cys
Pro

Lys

Thr

. 330

Asn
345
His

Gly

Lys
Thr

Leu

30

Asn Ala Gln Pro

val
Lys
75

Glu
Sex
Val
Ser
Glu
155
Gly
Phe
Cys
Cys
Ile
235
Ala
Thr
Arg
Thr
Thr
315
Pro
Gly
Cys

Leu

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética
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Ile
60

Asp
Phe
Leu
Val
Pro
140
Phe
Gln
Ser
Leu
Arg
220
Gln
Cys
Val
Gly
Thr
300
Thxr
val
Ser

Phe

Thx
380

45
Thr

Ser
Cys
Lys
Glu
125
Lys
Cys
Ile
Cys
Ile
205
Glu
Gly
Asn
Asn
Lys
285
val
Thr
Ser

Gly

Thr
365

Tyx
val
Asn
Gin
110
Tvr
Leu
Lys
Asp
Asn
190
Ser
Ile
Glu
Lys
Asn
270
Ser
Asn
Lys
Arg
Thr

350
Leu

Ala
Lys
Ile
Arg
95

Pro
Glu
Thr
Lys
val
175
Thr
Gly
Tyr
Arg
Gly
255
Asp
Leu
val
Thr
Thr
335

Thr

Thr

Leu
Cys
Cys

B0
Ser

Tyr
Cys
Cys
Lys
160
Pro
Gly

Ser

cys

"Asp

240
The

Glu
Thr
Pro
Thr
320
Thr

Ser

Gly
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<400> 3

cagtgctaca actgtcctaa cccaactget gactgcaaaa cagccegtcaa ttgttcatct 60
gattttgatg cgtgtctcat taccaaagct gggttacaag tgtataacaa gtgttggaag 120
tttgagcatt gcaatttcaa cgacgtcaca acccgcttga gggaaaatga gctaacgtac 180
tactgctgeca agaaggacct gtgtaacttt aacgaacagc ttgaaaatgg tgggacatcc 240
ttatcagaga aaacagttct tetgetggtg actcecattte tggcagcagec ctggagectt 300

catecce ' 306

<210>4
<211> 126
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccion sintética
<400> 4
Met Gly Ile Gln Gly Gly Ser Val Leu Phe Gly Leu Leu Leu Val Leu
1 5 10 15
Ala vVal Phe Cys His Ser Gly His Gln Cys Tyr Asn Cys Pro Asn Pro
20 25 30
Thr Ala Asp Cys Lys Thr Ala Val Asn Cys Ser Ser Asp Phe Asp Ala
35 40 45
Cys Leu Ile Thr Lys Ala Gly Leu Gln Val Tyr Asn Lys Cys Trp Lys
50 55 60
Phe Glu His Cys Asn Phe Asn Asp Val Thr Thr Arg Leu Arg Glu Asn
65 70 75 . 80
Glu Leu Thr Tyr Tyr Cys Cys Lys Lys Asp Leu Cys Asn Phe Asn Glu
. 85 50 95
Gln Leu Glu Asn Gly Gly Thr Ser Leu Ser Glu Lys Thr Val Leu Leu
lp0 105 110
Leu Val Thr Pro Phe Leu Ala Ala Ala Trp Ser Leu His Pro
115 i20 125
<210>5
<211>1485
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 5
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atttcttgty
attgctgttg
aaaagtctat
aaatgtgaat
aaaattagag
aacttcteca
acacgactac
cacaatggac
tacagctgtg
ggaaaatgga
ttteccaatyg
ttectgtgatg
cagggagttg
gactgtggcce
tttcecgagy
gagaaggact
aategtaget
actcagaatt
agagaacctt
gtcgaatttt
gatgtaccag

aaattatttg
gaccegttge
ataattcaag
aaaggattca

gctcoctectee
gtaccgtgat
tatgcataac
atttcaataa
gctctacace
tgaacggaaa
caacctgtgt
atcacacaag
aatctggtta
gtgctgtcec
ggaaggtaaa
aagggtatcg
cttggaccaa
tteccccaga
atactgtaat
cagtgatctg
gcgaggtgcee
attttccagt
ctctatcace
gtaaaaagaa
gtggecatatt

gctegactte
cagagtgcag
gggaacgtga
ccatgattgg

ES 2392511 T3

gectatecta
aaggtacagt
taaagacaaa
atattcttcet
ctacagacat
caagkctgtt
aagtgttttc
tgagaatgtt
cttgecttgtt
ccccacatgt
ggagcctcca
actgcaaggc
aatgccagta
tgtacctaat
aacgtacaaa
ccttaaggge
aacaaggcta
cagtactgtt
aaaactaact
atcatgccct
atttggtgca

tagttitttgt
agaaatttat
ccattatgga
agagcactct

aatggccgga
tgttcaggta
gtggatggaa
tgccetgage
ggtgattetyg
tggtgtcaag
cctctegagt
ggctccattg
ggagaaaaga
gaagaggcac
attcteceggg
ccaccttcta
tgtggaggty
gcecagecag
tgtgaagaaa
agtcaatggt
aattetgcecat
gtggaatatg
tgecttecaga
aatccgggag
accatctcct

cttattteag
tgtecagcecac
tatagacagt
atttattgta

ttagttatta
cettecgecet
cctgggataa
ccatagtacce
tgacatttgce
caaataatat
gtecagcact
ctccaggatt
tcattaactg
gctgtaaatc
ttggtgtaac
gteggtgtgt
ggtcgagtgy
ctttagaaqy
gctttgtgaa
cagatattga
ccctcaaaca
agtgececgtec
atttaaaatg
aaatacgaaa
tctecatgtaa

gecagetetgt
caccacaaat
ctgtaacgta
ctgtg

ttctaccecc
cattggagaa
acctgctcct
aggaggatac
ctgtaaaacc
gtgggggecd
Ltcctatgate
gtctgtgact
tttgtctteg
tctaggacga
tgcaaacttt
aaktgctgga
cggeggatce
ccgtacaagt
aattcctgge
agagttctge
gccttatate
aggttacaga
gtccacageca
tggtcagatt
cacagggtac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260

ccagtggagt 1320
tgacaatgga 1380
tgcatgtaat 1440

1485

<210>6

<211>495

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 6

50



Ile
TYY
Gly
Asp
Phe
65

Lys
Ala
Gln
Val
His
145
Tyr
Cys
Ala
Pro
Gly
225
Gln
Gly
Pro
TYX
val
305

Asn

Gln

Tyr

Ser
Ser
Thr
Lys
50

Asn
Ile
Cys
Ala
Phe
130
Thr
Ser
Leu
Arg

Pro
210

Tyr
Gly
Gly
Ala
Lys
290
Ile
Arg

Pro

Glu

Cys
Thr
Phe
35

Val
Lys
Arg
Lys
Asn
115
Pro
Ser
Cys

Ser

Cys
195
Ile
Arg
val
Gly
Leu
275
Cys
Cys

Ser

Cys
355

Gly

Pro
20
Arg

Asp

Gly
Thr
100
Asn
Leu
Glu
Glu
Ser
180
Lys
Leu
Leu
Ala
Ser
260
Glu
Glu

Leu

‘cys

Ile
340
Arg

Ser
Ile
Leu
Gly
Ser
Ser
&85

Asn
Met
Glu
Asn
Ser
165
Gly
Ser
Arg
Gln
245
Asp
Gly
Gilu
Lys
Glu
325

Thr

Pro

ES 2392511 T3

Pro

Ala

Ile.

Thr

Pro
Val

Gly

- 58

Ser
70
Thx

Phe

—Trp

Cys
Val
150
Gly
Lys
Leu
Val
Gly
230
Thr
Cys
Arg
Ser
Gly
310
vVal
Gln

Gly

Cys
Pro
Ser
Gly
Pro
135
Gly
Tyxr
Trp
Gly
Gly
215
Pro
Lys
Gly
Thr
Phe
295
Ser
Pro
Asn

Tyr

Pro
Gly
Glu
40

Asp
Pro
Tyx
Met
Pro
120
Rla
Ser
Leu
Ser
Arg
200
Val
Pro
Met
Leu
Ser
280
Val
Glno
Thr
Tyr

Arg
360

51

Ile
Thr
25

Lys
Lys

Glu

Asn
1056
Thr
Leu
Ile
Leu
Ala
185
Phe
Thr
Ser
Pro
Pro
265
Phe
Lys
Trp
Rrg
Phe

345
Arg

Leu
10

Val
Ser
Pro
Pro
His
S0

Gly
Arg
Pro
Ala
Val
170
val
Pro
Ala
Ser
vVal
250
Pro
Pro
Ile
Ser
Leu
330

Pro

Glu

Asn
Ile
Leu
Ala
Ile
75

Gly
Asn
Leu
Met
Pro
155
Gly
Pro
Asn
Asn
Arg
235
Cys
Asp
Glu
Pro
Asp
315
Asn

Val

Pro

Gly
Arqg
Leu
Pro
&0

Val
Asp
Lys
Pro
Ile
140
Gly
Glu
Pro
Gly
Phe
220
Cys
Gly
Val
Asp
Gly
300
Ile
Ser

Gly

Ser

Arg
Tyr
Cys
45

Lys
Pro
Ser
Ser
Thr
125
His
Leu
Lys
Thr
Lvs
205
Phe
Val
Gly
Pro
Thr
285
Glu
Glu
Rla
Thr

Leu
365

Ile
Sexr
30

Ile
Cys
Gly
Val
Val
110
Cys
Asn
Ser
Tle
Cys

190
Val

Cys
Ile
Gly
Asn
270
Val
Lys
Glu
Ser
Val

350
Serx

Sexr
15

Cys
Thr
Glu
Gly
Thr
95

Trp
val
Gly
val
Ile
175
Glu
Lys
Asp
Ala
Ser
255
Ala
Ile
Asp
Phe
Leu
335
val

Pro

Tyr
Ser

Lys

TYyr
Phe
Cys
Sex
His
Thr
160
Asn
Glu
Glu
Glu
Gly
240
Gly
Gln
Thr
Ser
Cys
320
Lys

Glu

Lys
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15

Leu Thr

Cys Leu

370 -

Lys
385
Asp

Lys
Val

aAsn Thr

Ser Gly

Ile Tyr
450
Glu arg
465

Lys Gly

Lys Ser

Pro Gly

Gln
Cys

Gly

ES 2392511 T3

Leu
375
Asn

Asn

Pro
390

Ile Leu

405

Gly Tyr
420
Ser Ser
435
Cys Pro

Asp His

Phe Thr

Lys
Val

Ala

Met

Leu Phe

Gln Trp

Lys
Pro
Phe
Gly

Serx

Trp Ser

Gly Glu
Bla
410
Thr

Gly

Ser
425

Asp Pro

440

Pro
455

Tyr

Pro

Gly
470

Ile Gly

485

Gln

Glu

Ile Asp

Gln Ser

Ser
490

His

Thr Ala Val
380

Ile Arg

395

Thr

Asn

Ile Ser

Sex Ser Phe
Glu
445

Ile

Leu Pro

Asn Gly
460
Val Thr
475

Ile

Tyx

Tyr Cvs

<210>7

<211>1002

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 7

atttcttgtyg
attgetgttg
aaaagtctat
aaatgtgaat
aaaattagag
aacttcteca
acacgactac
cacaatggac
tacagctgtyg
ggaaaatgga
tttcccaatg
ttetgtgatyg
cagggagtig
tacaactgtc
gatgegtgte
cattgcaatt
tgcaagaagyg

gctctecteeo
gtaccgtgat
tatgcataac
atttcaataa
gctctacace
tgaacggaaa
caacctgtgt
atcacacaag
aatctggtta
gtgctatcce
ggaaggtaaa
aagggtatcg
cttggaccaa
ctaacccaac
tcattaccaa
tcaacgacgt
acctgtgtaa

gcctatecta
aaggtacagt
taaagacaaa
atattctict
ctacagacat
caagtctgtt
aagtgttttc
tgagaatgtt
cttgettgtt
ccccacatgt
ggagccteea
actgcaaggc
aatgccagta
tgctgactgc
agctgggtta
cacaacccge
ctttaacgaa

aatggccgga
tgttcaggta
gtggatggaa
tgeccetgage
ggtgattctyg
tggtgtcaag
cctectegagt
ggctecattg
ggagaaaaga
gaagaggcac
attctecggg
ccacctteta
tgttcaggag
aaaacagccg
caagtgtata
ttgagggaaa
cagcttgaaa

ttagttatta
cetrtecgect
cctgggataa
ccatagtacce
tgacatttge
caaataatat
gtccagecact
cteccaggatt
tcattaactg
getgtaaatce
ttggtgtaac
gteggtgtgt
gaggaggttc
tcaattgtte
acaagtgttyg
atgagctaac
at

<210>8

<211>334

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 8

52

Glu Phe

Gly Gln

Cys

Ile

400

Phe Ser
415
Cys Leu
430

Cys Arg

Ile Gln

Ala Cys

Cys
Ile
Glu
Gly

Asn

480

val
495

Thr

ttctaccece
cattggagaa
acectgcetect
aggaggatac
ctgtaaaacc
gtgagggcey
tcetatgate
gtctgtgact
tttgtecttcg
tctaggacga
tgrcaaacttt
aattgctgga
ccitgcagtge
atctgatttt
gaagtttgag
gtactactge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1002



<210>9

Ile

Tyr

Gly
AsSp
Phe
65

Lys
Ala
Gln
val
His
145
Tyr
Cys
Ala
Pro
Gly
225
Gln
Ser
Ala
Gly

Asn
305

Cys

<211>1554

<212> ADN

Ser

Ser

Thr
Lys
50

Asn
Ile
Cys
Ala
Phe
130
Thr
Ser
Leu
Arg
Pro
210
TyT
Gly
Leu
val
Leu
290

Asp

Lys

Cys

Thr

Phe
35

Val
Lys
Arg
Lys
Asn
115
Pro
Ser
Cys
Ser
Cys
195
Ile
Arg
Val
Gln
Asn
275
Gln
Val

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Pro
20

Arg
Asp
Tyr
Gly
Thr
100
Asn
Leu
Glu
Glu
Ser
180
Lys
Leu
Leu
Ala
Cys
260
Cys
val

Thr

Asp

Ser

Ile

Leu
Gly
Sex
Ser
85

Asn
Met
Glu
Asn
Ser
165
Gly
Ser
Arg

Gln

Trp
245

Tyr
Ser
Tyr
Thr

Leu
325

ES 2392511 T3

Pro

Ala

Ile
Thr
Ser
70

Thy
Phe
Trp
Cys
Val
150
Gly
Lys
Leu
Val
Gly
230
Thr
Asn
Ser
Agn
Arg

310
Cys

Pro

Vval

Gly

Trp
55

Cys
Pro
Ser
Gly
Pro
135
Gly
Tyr
Trp
Gly
Gly
215
Pro
Lys
Cys
Asp
Lys
295

Leu

Asn

Pro

Gly

Glu
490
Asp

Pro

Met
Pro
120
Ala
Ser
Leu
Ser
Arg
200
Val
Pro
Met

Pro

Phe
280

Cys
Arg

Phe

Ile

Thr
25

Lys
Lys
Glu
Arg
Asn
105
Thr
Leu
Ile
Leu
Ala
185
Phe
Thr
Ser
Pro
Asn
265
Asp
Trp
Glu

Asn

Leu
10
val

Ser
Pro
Pro
His
20

Gly
Ary
Pro
Ala
Val
170
Val
Pro
Ala
Ser
val
250
Pro
Ala
Lys

Asn

Glu
330

Asn

Ile

Leu
Ala
Tie
75

Gly
Astni
Leu
Met
Pro
155
Gly
Pro
Asn
Asn
Arg
235
Cys
Thr
Cys
Phe
Glu

315
Gln

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 9

53

Gly

Arg

Leu
Pro
60

val
Asp
Lys
Pro
Ile
140
Gly
Glu
Pro
Gly
Phe
220
Cys
Ser
Ala
Leu
Glu
300

Leu

Len

Arg

Tyr

cys
Lys
Pro
Sexr
Sex
Thy
125
His
Leu
Lys
Thr
Lys
205
Phe
val
Gly
Asp
Iie
285
His

Thr

Glu

Ile

Ser
30

Ile
Cys
Gly
val
Val
110
Cys
Asn
Ser
Ile
Cys
190
val
Cys
Ile
Gly
Cys

270
Thr

Cys
Tyr

Asn

Ser
15
Cys

Thr
Glu
Gly

Thr
95
Trp

val
Gly
Val
Ile
175
Glu
Lys
Asp
Ala
Gly
255
Lys
Lys
Asn

Tyr

TYyr

Ser

Lys
Tyr
Tyr
80

Phe
Cys
Ser
His
Thr
160
Asn
Glu
Glu
Glu
Gly
240
Gly
Thr
Ala
Phe

Cys
320



gactgtggec
ttteecgagyg
gagaaggact
aatcgtaget
actcagaatt
agagaacctt
gtcgaatttt
gatgtaccag
aaattatttyg
gaceccgttge
ataattcaag

aaaggattea
gagtggagtg
gggtcgggtyg
attagttatt
accttecegece
acctgggata
cccatagtac
gtgacatttg
gcaaataata
tgtecagceac
gctccaggat
atcattaact
cgctgtaaat
gttggtgtaa
agtcggtgtg

ttececeocaga
atactgtaat
cagtgatctg
gcgaggtgcee
attttecagt
ctctatcace
gtaaaaagaa
gtggcatatt
gctegactte
cagagtgcag
gggaacgtga

ccatgattgg
gececaccace
geggeggate
attctacece
tcattggaga
aacctgctcc
caggaggata
cctgtaaaac
tgtggaggycc
ttectatgat
tgtctgtgac
gtttgtcttce
ctctaggacyg
ctgcaaactt
taattgetgg

ES 2392511 T3

tgtacctaat
aacgtacaaa
ccttaaggac
aacaaggcta
cggtactgtt
aaaactaact
atcatgcect
atttggtgca
tagtttttgt
agaaatttat
ccattatgga

agagcactct
tgaatgcaga
catttettgt
cattgetgtt
aaaaagtcta
taaatgtgaa
caaaattaga
caacttctec
gacacgacta
ccacaatgga
ttacagctgt
gggaaaatgg
atttcccaat
tttetgtgat
acagggagtt

gceocagecag
tgtgaagaaa
agtcaatggt
aattectgcat
gtggaatatg
tgccttcaga
aatccgggag
accatctect
cttatttcag
tgtcecageac
tatagacagt

atttattgta
tectctaggtg
agctctccte
ggtaccgtga
ttatgcataa
tatttcaata
ggctctacac
atgaacggaa
ccaacctgtg
catcacacaa
gaatctggtt
agtgctgtcc
gggaaggtaa
gaagggtatce
gcttggacca

ctttggaagy
gctttgtgaa
cagatattga
ccctcaaaca
agtgccgtece
atttaaaatg
gaatacgaaa
tcteatgtaa
gcagctectgt
caccacaaat
ctgtaacgta

ctgtgaataa
gcggtggerc
cacctatect
taaggtacag
ctaaagacaa
aatattcttce
cctacagaca
acaagtctgt
taagtgtttte
gtgagaatgt
acttgcecttgt
cecccacatg
aggagcctcce
gactgcaagg
aaatgccagt

cegtacaagt
aattcctgge
agagttctge
gecttatate
aggttacaga
gtccacagca
tggtcagatt
cacagggtac
ccagtggagt
tgacaatgga
tgcatgtaat

tgatgaagga
gggcggaggt
aaatggcecgg
ttgttcaggt
agtggatgga
ttgececetgayg
tggtgattcet
ttggtgtecaa
ccctetegag
tggctccatt
tggagaaaag
tgaagaggca
aattcteccgg
cccaccttct
atgt

60

iz0
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1554

<210> 10

<211> 518

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 10

54



Asp
Gly
Glu
Lys
Glu
65

Thr
Pro
Gln
Cys
Gly
145
Lys
Val
Ala
Tyr
Met
225

Glu

Ser

Cys
Arg
Ser
Gly

50
val

“@Gln

Gly

AST

Pro
130
Ile
Leu
Gln
Pro
Gly
210
Ile
Trp

Gly

Gly
Thr
Phe
35

Ser
Pro
Asn
Tyr
Leu
115
Asn
Leu
Phe
Trp

Pro
185

Tyr
Gly
Ser

Gly

Leu
Ser
20

val
Gln
Thr
Tyr
Arg
100
Lys
Pro
Phe
Gly
Ser
180
Gln
Arg
Glu
Gly

Gly
260

Pro
Phe
Lys
Trp
Arg

Phe
8BS

Arg

Trp
Gly
Gly
Ser
165
Asp
Ile
Gln
His
Pro

245
Gly

ES 2392511 T3

Pro
Pro
Ile
Ser
Leu
70

Pro
Glu
Ser
Glu
Ala
150
Thr
Pro
Asp
Ser
Ser
230

Pro

Ser

Asp
Glu
Pro
Asp
1

Asn
Val
Pro
Thr
Ile
135
Thr
Ser
Leu
Asn
Val
215
Ile

Pro

Val
Asp
Gly
40

Ile
Ser
Gly
Ser
Ala
120
Arg
Ile
Ser
Pro
Gly

200
Thr

Glu

Gly Gly

55

Pro
Thr
25

Glu
Glu
Ala
Thr
Leu
105
Val
Asn
Ser
Phe
Glu

185
Tle

Tyr
Cys
Cys

Gly
265

Asn
10
Val

Lys,

Glu
Ser
Val
90

Ser
Glu
Gly
Phe
Cys
170
Cys
Ile
Ala
Thr
Arg

250
Gly

Ala
Ile
Asp
Phe
Leu
75

val
Pro
Phe
Gln
Ser
155
Leu
Arg
Gln
Cys
Val
235

Ser

Ser

Gln
Thr

Ser

Cys
60

Lys
Glu
Lys
cys

Ile
140

Cys
Ile
Glu
Gly
Asn
220
Asn

Ser

Ile

Pro

val
45

Asn
Gln
Tyr
LQU.
Lys
125
Asp
Asn
Ser
Ile
Glu
205
lys
Asn

Gly

Ser

Ala
Lys
30

Ile
Arg
Pro
Glu
Thr
110
Lys
val
Thr
Gly
190
Arg
Gly
Asp
Gly

Cys
270

Leu
15

Cys
Cys
Ser
TYY
Cys
Cys
Lys
Pro
Gly
Ser
178
Cys
Asp
Phe
Glu
Gly

255
Gly

Glu
Glu
Leu
Cys
Ile
80

Arg
Leu
Ser
Gly
Tyr
160
Ser
Pro
His
Thr
Gly
240

Gly

Ser



<210> 11
<211>990

Pro
Ala
Ile
305
Thr
Ser
Thr
Phe
Trp
385
Cys
val
Gly
Lys
Leu
465
val

Gly

Thr

<212> ADN

Pro
Val
290
Gly
Trp
Cys
Pro
Ser
370
Gly
Pro
Gly
Tyr
Trp
450
Gly
Gly

Pro

Lys

Pro
275
Gly
Glu
Asp

Pro

Tyr
355
Met
Pro
Ala
Ser
Leu
435
Ser
Arg
Val

Pro

Met
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
Thr
Lys
Lys
Glu
340
Arg
Asn
Thr
Leu
Ile
420
Leu
Ala
Phe
Thr
Ser

500
Pro

Leu

'Val

Ser
Pro
325
Pro
His
Gly
Arg
Pro
405
Ala
Val
Val
Pro
Ala
485

Ser

Val

ES 2392511 T3

Asn
Ile
Leu
310
Ala
Ile
Gly
Asn
Leun
390
Met
Pro
Gly
Pro
Asn
470
Asn

Arg

Cys

Gly
Arg
295
Leu
Pro
Val
Asp
Lys
375
Pro
Ile
Gly
Glu
Pro
455
Gly
Phe

Cys

Arg
280
Tyr
Cys
Lys
Pro
Ser
360
Ser
Thr
His
Leu
Lys
440
Thr
Lys
Phe

Val

Ile
Ser
Ile
Cys
Gly
345
val
Val
Cys
Asn
Ser
425
Ile
Cys
val
Cvys

Ile
505

Ser
Cys
Thr
Glu
330
Gly
Thr
Trp
val
Gly
410
Val
Ile
Glu
Lys
Asp

490
Ala

Tyxr
Ser
Lys
315
Tyr
Tyr
Phe
Cys
Ser
395
His
Thr
Asn
Glu
Glu
475
Glu

Gly

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 11

56

Tyr
Gly
300
Asp
Phe
Lys
Ala
Gln
380
Val
His
yr
Cys
Ala
460
Pro

Gly

Gln

Ser
285
Thr
Lys
Asn
Ile
Cys
365
Ala
Phe
Thr
Ser
Leu
445
Arg
Pro
Tyr

Gly

Thr
Phe
Val
Lys
Arg
350
Lys
Asn
Pro
Ser
Cys
430
Ser
Cys
Ile

Arg

val
510

Pro
Arg
Asp
Tyxr
335
Gly
Thr
hzn
Leu
Glu
415
Glu
Ser
Lys
Leu
Leu

495
Ala

Tie
Leu
Gly
320
Ser
Ser
Asn
Met
Glu
400
Asn
Ser
Gly
Ser
Arg
480

Gln

Trp



ctgcagtget
tctgattttyg
aagtttgage
tactactget
ggcagtggct
ccgectatee
ataaggtaca
actaaagaca
aaatattctt
cectacagac
aacaagtctyg
gtaagtgttt
agtgagaatg
tacttgettg
cccceccacat
aaggagccte
cgactgcaayg

acaactgtcc
atgcgtgtct
attgcaattt
gcaagaagga
ccggcggagy
taaatggecg
gttgttcagg
aagtggatgy
cttgcectga
atggtgattc
tttggtgtca
tcectetega
ttggctccat
ttggagaaaa
gtgaagaggc
caattctceeg
gcececacette

ES 2392511 T3

taacccaact
cattaccaaa
caacgacgtce
cctgtgtaac
tgggtcceggt
gattagttat
tacctteege
aacctgagat
gcccatagta
tgtgacattt
agcaaataat
gtgtcecagea
tgecteocagga
gatcattaac
acgctgtaaa
ggttggtgta
tagtcggtgt

gctgactgca
gctgggttac
acaacccgct
tttaacgaac
ggcggeggat
tattectacce
ctcattggag
aaacectgctce
ccaggaggat
gcectgtaaaa
atgtgggggce
cttcctatga
ttgtctgtga
tgtttgtctt
Lctctaggac
actgcaaact

aaacagccgt
aagtgtataa
tgagggaaaa
agcttgaaaa
ccatttcttg
ccattgetgt
aaaaaagtct
ctaaatgtga
acaaaattag
ccaacttcte
cgacacgact
tccacaatgg
cttacagetg
cgggaaaatg
gatttceccaa
ttttctgtga

caattgttca
caagtgttgg
tgagctaacg
ttectctggt
tggctctect
tggtaccgtyg
attatgcata
atatttcaat
aggctctaca
catgaacgga
accaacctgt
acatcacaca
tgaatctggt
gagtgctgte
tgggaaggta
tgaagggtat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
2g0

<210> 12

<211>330

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 12

57



<210> 13

Leu
val
Leu
Asp
Lys
65

Gly
Cys
Thr
Phe
val
145
Lys
Arg
Lys
Asn
Pro
225
Ser

Cys

Ser

Ile
305

<211> 5994

<212> ADN

Gln
Asn
Gln
val
50

Lys
Gly
Gly
Pro
Arg

130
Asp

Gly
Thr
Asn
210
Leu
Glu
Glu
Ser
Lys
290

Leu

Leu

Cys
Cys
Val
a5

Thr
Asp
Gly
Ser
Ile
115
Leu
Gly
Ser
Ser
Asn
195
Met
Glu
Asn
Ser
Gly
275
Ser

Arg

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyxr
Ser
20

TYTr
Thr
Leu
Sex
Pro
100
Ala
Ile
Thr
Ser
Thr

180
Phe

Trp
Cys
val
Gly
260
Lys
Leu

vVal

Gly

Asn
Ser
Asn
Arg
Cys
Gly
85

Pro
val
Gly
Trp
Cys
165
Pro
Ser
Gly
Pro
Gly
245
Tyr
Trp
Gly
Gly

Pro
325

ES 2392511 T3

Cys
Asp
Lys
Len
Asn
70

Gly
Pro
Gly
Glu
Asp

1590
Pro

Tyr
Met
Pro
Ala
230
Ser
Leu
Ser
Arg
Val

310
Pro

Pro
Phe
Cys
Arg
55

Phe
Gly
Ile
Thr
Lys
135
Lys
Glu
Arg
Asn
Thr
215
Leu
Ile
Leu
Ala
Phe
295

Thr

Ser

Asn
Asp
Trp
40

Glu
Asn
Gly
Leu
vVal
120
Ser
Pro
Pro
His
Gly
200
Arg
Pro
Ala
Val
Val
280
Pro

Ala

Ser

Pro Thr Ala

Ala
25

Lys
Asn
Glu
Ser
Asn
105
Ile
Leu
Ala
Ile
Gly
185
Asn
Leu
Met
Pro
Gly
265
Pro
Asn

Asn

Arg

10
Cys

Phe
Glu
Gln
Gly
90

Gly
Arg
Leu
Pro
Val
170
Asp
Lys
Pro
Ile
Gly
250
Glu
Pro
Gly

Phe

Cys
330

Leu
Glu
Leu
Leu
75

Gly
aArg
Tyxr
Cys
Lys
155
Pro
Ser
Ser
Thr
His
235
Leu
Lys
Thr
Lys

Phe
315

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 13
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Asp
Ile
His
Thr
60

Glu
Gly
Ile
Ser
Ile
140
Cys
Gly
Val

Val

Cys
220
Asn
Ser
Ile
Cys
val

300
Cys

Cys
Thr
Cys
TyY
Asn
Gly
Ser
Cys
125
Thr
Glu
Gly

Thr

Trp
205
Val
Gly
Val
Ile
Glu
285
Lys

Rhsp

Lys
Lys

30
Asn

Tyr
Ser
Ser
1190
Ser
Lys

Tyr

Phe
180
Cys
Ser
His
Thxr
Asn
270
Glu
Glu

Glu

Thr
15

Ala
Phe
Cys
Ser
Ile
a5

Tyr
Cly
Asp
Phe
Lys
175
Ala
Gln
val
His
Tyr
255
Cys
Alas

Pro

Gly

Ala
Gly
Asn
Cys
Gly

80
Ser

Ser

Thr
Lys
Asn
160
Ile
Cys
Ala
Phe
Thr
240
Ser
Leu

Arg

Pro

320



caatgcaatg
gagttteccca
tittctatca
aaatcatgte
cagttcggat
tctgceoacat
gacagaattc
agagagaatt
agaaaggtgt
gtgggcatct
aatgtggaaa
gtggagttta
gcecctgaaca
gatgtcetyge
gtgttectaca
cceocagggay
atgggccaac
gtggattttyg
ttggctggaa
ccaagtecte
tttggaaaag
ctcattggag
agccctgcecce
gccaagttga
gaatgccgtce
tggtcaagtce
aatggcatgg
actacagdgc
gcccattgga
atcgccaatg
acctaccget
teccatatact
tgeattatac
aacagaagcet
atgaaaggac
agctgctceca
gacaaggaca
ctcagagggg
acatgtgaag
tttecagtaa
ttaaaaggca
agtgttccag
cacacaggaa
ccccacccag
agtgacccte
cactgtcaag
gactttccea
ttctctatca
aaatcatgta
caggttggat
tctgetgaat
caacgaattc
agagagaatt
agaaaggtgt
gtgggcatet
aatgtggaaa

ccccagaatyg
ttgggacata
tctgecctaaa
gtaatcctece
cccaaattaa
gcatcatcte
cttgtgggct
ttcactatgg
ttgagettgt
ggagcggecc
atggaatatt
ggtgtcagece
aatgggagcec
atgctgageg
gctgtgagec
actggagcce
ttettaatgg
tttgtgatga
tggaaagcct
cagttattce
cagtaaatta
agagcaccat
ctegetgtag
aaacccaaac
ctgagtacta
ccaaagatgt
tgcatgtgat
accgactcat
gcacgaagcec
gagatttcat
gcaatcctgg
gcaccageaa
ctaacaaatyg
tattttcctt
cecgecgtgt
gggtatgtca
acttttcacce
ctgecatctat
tgaaatcctg
atectccaget
gcteotgetag
tgtgtgaaca
aacctetgga
acagagggac
aagggaatgg
ccccagatca
ttgggacatc
catgtctaga
aaactcctec
ccagaatcaa
gtatcetete
cttgtggget
ttcactatayg
ttgagettgt
ggagecggcecce
atggaatatct

ES 2392511 T3

gcttcecattt
tctgaactat
aaactcagte
agatcectgtg
atattcttgt
aggtgatact
acceeoccace
atcagtggtg
gggtgagecc
cgecccteag
ggtatctgac
tggctttgtc
ggagctacca
tacccaaagg
cggctacgac
tgcageceecee
cegtgtgcta
aggatttcaa
ttggaatagc
taatgggaga
cacatgecgac
ccgctgcaca
aattctgggt
caatgcatct
cgggaggecea
ctgtaaacgt
cacagacatc
tagtcactca
gccaatttgt
tagcaccaac
aageggagdg
tgacgatcaa
cacgccteca
aaatgaagtt
gaagtgccag
gccaccteea
cgggcaggaa
gcgetgcaca
tgatgactte
tggagcaaaa
ttattgtgte
aatcttttgt
agtctttecec
gagctteogac
ggtttggage
ttttetgttt
tttaaagtac
taacctggte
agatccagtg
ctattcttgt
aggcaatact
acceoccaace
atcagtagtg
gggtgagcce
cgccecteag
ggtatctgac

gccaggecta
gaatgcegcce
tggactggtyg
aatggcatgyg
actaaaggat
gtcatttagg
atcaccaatg
acctaccget
tccatatact
tgcattatac
aacagaagct
atgaaaggac
agctgcteca
gacaaggaca
ctcagagggg
acatgtgaag
tttccagtaa
ttaaaaggca
agtgttccag
cacacaggdaa
ccocacccag
agtgacccte
cactgtcaag
gactttececa
ttctcectatcea
aaatcatgta
caggttggat
tctgctgaat
caacgaatte
agagagaatt
agaaaggtgt
gtgggcatct
aatgtggaaa
gtagagttta
gcecctgaaca
gatgtcectge
gtgttctaca
ccececagggayg
atgggccaac
gtggattttg
ttggctggaa
ccaagtccte
tttggaaaay
ctcattggag
agececctgece
gccaagttga
gaatgcegte
tggtcaagtce
aatggcatgg
actacagggc
gcccattgga
atcgecaatyg
acctaccgct
tocecatatact
tgcattatac
aacagaagct

59

ccaacctaac
ctggttattce
ctaaggacag
tgcatgtgat
accgactcat
ataatgaaac
gagatttcat
geaatcetgg
gcaccagcaa
ctaacaaatg
tattttectt
ccecgeegtgt
gggtatgtca
acttttcacc
ctgcgtctat
tgaaatcctg
atctecaget
gctectgetag
tgtgtgaaca
zacctectgga
acagagggac
aagggaatgg
ccccagatcea
ttgggacatc
catgtctaga
aaactcctee
ccagaatcaa
gtatcctcte
cttgtgggct
ttcactatgg
ttgagettgt
ggagcggecc
atggaatatt
ggtgtcagee
aatagggagcc
atgctgagcg
gctgtgagec
actggagccc
ttcttaatgyg
tttgtgatga
tggaaagcect
cagttattcc
cagtaaatta
agagcaccat
ctcgetgtgg
aaacccaaac
ctgagtacta
ccaaagatgt
tgcatgtgat
acggactcat
gcacgaagcce
gagatttcat
gcaatcttgg
gcaccagcaa
ctaacaaatg
tattttecctt

tgatgagttt
cggaagaccyg
gtgcagacgt
caaaggcatce
tggttcecteg
acctatttgt
tagcaccaac
aagcggaggg
tgacgatcaa
cacgccecteca
aaatgaagtt
gaagtgccag
gccacctcca
tgggcaggaa
gcgctgeaca
tgatgactte
tggagcaaaa
ttactgtgtc
aatecttrtgt
agtctttecc
gagcttegac
ggtttggage
ttttctgttt
tttaaagtac
taacctggtc
agatccagtg
ctattcttgt
gggcaatgcet
accocgcace
atcagtggtg
gggtgagccec
ggcccctcayg
ggtatctgac
tggctttgte
ggagctacca
tacccaaagg
cggctatgac
tgcagceceec
ccgtgtgcta
aggatttcaa
ttggaatage
taatgggaga
cacatgcgac
ccygctgcaca
aattetgggt
caatgcatcet
cgggaggeca
ctgtaaacgt
cacagacatc
tggtcactca
gccaatttgt
tagcaccaac
aagcagaggg
tgacgatcaa
cacgecteca
aaatgaagtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
loB0
1140
1z00
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1ls20
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



gtggagttta
gccctgaaca
gaaatcctge
gtgttctaca
ccccagggayg
ttgggtcaac
gtgtcctttg
ttggttggaa
ccaaatccte
tatggaaaag
ctcattggag
agcectgecee
tttccatttg
ttgaattatg
aacttggtcet
gaacccttca
tattcttgta
ggcaataatg
cctccaacca
acggtggtaa
ggagaacggt
cececetoggt
gtaccaggaa
gggtttgtca
aagctgeccac
accctaagcce
agctatgace
gaagccocta
cgtgtgctac
gggattccgat
tggaatagca
aatgggagac
gcatgcgaca
cgctgeacaa
ctttctgttce
ggacacgtat
ctgttagtgg
cattattgca
ttagaaatga
tatactctgg
ctggccaaat
atcttcttta
aataatdgcac
agcgttcatc

ggtgtcagcc
aatgggagcce
atggtgagca
gctgtgagcc
actggagccc
tcectcatgg
tctgktgatga
tgagaagecct
cagctatcct
aaatatctta
agagcaccat
ctcgetgtga
ccagtcctac
aatgcegtcce
ggtcaagtgt
atggaatggt
atgaagggtt
tcacatggga
tatccaatgg
cttaccagtg
caatatattg
gtatttctac
acaggagttt
tggtagagtce
actgctccag
atcaggacaa
tcagaggggce
gatgtacagt
ttccacttaa
taaaaggcag
gtgtteccagt
acacaggaac
cccacccaga
gtgaccctea
ctgectgectyg
ctetatatet
gaaagggctt
aagaagtaaa
aaaaagtata
aaggcagtcc
gtacctcteyg
ttttacteat
atgaaaaccce
cccgaactet

ES 2392511 T3

tggectttate
agagttacca
taccccaagc
tggctatgac
tgaagccccg
ccgtgtgeta
agagtttege
ttagaataac
taatgggaga
cacatgtgac
ccgctgcaca
actttctgtt
gatcccaatt
tgggtatttt
tgaagacaac
gcatataaac
tcgactcatt
taagaaggca
agacttctac
ccacactgga
caccagcaaa
taataaatgc
ctttteccte
ccacacktgtg
ggtgtgtcag
cttttcacct
tgcgtetetyg
gaaatcctgt
tctccagett
gtctgctagt
gtgtgaacaa
teccetttgga
cagagggatg
agggaatagg
cccacateeca
tcctgggatg
cattttctgt
ttgtagcttce
tcactatgga
ctggagccag
tgcacatgat
cattttecte
taaagaagtg
gcaaacaaat

atgaaaggac
agctgctcea
catcaggaca
ctcagagggg
agatgtgcag
tttccactta
ttaaagggca
agtgttcctg
cacacaggaa
ccccaccceag
agtgacccte
cgtgctagte
aatgactttg
gggaaaatgt
tgtagacgaa
acagatacac
ggttcceceat
cctatttgtg
agcaacaata
ccagatggag
gatgatcaag
acagctceag
actgagatca
cagtgccaga
cecgectecag
gggcaggaag
cactgcacgc
gatgacttee
ggggcaaagg
cattgtgtct
atcttttgte
gatattccct
accttcaacc
gtttagagca
cccaagatce
acaatcagct
acagaccagg
ccactgttta
gattatgtga
tgccaggegg
gctectecataq
tettggataa
gctatceatt
gaagaaaata

¢cecgeegtgt
gggtgtgtca
acttttcacc
ctgcgtetct
tgaaatcctg
atcteccaget
gttcogttag
tgtgtgaaca
ctcecctetgg
acagagggat
atgggaatgg
actgtaaaac
agtttccagt
tctetatcte
aatcatgtygg
agtttggatc
ctactacttg
agatcatatc
gaacatcttt
aacagctgtt
ttggtgtttg
aagttgaaaa
tcagatttag
ccaatggcag
aaatcctgca
tgttctacag
cccagggaga
tggaccaact
tgtcctrtgt
tagctggaat
caaatcctcc
atggaaaaga
tcattgggga
gccctgecec
aaaacgggca
acacttgtga
gaatctggag
tgaatggaat
ctttgaagtg
atgacagatg
ttggcacttt
ttctaaagca
tacattctca
gcagggtccet

gaagtgccag
gcecgeoctceca
tgggcaggaa
gcacktgcaca
tgatgactte
tggggcaaag
tcattgtgtce
tatcttttgt
agatattcecc
gaccttcaac
ggtttggage
cccagageag
cgggacaktcet
ctgcctagaa
acctccacca
aacaattaat
tetegtctca
ttgtgagecca
tcacaatgga
tgagectitgtg
gagcagccect
tgcaattaga
atgtecagecce
atgggggccec
tggtgagcat
ctgtgagccce
ctggagccect
cecteatgge
ttgcgatgaa
gaaagcccett
agctatcctt
aatatecttac
gagctccate
tecgetgtgaa
ttacattgga
ccecogygctac
ccaattggat
ctcgaaggag
tgaagatggg
ggaccctect
atctggtacg
cagaaaaggc
aggaggcage
tect

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5994

<210> 14

<211>2048

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética
<400> 14

Met Cys Leu Gly Arg Met @ly Ala Ser Ser Pro Arg Ser Pro Glu Pro
i b= 10 15
val Gly Pro Pro Ala Pro Gly Leu Pro Phe Cys Cys Gly Gly Ser Leu
20 25 30

60



Leu
Asn
Asn
65

Glu
Lys
Cys
Gly
Arg
145
val
Leu
Asn
Gly
Thr
225
Cys
Leu
Phe
Cys
val
305
Asp
Pro
Gly
Asp
Leu
385
Leu
Leu
Pro
Phe
Arg
465

Ser

Gly

Lla
Ala

50
Leu

Cys
Asn
Arg
Ile
130
Leu
Ile
Pro
Phe
Gly
210
Ser
Ile
Val
Arg
Gln
290
Cys
Lys
Gly
Asp
Phe
370
Gln
Lys
Trp
Pro
Pro
450
Gly
Asp

Ile

val
35

Gln
Thr
Arg
Ser
Asn
115
Gln
Tle
Trp
Pro
His
195
arg
Asn
Tle
Ser
Cys
275
Ala
Gln
Asp
Tyr
355
Met
Leu
Gly
Asn
Val
435
Phe
Thr

Pro

Leu

Val
Cys
Asp
Pro
Val
100
Pro
Phe
Gly
Asp
Thr
180
Lys
Asp
Pro
Asp
260
Gln
Leu
Pro
Asn
Asp
340
Ser
Gly
Gly
Ser
Ser
420
Ile
Gly
Ser

Gln

Gly
500

Val
Asn
Glu
Gly
85

Trp
Pro
Gly
Ser
Asn
165
Ile
Gly
Val
Asp
Asn
245
Asn
Pro
Asn
Pro
Phe
325
Leu
Pro
Gln
Ala
Ser
405
Ser
Pro
Lys
Phe
Gly

485
Hig
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Leu
Ala
Phe
70

Tyxr
Thr
Asp
Ser
Ser
150
Glu
Thr
Ser
Phe
Gln
230
Lys
Arg
Gly
Lys
Pro
310
Ser
Arg
Ala
Leu
Lys
350
Ala
Val
Asn
Ala
ASp
470

Asn

Cys

Leu
Pro
55

Clu
Ser
Gly
Pro
Gln
135
Ser
Thr
Asn
Val
Glu
215
Val
Cys

Ser

Phe

Trp
295
Asp
Pro
Gly
Ala
Leu
378
Val
Ser
Pro
Gly
Val
455
Leu

Gly

Gln

Ala
40

Glu
Phe
Gly
Ala
Val
120
Ile
Ala
Pro
Gly
Val
200
Leu
Gly
Thr
Leu
Val
280
Glu
Val
Gly
Ala
Pro
360
Asn
Asp
Tyr
Val
Axg
440
Asn
Ile

Val

Ala

61

Leu
Trp
Pro
Arg
Lys
105
Asn
Lys
Thr
Ile
Asp
185
Thr
Val
Ile
Pro
Phe
265
Met
Pro
Leu
Gln
Ala
345
Thr
Gly
Phe
Cys
Cys
425
His
TYr
Gly
TIp

Pro
505

Pro
Leu
Ile
Pro
90

Asp

Gly

Tyr

Cys
170
Phe

Tyr
Gly
Trp
Pro
250
Serx
Lys

Glu

Glu
330
Ser
Cys
Arg
Val
Val
410
Glu
Thr
Thr
Glu
Ser

490
Asp

val
Pro
Gly
75

Phe
Arg
Met
Ser
Ile
155
Asp
Ile
Arg
Glu
Ser
235
Asn
Leu
Gly
Leu
Ala
315
Val
Met
Glu
vVal
Cys
355
Leu
Gln
Gly
Cys
Ser
475

Ser

His

Ala
Phe
60

Thr
Ser
Cys
val
Cys
140
Jle
Arg
Ser
Cys
Pro
220
Gly
Val
Asn
Pro
Pro
300
Glu
Phe
Arg
Val
Leu
380
Asp
Ala
Ile
Lys
Asp
460
Thr

Pro

Phe

TTp
45
Ala

Tvr
Ile
Arg
His
125
Thr
Ser
Ile
Thr
Asn
205
Ser
Pro
Glu
Glu
Arg
285%
Ser
Arg
TYT
Cys
Lys
365
Phe
Glu
Gly
Phe
PYro
445
Pro
Ile
Ala

Len

Gly

Leu
Ile
Arg
110
val
Lys
Gly
Pro
Asn
190
Pro
Ile
Ala
Asn
Val
270
Arg
Cys
Thr
Ser
Thr
350
Ser
Pro
Gly
Met
Cys
430
Leu
His
Arg

Pro

Phe
510

Gln
Pro

Asn

Cys
85

Lys
Tle
Gly
Asp
Cys
175
Arg
Gly
Tyr
Pro
Gly
255
Val
val
Ser
Gln
Cys
335
Pro
Cys
val
Phe
Glu
415
Pro
Glu
Pro
Cys
Arg

495
Ala

Cys
Thr

Tyr
80

Leu
Ser
Lys
Tyt
'i‘hr
160
Gly
Glu
Ser
Cys
Gln
240
Ile
Glu
Lys
Arg
Arg
320
Glu
Gln
Asp
Asn
Gln
400
Ser
Ser
Val
Asp
Thr
480
Cys

Lys



Leu
Lys
Ccys
545
Lys
Ile
Gly
Asn
Cys
625
Arg
Gly
Tyr
Pro
Gly
705
val
Val
Ser
Gln
Cys
785
Pro
Cys
Val
Phe
Glu
865
Pro
Glu
Pro
Cys
Arg
945

Ala

Ser

Lys
Tyzr
530
Leu
Ser
Thr
His
Ala
610
Gly
Glu
Ser
Cys
Gln
650
Ile
Glu
Lys
Arg
Arg
770
Glu
Gln
Asp
Asn
Gln
850
Ser
Ser
val

Asp

Thr
930

Cys
Lys

Leu

Thr
515
Glu
Asp
Cys
Asp
Arg
595
Ala
Leu
Asn

Gly

Thr
675

Cvs
Leu
Phe
Cys

Val

Gln
Cys
Asn
Lys
Iie
580
Leu
His
Pro
Phe
Gly
660
Ser
Ile
Vai
Aryg
Gln

740
Cys

755

Asp
Pro
Gly
Asp
Leu
B35
Len
Leu
Pro
Phe
Arg
215
Ser
Gly

Leu

Lys

Lys
Gly
Asp
Phe
820
Gln
Lys
Trp
Pro
Pro
500
Gly
Asp
Ile
Lys

Tyr
980

Thr
Arg
Leu
Thr
565
Gln
Ile
Trp
Pro
His
645
Arg
Asn
Ile
Ser
Cys
725
Ala
Gln
Asp
Tyr
805
Met
Leu
Gly
Asn
val
885
Phe
Thr
Pro
Leu
Thr

965
Glu
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Asn
Pro
val
550
Pro
val
Gly

Ser

Thr
630

Tyr
Lys
Asp
Pro
Asp
710
Gln
Leu
Pro
Asn
Asp
790
Ser
Gly
Gly
Ser
Ser
870
Ile
Gly
Ser
Gln
Gly

950
Gln

Cys

Ala
Glu
535
Trp

Pro

Asn
695
Asn
Pro
Asn
Pro
Phe
775
Leun
Pro
Gln
Ala
Ser
855
Ser
Pro
Lys
Phe
Gly
835
His
Thr

Arg

Ser
520
Tyr
Ser
Asp
ger
Ser
600
Lys
Ala
Ser
FPhe
Glo
680
Lys
Arg
Gly
Lys
Pro
760
Ser
Arg
Ala
Leu
Lys
840
Ala
Val
Asn
Ala
Asp

220
Asn

Cys
Asn

Pro

62

Asp
Tyr
Ser
Pro
Arg
585
Ser
Pro
Asn
Val
Glu
665
Vval
Cys
Ser

Phe

Trp
745
Asp
Pro
Gly
Ala
Leu
825
Val
Ser
Pro
Gly
Val
905
Leu
Gly
Gln
Ala

Glu
285

Phe
Gly
Pro
Vval
570
Ile
Ala
Pro
Gly
Val
650
Leu
Gly
Thr
Leu
Val
730
Glu
Val
Gly
Ala
Pro
810
Asn
Asp
Tyr
val
Arg
850
Asn
Ile
Val
Ala
Ser

970
Ty

Pro

Lys
555
Asn
Asn
Glu
Ile
Asp
635
Thr
val
Ile
Pro
Phe
715
Met
Pro
Leu
Gln
Ala
7958
Thr
Gly
Phe
Cys
Cys
B75
His
Tyr
Gly
Trp
Pro

955
Asp

Ile
Pro
540
Asp
Gly
Tyr
Cys
Cys
620
Phe
Tyr
Gly
Trp
Pro
700
Ser

Lys

Glu

Glu
780
Ser
Cys
Arg
val
val
860
Glu
Thr
Thr
Glu
Ser
940
Rsp
Phe

Gly

Gly Thr Ser

52%
Phe

Val
Met
Ser
Ile
608
Gln
Ile
Arg
Glu
Ser
685
Asn
L.eu
Gly
Leu
hla
765
Val
Met

Glu

Val

Cys
845
Leu
Gln
Gly
Cys
Ser
925
Ser
His
Pro

Arg

Ser
Cys
Val
Cys
590
Leu

Arg

Ser

Cys

Pro
670
Gly
Val
Asn
Pro
Pro
750
Glu
Phe
Arg
Val
Leu
830
Asp
Ala
Ile
Lys
Asp
a10
Thy
Pro
Phe

Ile

Pro
990

Ile
Lys
His
575
Thx
Ser
Ile
Thx
Asn
6585
Serxr
Pro
Glu
Glu
Arg
738
Serx
Arg
Tyr
Cys
Lys
815
Phe
Glu
Gly
The
Pro
gos
Pro
ile
Ala
Leu
Gly

9175
Phe

Leu
Thr
Arg
560
Val
Thr
Gly
Pro
Asn
&40
Pro
Ile
Ala
Asn
Val
720
Arg
Cys
Thr
Ser
Thr
800
Ser
Pro
Gly
Met
Cys

880
Leu

Arg
Pro
Phe
960
Thr

Ser



Ile Thr Cys
$95
Lys Arg Lys
ip10
His val Ile
1025
Thr Thr Gly

Ser Gly Asn

Ile Pro Cys
1075
Thr Asn Arg
1050
Asn Leu
1105
Ser Ile

Gly
TyYr

Pro &la Pro

Glu Asn Gly
1155
Glu val-val

1170
Arg Axrg
1185
Ser

Val

Cys Ser

His Thr Pro

Tyr Ser Cys
1235
Thr

1250

Cys

Lys
1265
Phe

Glu
Gly Met Arg
1315
Phe
1330
Pro

1345
Pro

Ile

Ala
1385

Gln Phe

1410

Glu

Phe
1425
Gly Lys Met

Leu

Ser

Thr

His

Thr

Asp
Cys
Asp

Arg

1045

Ala

1060

Gly
Glu
Ser
Cys

Gln

1140

Ile

Glu
Lys

Arg

Ser

1220
Glu Pro

Ser

Cys Pro Asn
Ser Gly Asp
His Pro Asp
Arg Cys Thr

1380
Pro Arg Cys

Pro

Pro vVal Gly

Phe

Val Glu asp Asn

1460

Leu
Asn
Arg

Thr

1125

Cys
Leu
Phe
Cys

val

1205

His

Pro GIn Gly
Ser Cys Asp Asp

Pro Leu Asn Leu
1285
Gly Phe Axg Leu
1300

Leu
Pro
Ile

Arg

1365

Ser

Glu

Phe

Thr

Ser

1445
Cys Arg Arg Lys Ser Cys Gly Pro Pro Pro

Asp Pro

2la Ser

ES 2392511 T3

Asn Leu Val Trp Ser
1000

Lys Thr Pro
1015

Ile Gln Val

1030

Leu Ile CGly

His Trp Ser

Pro Pro Thr

Pro
Gly
His

Thr

Asp
Ser

Ser

1050

Lys

1065

Ile

1080

Phe His Tyr
1095

Gly Arg Lys

1110

Ser Agsn Asp

Ile Ile Pro

Val Ser Asp
1160
Arg Cys Gln
1175
Gln Ala Leu
1130
Cys Gln Pro

Gln Asp Asn

Gly Tyr Asp
1240

Asp Trp Ser
1255

Phe Leu Gly

127¢

Gln Leu Gly

Lys Gly Ser

Trp Asn Asn Ser Val Pro

1320

Pro Ala Ile Leu Asn Gly

1335
Pro Tyr
1350
Gly Met

Leu Ser
1400

1415

Ser Leu Asn Tyr Glu Cys Arg Pro Gly

1430

Ile Ser Cys Leu Glu Asn Leu Val Trp

63

Gly
Val
Asp
Asn
1145
Asn
Pro
Asn
Pro
Phe
1225
Leu
Pro
Gin
Ala

Ser
1305

1385

1465

Ala
Ser
Phe
Gln
1130
Lys
Arg
Gly
Lys
Pro
1210
Ser
Arg
Glu
Leu
Lys

1250
Val

Gly Lys Glu Ile

Thr Phe Asn Leu Ile Gly Glu

1370

His Gly Asn Gly Val Trp Ser
Val Arg BAla Gly His Cys Lys

Pro Thr Ile Pro Ile Asn Asp

1450

Ser Pro Lys Asp Val Cys
10065
Pro Val Asn Gly Met Vval
10290
Arg Ile Asn
1035
Ser Ala Glu

Tyr Ser Cys
1040
Cys Ile Leu
1055
Cys Gln Arg
1070
Phe Ile Ser

Pro Pro Ile

Asn Gly Asp
1085
Val Val Thr Tyr Arg Cys
1100
Glu Leu Val Gly Glu Pro
1i1is 1120
Val Gly Ile Txp Ser Gly
1135
Cys Thr Pro Pro Ash
1150
Ser Leu Phe Ser
1165
Phe Val Met Lys
1180
Trp Glu Pro Glu
1195
Glu

Val

Leu Asn

Gly Pro
Pro
1200
Glu

Leu
Ile Leu His Gly
1215
Pre Gly Gln Glu Val Phe
1230
Ala Ala Ser
1245
Pro Arg Cys
1260

His Gly Arg

Gly Leu His

Ala Ala val

Val Leu
1280
Cys Asp
12585 -

Leu Val

Pro

1275

Val Ser Phe Val

Ser His Cys Val
1310

Val Cys Glu

1325

Arg His Thr

1340

Ser Tyr Thr

His Ile
Gly Thr

Cys Asp

1360
Ser Thr
1375
Ser

1385

Pro
1380
Thr Pro
1405

Phe Glu
1420

Phe
1440

Ser

Tyr
1438

Ser
1455
Glu Pro
1470
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Phe Asn Gly Met Val His Ile Asn Thr Asp Thr Gln Phe Gly Ser Thr
1475 1480 1485
Val Asn Tyr Ser Cys Asn Glu Gly Phe Arg Leu Ile Gly Ser Pro Ser
1490 14895 1500
Thr Thr Cys Leu Val Ser Gly Asn Asn Val Thr Trp Asp Lys Lys Ala
1505 1510 1518 1520
Pro Ile Cys Glu Ile Ile Ser Cys Glu Pro Pro Pro Thr Ile Sexr Asn
1525 1530 1535
Gly Asp Phe Tyr Ser Asn Asn Arg Thr Ser Phe His Asn Gly Thr Val
1540 1545 155¢C
val Thr Tyr Gln Cys His Thr Gly Pro Asp Gly Glu GIn Leu Phe Glu
1555 1560 1565
Leu Val Gly Glu Arg Ser Ile Tyr Cys Thr Ser Lys aAsp Asp Gln Val
1570 1575 1580
Gly Val Trp Ser Ser Pro Pro Pro Arg Cys Ile Ser Thr Asn Lys Cys
1585 1590 1585 1600
Thr Ala Pro Glu Val Glu Asn Ala Ile Arg Val Pro Gly Asn Arg Ser
1605 1610 1615
Phe Phe Ser Leu Thr Glu Ile Ile Arg Phe Arg Cys Gln Pro Gly Phe
1620 1625 1630
val Met Val Gly Ser His Thr Val Gln Cys Gln Thr Asn Gly Arg Trp
1635 . 1640 1645
Gly Pro Lys Leu Pro His Cys Ser Arg Val Cys Gln Pro Pro Pro Glu
1650 1655 1660 -
Ile Leu His Gly Glu His Thr Leu Ser His Gln Asp Asn Phe Ser Pro
1665 - 1870 : 1675 1680
Gly Gln Glu Val Phe Tyr Ser Cys Glu Pro Ser Tyr Asp Leu Arg Gly
1685 1690 1685
Ala Ala Ser Leu His Cys Thr Pro Gln Gly Asp Trp Ser Pro Glu Ala
1700 1705 1710
Pro Arg Cys Thr Val Lys Ser Cys &sp Asp Phe Leu Gly Gln Leu Pro
1715 1720 1725
His Gly Arg Val Leu Leu Pro Leu Asn Leu Gln Leu Gly Ala Lys Val
1730 1735 1740
Ser Phe Val Cys Asp Glu Gly Phe Arg Leu Lys Gly Arg Ser Ala Ser
1745 1750 1755 ’ 1760
His Cys Val Leu Ala Gly Met Lys Ala Leu Trp Asn Ser Ser Val Pro
1765 - 1770 1775
Val Cys Glu Gln Ile Phe Cys Pro Asn Pro Pro Ala Ile Leu Asn Gly
1780 1783 1790
Arg His Thr Gly Thr Pro Phe Gly Asp Ile Pro Tyr Gly Lys Glu Ile
1795 1800 1805 :
Ser Tyr Ala Cys Asp Thr His Pro Asp Arg Gly Met Thr Phe Asn Leun
1810 1815 : 182¢
Ile Gly Glu Ser Ser Ile Arg Cys Thr Ser Asp Pro Gln Gly Asn Gly
1825 1830 1835 1840
Val Trp Ser Ser Pro Ala Pro Arg Cys Glu Leu Ser Val Pro Ala 2la
1845 1850 1855
Cys Pro His Pro Pro Lys Ile Gln Asn Gly His Tyr Ile Gly Gly His
1860 1865 1870
val Ser Leu Tyr Leu Pro Gly Met Thr Ile Ser Tyr Thr Cys Asp Pro
1875 1880 1885
Gly Tyr Leu Leu Val Gly Lys Gly Phe Ile Phe Cys Thr Asp Gln Gly
1890 1895 1800
Ile Trp Ser Gln Leu Asp His Tyx Cys Lys Glu Val Asn Cys Ser Phe
1905 1210 1915 1920
Pro Leu Phe Met Asn Gly Ile Ser Lys Glu Leu Glu Met Lys Lys Val
la2s 1530 1935
Tyr His Tyr Gly Asp Tyr Val Thr Leu Lys Cys Glu Asp Gly Tyx Thr
1940 1545 1350

64



10

15
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Leu Glu Gly Ser Pro Trp Sexy Gln Cys Gln Ala Asp Asp Arg Trp Asp
1955 1560 1965

Pro Pro Leu Ala Lys Cys Thr Ser Arg Ala His Asp Ala Leu Ile Val

1970 1975 1980

Gly Thr Leu Ser Gly Thr Ile Phe Phe Ile Leu Leu Ile Ile Phe Leu

1985 19350 1995 2000

Ser Txp Ile Ile Leu Lys His Arg Lys Gly Asn Asn Ala His Glu Asn

2005 2010 2015
Pro Lys Glu Val Ala Ile His Leu His Ser Gln Gly Gly Ser Ser Val
2020 2025 2030

His Pro Axg Thr Leu Gln Thr Asn Glu Glu Asn Ser Arg Val Leu Pro

2035 2040 2045

<210> 15

<211> 1029

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 15

tgtgaggagc
gagattggtg
geccacccata
tatagagaaa
gggacttacg
ggtgaagaaa
ccaatatgtg
tttagtgaag
cctggaccag
gtgtggagtc
aatggaaaac
gaatgcgata
acttgggatc
ccagcegteea
ggatatccta
attgttattg
caaaggagga
acttctcte

caccaacatt
aacgagtaga
ctatttgtga
catgteecata
agtttggtta
ttectatattg
aaaaggtttt
tagaagtatt
atccatttte
gtgctgetece
agatatcagg
agggttttta
ccecagttece
gtgcctecagg
aacctgagga
ccatagttgt
agaagaaagg

tgaagctatg
ttataagtgt
tocaggaateat
tatacgggat
tcagatgcac
tgaacttaaa
gtgtacacca
tgagtatett
acttattgga
agagtgtaaa
atttggaaaa
cctecgatggce
aaagktgtett
tectaggecet
aggaatactt
tggagttgca
cacataccta

gagctcattg
aaaaaaggat
acatggctac
cctttaaatg
tttatttgta
ggatcagtag
cctccaaaaa
gatdcagtaa
gagageacga
gtggtcaaat
aaattttact
agecgacacaa
aaagtgtecga
acttacaage
gacagtttgg
gtaatttgtyg
actgatgaga

gtaaaccaaa
acttectatat
ctgtcteoaga
gccaagcagt
atgagggtta
caatttggag
taaaaaatgyg
cttatagttg
tttattgtgg
gtcgatttce
4acaaagcaac
ttgtetgtga
cttectteoccac
ctccagtctce
atgtttgggt
ttgtecegta
cccacagaga

accctactat
acctcecetott
tgacgectgt
ccctgcaaat
ttacttaatt
cggtaagccc
aaaacacacc
tgatcctgea
tgacaattca
agtagtcgaa
agttatgttt
cagtaacagt
tacaaaatct
aaattatcca
cattgetagtg
cagatatett
agtaaaattt

60
120
130
240
300
360
420
4890
540
600
660
720
780
840
500
860
1020
1029

<210> 16

<211>378

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 16

65



Met
Phe
Ser

Gly

Cys
&5
Cys

Pro
Asn
Lys
145
Val
Ser
Asp
Ile
Lys
228
Ser
Cys
Ser
Thr
Pro
305
Glu

Val

Thr

<210> 17
<211>440
<212> PRT

Glu
Pro
Asp

Lys

Lys
Asp
Glu
Ala
Glu
130
Gly
Leu
Glu
Pro
210
Val
Gly
Asp
Asn
Ser
2590
Thr
Glu
Ile
Tyxr

His
370

Pro
Gly
Ala

35
Pro

Lys
Axg
Thr
Asn
115
Gly
Ser
Cys
Val
Ala
195
Cys
Val
Phe
Lys
Ser
275
Ser
Tyr
Gly
Ala
Leu

358
Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Leu
20

Cys

Lys

Gly

Asn

Cys
100
Gly
Tyr
val
Thr
Glu
180
Pro
Gly
Lys
Gly
Gly
260
Thr
Thr
Lys
Ile
Ile
340
Gln

Glu

Gly
Leu
Glu

Pro

Tyr
His
a5

Pro
Thr
Tyr
Ala
Pro
165
Val
Gly
Asp
Cys
Lys

245
Phe

Trp
Thr
Pro
Leu
325
Val

Arg

Val

ES 2392511 T3

Arg
Leu

Glu

Tyr

Phe
70
Thr

Tyr
Tyr
Leu
Ile
150
Pro
Phe
Pro
Asn
Arg
230
Lys
Tyr
Asp
Lys
Pro
310
Asp
Val

Arg

Lys

Arg
Ala

Pro

Tyr
55

Tyr
Trp
Ile
Glu

Ile
135

Trp
Pro
Glu
Asp
Ser
21%
Phe
Phe
Leu
Pro
Ser
295
vVal
Ser
Gly
Lys

Phe
375

Glu
Ala
Pro

40
Glu

Tle
Leu
Arg
Phe
120
Gly
Ser
Lys
Tvr
Pro
200
Val
Pro
Tyr
Asp
Pro
280
Pro
Ser
Leu
Val
Lys

360
Thr

Cys
Met
25

Thr

Ile

Pro
Pro
Asp
105
Gly
Glu
Gly
Ile
Leu

185
Phe

Trp
Val
Tyr
Gly
265
Val
Ala
Asn
Asp
Ala
345
Lys

Ser

Pro
10

Vval
Phe

Gly

Pro
val

20
Pro

Tvr
Glu
Lys
Lys
170
Asp
Ser
Ser
Val
Lys
250
Ser
Pro
Ser
Tyr
val
330
val

Gly

Leu

Phe
Leu
Glu

Glu

Leu
75

Ser
Leu
Gln
Ile
Pro
155
Asn
Ala
Leu
Arg
Glu
235
Ala
Asp
Lys
Ser
Pro
315
Trp
Ile

Thr

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

66

Pro
Leu
Ala

Arg
60

Ala
Asp
Asn
Met
Leu
140
Pro
Gly
val
Ile
Ala
220
Asn
Thyr
Thr
Cys
Ala
300
Gly
Val

Cys

Tyr

Sex
Leu
Met

45
val

Thx
Asp
Gly
His
125
Tyr
Ile
Lys
Thr
Gly
205
Ala
Gly
val
Ile
Leu

28%
Ser

Tyr
Ile
val

Leu
365

Trp
Tyr
30

Glu

Asp

His
Ala
Gln
110
Fhe
Cys
Cys
His
150
Glu
Pro
Lys
Met
Val
270
Lys
Gly
Pro
Ala
Val

350
Thx

Arg
15
Ser

Leu

Tyr

Thr
Cys
95

Ala
Ile
Glu
Glu
Thr
175
Ser
Ser
Glu
Gln
Phe
255
Cys
Val
Pro
Lys
val
338

Pro

Asp

Phe
Phe
Ile

Lys

Ile
80

Tyr
Val
Cys
Leu
Lys

160
Phe

Cys
Thr
Cys
Ile
240
Glu
Asp
Ser
Arg
Pro

320
Ile

Tyr

Glu



<400> 17

Met
Leu
Phe

Pro

Gly
65

Phe
Lys
Leu
Thr
val
145
Glu
Fhe
Arg
Glu
Ser
225
Pro
Ser
Lys
Glu
Met
305
Gly
Ser
Ala
Ile
Ile
385
Val

Ser

Asn

Glu
val
Leu

Ser
50

Thr
Ser
Cys
Val
Cys
130
Ile
Trp
Ser
Cys
Pro

210
Gly

Tyr
Leu
Gly
Leu
290
Sexr
Glu
Ser
Lys
Gly
370
Leu
Gly

Leu

Ser

Val
Ala
Leu

35
Ala

Tyx
Ile
Ile
His
115
Asn
Thr
Tie
Ser
Asn
185
Ser
Pro
Val
Arg
Ala
275

Pro

Gly

Asn

Gin
Cys
355
Ile
Lvs
Ile

Leu

Leu
435

Ser
Phe
20

bro

Lys

Leu
Thx
Arg
100
Val
Gln
AsD
Pro
Thr
180
Thr
Leu
Pro
Glu
Asp
260
Ser
Ser
Phe
Val
Ser
340
Val
Ile
Tyr
His
Thr

420
Thr

Ser
Gly
Phe

Pro

Leu
Cys
85

Lys
His
Gly
Gln
Cys
165
Arg
Asp
Tyr
Pro
Asn
245
Ile
Ser
Cys
Gln
Thr
3z5
Gln
Ser
Val
Lys
Leu
405

Ser

Gln

ES 2392511 T3

Arg
Arg
Thr

Ile

Tyr
70

Lys
Gln
Thr
Tyr
Ser
150
Glu
Glu
Ala
Cys
Gln
230
Ala
Val
Val
Phe
Lys
310
Leu
Cys
Arg
Phe
Lys
390
Asn

Gln

Glu

Ser
Gly
Leu

Asn
55

Glu
Gln
Cys
Gly
Arg
135
Val
Ile
Asp
Arg
Thxr
215
Cys
Val
Glu
His
Lys
295
Gly
Glu
Gln
Ser
Ile
375
Arg
Tyr
Glu

Val

Ser Glu

Gly val

25

Gly His

490

Leu Thr

Cys
Asp
Lys
Ile
120
Leu
Asp
Pro
Phe
Gly
200
Ser
Ile
Met
Phe
Cys
280
Gly
Leu
Cys
Ser
Ile
360
Leu
Asn
Lys

Asn

Ser
440

67

Leu
Ser
Thr
105
Gln
Ile
Trp
Pro
His
185
Lys
Asn
Glu
Leu
Arg
265
Gln
Val
Gly
Glu
Asp
345
Ser
Val
Thr
Glu

Ser
425

Pro
10

Lys
Cys

Asp

Pro
Thr
90

Pro
Phe
Gly
Asp
Gly
170
Tyr
Ala
Asp
Leu
Ser
250
Cys
Ser
Ile
Met
Asp
330
Gly
Gly
Ile
Thr
Asp

410
Ser

Leu
Legu
Pro

Glu

Gly
Trp
Ser
Gly
Ser
Thr
155
Ile
Gly
Leu
Gly
Asn
235
Glu
His
Leu
Cys
Lys
315
Gly
Ser
Leu
Ile
Asp
3195

Ser

Thr

Asp
Glu
Ala

Ser
60

Tyr
Thr
Asp
Ser
Ser
140
Glu
Pro
Met
Phe
Glu
220
Lys
Asn
Pro
Asn
Arg
300
Lys
Tyr
Trp
Ile
Val
380
Glu

Cys

Thr

Pro
val
Pro

45
Met

Ile
Ser
Pro
Arg
125
Ser
Ala
Asn
val
Asn

205
Ile

Cys
Arg
Gly
Lys
285
Leu
Glu
Thr
Asn
Val
365
Phe
Lys
val

Ser

val
Leu
30

Ser

Phe

Lys
Ala
Glu
lio
Ile
Ala
Pro
Gly
Val
150
Leu
Gly
Thr

Ser

Phe
270

Trp
Pro
Tyr
Leu
Pro
350
Gly
Ile
Tyr
Arg

Pro
430

Glu
as

Asn
Asn
Val
Ile
Asp
175
Thr
Val
val
Pro
Leu
255
Ile
Glu
Gln
Tyr
Glu
335
Leu
Ile
Trp
Lys
Leu

415
aAla

Leu
Leu
Leu

Ile

Gln
80

Asp
Gly
Tyr
cys
Cys

160
Phe

Tyr
Gly
Trp
Pro
240
Phe
Met
Pro
Glu
Tyr
320
Gly
Leu
Phe
Met
Glu
400

Gln

aArg



10

15

<210> 18
<211> 232
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392511 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 18

Glu
bro
Lys
val
Asp
€5

Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
145
Asp
ys
Ser

Ser

Ser
225

<210> 19
<211>454
<212> PRT

Pro
Glu
Asp
Asp
50

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
130
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

210
Leu

Lys
Leu
Thr
asg

Val
Val
Ser
Leu
Ala
115
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
185

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Leu
20

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
100
Pro
Gln
Val
Val
Pro
180
Thr
val

Leu

Cys
Gly
Met
His
Val
Tyx
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
165
Pro
Val
Met

Ser

Asp
Gly
Ile
Glu
His
70

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
150
Val
Asp
His

Pro
230

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
135
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

215
Cly

Thr
Ser
Arg
40

Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
120
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
200
Ala

Lys

His
val
25

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
105
Ile
Pro
Len
Asn
Ser
185
Arg

Leu

Thr
10

Phe
Pro
val
Thr
val
90

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
170
Asp

Trp

His

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
75

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
155
Gln
Gly
Gln

Asn

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 19
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Pro
Phe
Val
Phe
60

Pro
Thr
val
Ala
Arg
1490
Gly
Pro
Pro

Gln

His
220

Pro
Pro
Thr
45

Asn
Arg
Val
Ser
Lys
125
Asp
Phe
Glu
Phe

Gly
205

Cys
Pro
30

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
110
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
150

Asn

Thr

Pro
1s

Lys
Val
Tyr
Glu
His
95

Lys
Gln
Ley
Pro
Asn
175
Leu

Val

Gln

ala
Pro
Val
val
Gln
g0

Gin
Ala
Pro

Thr

Ser
160

Tyr
TYr
Phe

Lys



Gly
Ser
Phe
AsSp
Tyxr
65

Gly
Lys
val

Ser

Ile
145
Thr

Tyr
Gln
Gln
Val
225
Thir
Thr
Asn
Ala
Thr
305
Arg
Pro
Leu
Arg
Pro
385
Val
Ala

Ser

Thr

Ser
Pro
Leu
Ile
20

Ala
Thr
Glu

Ser

Lys
130

Gln
Thr
Lys
Ser
Asn
210
Phe
Lys
Ile
ile
Ser
290
Val
Pro
Ala
Val
Gly
370
Glu
Ser
His
Thr

Ala
450

Ala
Ser
Pro
35

Ser
Ala
Asp
Lys
val

115
Ser

Val
Asp
Val
Met
195
Ala
Ala
Leu
Ser
Ser
275
Ile
Thr
Lys
Arg
Thr
355
Gln
Pro
Glu
Glu
Gly

435
Gly

Ser
Asp
20

Asp
Ser
Thr
Glu
Asn
100
Phe

Lys

Ser
Gln
Thr
180
Phe
Ser

Ile

Thr

Trp
260
Glu
Cys
His
Gly
Glu
340
Gly
Pro
Gln
Glu
Ala
420
Lys

Thr

ARla
Thr
Ser
Thr
Ser
His
85

val

Val

Leu

Trp
Val
165
Ser
Thr

Ser

Pro

Cys
245
Thr
Ser
Glu
Thr
Val
325
Gln
Phe
Leu
Ala
Glu
405

Leu

Pro

ES 2392511 T3

Pro
Ser
ile
Arg
Gln
70

Val
Pro

Pro

Ile

Leu
150
Gln
Thr
Cys
Met
Pro
230
Leu
Arg
His
Asp
Asp
310
Ala
Leu

Ser

Ser

Thr
Ser
Thr
Gly
55

Val
Val
Leu

Pro

Cys
135

Arg
Ala
Leu
Arg
Cys
215
Ser
Val
Gln
Pro
Asp
285
Leu
Leu
Asn

Pro

Pro

- 375

Pro
390
Trp
Pro

Thr

Tyr

Gly
Asn
Asn

Leu

Leu
Val
Phe
40

Phe
Leu
Cys
Pro
Arg

120
Gln

Glu
Glu
Thr
Vval
200
Val
Phe
Thr

Asn

Asn
280
Trp

Pro
His
Leu
Ala
360
Glu
Arg
Thr

Arg

Tyr
440

69

Phe
Ala
25

Ser
Pro
Leu
Lys
val
105
Asp

Ala

Gly
Ala
Ile
185
Asp
Bro
Ala
Asp
Gly
265
ala

Asn

Ser

Arg
345
Asp
Liys
Tyr
Gly
Val

425
Asn

Pro
10
vVal

Trp
Ser
Pro
val
a0

Ile

Gly

Thr

Lys
Lys
170
Lys
His
Asp
Ser
Leu
250
Glu
Thr
Ser
Pro
Pro
330
Glu
val
Tyr
Phe
Glu
410
Thr

Val

Leu
Gly
Lys
Val
Ser
75

Gln
Ala

Phe

Gly

Gin
155
Glu
Glu
Arg
Gln
Ile
235
Thr
Ala
Phe
Gly
Leu
31is
Asp
Ser
Phe
Val
Ala
385
Thr
Glu

Ser

Val
Cys
Tyr
Leu
60

Lys
His
Glu

Phe

Phe
140

Val
Ser
Sexr
Gly
Asp
220
Phe
Thr
Val
Ser
Glu
300
Lys
val
ala
val
Thr
380
His
Tyx
Arg

Leu

Ser
Leu
Lys
45

Arg
Asp
Pro
Leu
Gly

125
Ser

Gly
Gly
Asp
Leu
205
Thr
Leu
Tyr
Lys
aAla
285
Arg
Gln
TYY
Thr
Gln
365
Ser
Ser
Thr

Thr

val
445

Cys
Ala
30

Asn
Gly
val
Asn
Pro
110

Asn

Pro

Ser

Pro

Trp
150
Thr
Alag
Thr
Asp
Thr
270
val
Phe
Thr
Leu
Ile
350
Trp
Ala
Ile
Cys
val

430
Met

Giu
15

Gln
Asn
Gly
Met
Gly
25

Pro

Pro

Arg

Gly
Thr
175
Leu
Phe
Ile
Lys
Ser
255
His
Gly
Thr
Tle
Leu
335
Thr
Met
Pro
Leu
Val
415
Asp

Ser

Asn
Asp
Ser
Lys
Gln
8O

Asn
Lys
Arg

Gln

vVal
160
Thr
Ser
Gln
Arg
Sexr
240
Val
Thr
Glu
Cys
Ser

320
Pro

Cys
Gln
Met
Thr
400
Val

Lys

Bsp



ES 2392511 T3

<210> 20

<211>1530

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 20

atgggcgecy
atttettgtyg
attgetgttyg
aaaagtctat
adaatgtgaat
aaaattagag
aacttcteea
acacgactac
Cacaatgagac

tacagctgtg
ggaaaatgga
tttcccaatg
ttetgtgatg
cagggagttg
cagtctagag
ccgteagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactceg
cagcaggaga
cagaagagcc

cgggectget
getctectcee
gtaccgtgat
tatgcataac
atttcaataa
gctectacace
tgaacggaaa
caacctgtgt
atcacacaag

aatctggtta
gtgctgtecce
ggaaggtaaa
aagggtatcg
cttggaccaa
acaaaactca
tcctettecce
gegtggtggt
gcgtggaggh
gtgtggtcag
gcaaggtctce
ggcagceccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttcete
tctcectgte

cggggtttte
gcctatecta
aaggtacagt
taaagacaaa
atattettet
ctacagacat
caagtctgtt
aagtgttttc
tgagaatgtt

cttgcttgtt
ccccacatgt
ggagcctcca
actgcaaggce
aatgccagta
cacatgccca
cccaaaaccec
ggacgtgage
gcataatgce
cgteccteace
caacaaagcc
agaaccacag
cetgacctge
tgggcagecg
cttectetat
atgctcecgtg
ccecgggtaaa

ttggctctcg
aatggccegga
tgttcaggta
gtggatggaa
tgcocctgage
ggtgattctg
tggtgtcaag
cctctcgagt
ggetccattg

ggagaaaaga
gaagaggcac
attctccggyg
ccaccttcta
tgtgaagaaa
ccgtgecceag
aaggacaccce
cacgaagdgacce
dagacaaagc
gtcctgcace
ctcccagtcce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctceca
atgcatgagg

tecgecacecggg
ttagttatta
ccttecegect
cctgggataa
ccatagtace
tgacatttge
caaataatat
gtccagceact
ctccaggatt

tcattaacty
gctgtaaatce
ttggtgtaac
gtcggtgtgt
ttttttgecco
cacctgaact
tcatgatctce
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccategagaa
tgcecccecate
gettctatcee
acaagaccac
ccgtggacaa
ctetgcacaa

ggtecteggg
ttctaccecec
cattggagaa
acctgcteet
aggaggatac
ctgtaaaacce
gtgggggccg
tcctatgatce
gtectgtgact

tttgtctteg
tctaggacga
tgcaaacttt
aattgctgga
actgcggcecg
cctgggggga
ccggaccect
gttcaactgyg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatcectce
ccgggaggag
cagcgacate
gecteocogtg
gagcaggtgy
ccactacacg

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1530

<210> 21

<211> 510

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 21

70



Lys
Pro
Ser
Ser
Thr
145
His
Leu
Lys
Thr
Lys

225
Phe

Gly
Val
Ile
Ser
50

Ile
Cys
Gly
val
Val
130
Asn

Ser

Ile

Cys
210
val

Ala

Leu

Ser.

35
Cys

Thr
Giu
Gly

Thr
115

Trp
Val
Gly
Val
Ile
185
Glu

Lys

Asp

Ala
Gly
20

Tyr

Ser

Lys

Tyx
100
Phe
Cys
Ser
His
Thr
180
Agn
Glu
Glu

Glu

Gly
Ile
Tyr
Gly
Asp
Phe
85

Lys
Ala
Gln
val
His
i65
Tyr
Cys
Ala

Pro

Gly
245

ES 2392511 T3

Leu
Ser
Ser
Thr
Lys
70

Asn
Ile
Cys
Ala
Phe
150
Thr
Ser
Leu

Arg

Pro
230

Tyr

Leu
Cys
Thr
Phe
55

Val
Lys
Arg
Lys
Asn
135
Pro
Ser
Cys
Ser
Cys
215

Ile

Arg

Gly

Pro

- 40

Arg
Asp
Tyr
Gly
Thr
120
Asn
Leu
Glu
Glu
Ser
200
Lys

Leu

Leu

71

Val

Ser
25
Iie

Lieu

Gly
Ser
Ser
105
Asn
Met
Glu
Asn
Ser
185
Gly
Ser

Arg

Gln

Phe
10

Pro
Ala
Ile
Thr
Ser
90

Thr
Phe
Trp
Cys
vVal
170
Gly
Lys
Leu
val
Gl.y
250

Leu
Pro
Val
Gly
Trp
75

Cys
Pro
Ser
Gly
Pro
155
Gly
Tyr
Trp
Gly
Gly

235
Pro

Bla
Pro
Gly
Glu
60

Asp
Pro
TYxY
Met
Pro
140
Ala
Ser
Leu
Ser
Arg
220

val

Pro

Leu
Ile
Thr
45

Lys
Lys
Glu
Arg
Asn
125
Thr
Leu
Ile
Leu
Ala
205
Phe
Thyx

Ser

val
Leu
30

val
Ser
Pro
Pro
His
110
Gly
Arg
Pro
Ala
val
190
Vval
Pro

Ala

Ser

Ala
1s

Asn
Ile
Leu
Ala
Ile
95

Gly
ASsn
Leu
Met
Pro
175
Gly
Pro
AsSn

Asn

Arg
255

Pro
Gly
Arg
Leu
Pro
B8O

val
Asp
Lys
Pro
Ile
160
Gly
Glu
Pro
Gly
Phe

240
Cys



<210> 22

Val
Glu
Cys
Leu
305
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
385
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
465

Gln

Asn

<211>233

<212> PRT

Ile
Ile
Pro
290
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
370
val
Ala
Arg
Gly
Pro
450
Ser

Gln

His

Ala
Phe
275
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
355
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
435
Glu
Phe
Gly

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
260
Cys
Cys
Pro
Cys
Trp
340
Glu
Leu
Asn

Gly

Glu
420

Tyr
Asn
Phe
Asn

Thr
500

Gln
Pro
Pro
Lys

val
325

Hisg
Lys
Gln
405
Met
BPro
Asn
Leu
Val

485
Gln

ES 2392511 T3

Gly
Leu
Ala
Pro
310
Val
Val
Gln
Gln
Ala
380
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
470

Phe

Lys

Val

Pro
295
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
375
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
458
Ser

Ser

Ser

Ala
Pro
280
Glu
Asp
Asp
Gly

Asn
360

Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
440
Thr
Lys
Cys

Leu

Trp
265
Gln
Leu
Thr
val
Val
345
Ser
Leu
Val
Pro
Gln
425
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
505

Thr
Ser
Leu
Leu
Ser
3390
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
410
val
val
Pro
Thr
val

490
Leu

Lys
Arg
Gly
Met
315
His
val
TvYr
Gly
Ile
385
Val
Ser
Glu
Pro
Val
478

Met

Ser

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 22

72

Met
Asp
Gly
300
Ile
Glu
His
arg
Lys

380
Glu

Tyr
Leu
Trp
Val
460
Asp
His

Pro

Pro
Lys
285
Pro
Ser
Asp
Asn
val
365
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
445
Leu
Lys

Glu

Gly

val
270
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala

350
val

Tyr
Thr
Leu
Cys
430
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
510

Cys
His
val
Thr
Glu
335
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
415
Leu
Asn
Ser
Arg

Leu
495

Glu
Thr
Phe
Pro
320
Val
Thr
val
Cys
Ser
400
Pro
val
Gly
Asp
Txp

480
His



<210> 23

Glu
Pro
Pro
val
Val
65

Gln

Gln

Ala

hla
Ser
145
Glu
TyY
TYyYX
Phe

Lys
225

<211> 4860

<212> ADN

Pro
Gly
Lys
Val

50
Asp

Tyr
asp

Len

Gln
130
Lys

Ala
Lys
Ser
Thr

210
Asn

Arg
Asn
Asp
35

Asp
Asn
Asn
Trp

Pro
115

Thr
Lys
Iie
Asn
Lys
185
Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
Ile
20

Ala
Val
Lys
Ser
Met

100
Ala

Pro
Lys
Ser
Thr
180
Leu

Ser

Ser

Pro
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
85

Arg

Pro

Gln
val
val
165
Pro

Thr

Vval

ES 2392511 T3

Lys
Gly
Met
Glu
val
70

Phe

Gly

Ile

Val
Ser
150
Glu
Pro
val

vVal

Ser
230

Pro
Gly
Ile
Asp
55

His
Arg

Lys

Glu

Tyr
135
Leu
Trp
Ile
Asp
His
215
Pro

Ser
Pro
Ser
40

Asp
Thr
Val
Glu

Arg
120

Thr
Thr
Glu
Leu
Thr
200

Glu

Gly

Thr
Ser
25

Leu
Pro
Ala
Vval
Phe

105
Thr

Ile
Cys
Arg
Asp
185
Asp

Ala

Lys

Pro
10

Val
Thr
Asp
Trp
Ser
90

Lys

Ile

Pro
Leu
Asn
170
Ser

Ser

Leu

Pro Gly
Phe Ile
Pro Lys
val His
60

Thr Gln
75

Ala Leu
Cys Lys

Ser Lys

Pro Pro
140

val Thr

155

Gly Glu

Asp Gly
Trp Leu

His Asn
220

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 23

73

Ser
Phe
Val
45

Val
Pro
Pro

val

Pro
125

Arg
Asn
Leu
Thr
Gln

205
His

Sex
Pro
30

Thr

Ser

Ile
Asn

110
Lys

Glu
Phe

Glu

Tyr
190
Gly

His

Cys
15
Pro

Cys
Trp
Glu
Gln
95

Asn

Gly

Gln
Phe
Gln
17%
Phe
Glu

Thr

Pro
Lys
Val
Phe
Ala
80

His
Lys

Arg

Met
Serxr
160
Asp
Leu

Ile

Gln



gctctctaca
gtggaggcecc
cggaagcaga
gtcactccaa
tatgtggttg
taccagagta
gtactctate
gttgagtttc
ttctggectt
tatgaacatt
agctttgaag
ttccacgtgt
gtcetetttg
attccgatta
tttccaaatce
gaatcaggca
tatcagatce
acggtgtatg
gcettteatt
ccattgaatg
gaacgccagg
aactatcttc
aatttcaatg
atattgaata
ctggtgacca
tactaccaag
acctgcatygg
atgaaaatca
gcagtatatg
gaaaagagtg
gatgctggac
aagtgtcetce
gcaagcaaay
catgagaacc
gecttgtaagg

ccctecatcac
atggagacaq
agaccttgtt
ctatagagat
tgcaagtaac
getttetgtt
gtgtttEtte
agactccaga
acaatttacc
ccccagagaa
tcecgtctgea
ctatcactgce
gagtgaaaat
ttgatggaga
tcaatgagct
gtgatatggt
acttcacaaa
ttaccaaccc
ctatgggaac
ctcaaagect
caacaaagtc
atgtagccat
tgaagggcaa
aagggaagat
tgaatctagca
tgggaaacaa
gaacgttggt
aattggaagg
ttctcaatga
actttggctg
tggctctgac
agectgeaaa
cggcagaatt
ccatggggta
ctgecettect

ES 2392511 T3

cectgetgtt
tactccaaaa
ccaaaccaga
tccagcaaaa
tggtcctcaa
tatccagaca
tatggatcac
aggcattctt
agaccttgtc
ttatactgca
accatcagag
aaggtacttg
agatgatgct
tgggaaagca
tgttgggcat
agtgactgag
aaccccecaaa
tgatggctca
cactttgagt
accaatcact
catgacagcc
tacatctaca
tgcaaattca
tttcaaggtt
tatcactceca
cgaaattgtg
tgtgaaagga
ggatccaggt
taaatataag
tacagctgge
aaccagcact
tcggaggegt
tcaggatcaa
cacttgtgaa
tgaatgctgt

ttgcgaacag
cagcttgaca
gtagatatga
gaagtgagta
gtgagattgyg
gataaaggca
aacacaagca
gtcagttcta
agtttgggga
tattttgatg
aagtttttte
tatggagagg
aaaaagagta
acactaaaaa
actctgtatg
caaagcggca
tatttecaagc
ccagetgecce
gatgggactg
gttagaacta
atagcctacc
gagattaagc
ctgaagcaga
ggcaggcaac
gatcteatcee
gctgattctg
gacaatctaa
gctcgggttg
attagccaag
agtggccaga
aatctcaaca
cgcagttctg
gacctgegta
aagcgtgcaa
cgctacatca

74

acacagaaga
fctttgttca
atccagcagg
cggacteccag
aaaaggtggt
tctatacacce
agatgaacaa
attcagttga
¢ttggaggat
tcaggaaata
acattgacgg
aagtggaagg
ttccagactc
gagatacatt
catctgtaac
ttcatattgt
caggaatgcece
atgtgcecagt
ctaagctcat
accatggaga
aaacccaggg
ccggagataa
tcaaatattt
ccaggagaga
ctitecttceg
tectgggtgga
tacaaatgcc
gtcttgtggce
ctaagatatg
ataatctggg
ccaaacagag
ttttgctget
aatgctgtga
aatacatcca
agggggtccg

gcaaattttg
tgattttcca
aggcatgctt
gcaaaatcaa
tctectttet
agggtctcca
aactgtgatt
cctaaacttc
tgtggccaaa
tatgttgcea
caatgaaaat
tgtggecttt
actcacgaga
cegttetega
agtcatgaca
ggcatctccc
atatgaactg
ggtatcagag
cctgaacata
ccteccaaga
aggatctaga
cttacctgtc
cacataccte
tgggcagaat
gtttgtgget
tgtgaaggat
aggagectgcea
tgtggacaaa
ggacacaata
tgtgtttgaa
atcagectgca
tgacagcaac
agatgtcatg
ggagggagat
agatgaaaac

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
B40
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100



<210>

caacgggaga
agtgatatca
accgaggagce
tcecatcacaa
gctgaacctt
tcagtagtga
gatatttatg
ggacaaagat
gtgatagtcc
gegttgtggt
tg¢cattgtga
gaagtgateca
attatcatce
ctcaaccate
gcaccagtta
aatcgcagga
aagaaagcag
gcatatgteg
atcatttgtg
aaagaaaatg
gaagtatatt
gactatgtca
tatgagaaac
gaccaactca
gaatacaatg
aaaatgaaga
tatggggaaa
tatgagattc
gatcgagaag
gtagagacca
atgaccattt
tttcatctta
ctcatgctca
gatatttcta
ggagtggaca
gttatcattt
ctcaagcatt
aatctagatg
aagatatgta
caggaaagga
gtctacaaaa
gatgttttag
tacataagtc
atctggggtt
aagaacacat
aagttgtgtg

24

<211>1620

<212>

PRT

gcgagttgtt
tctcaaggtce
ctaacagtca
cctgggtggt
atgaaataag
agaatgagca
tgcgagtgga
accgacagea
cattagagca
cagacggtgt
ctattgttaa
aagcccgeaa
aaggtgaccc
tcattatcac
ttgccaccta
ctgaagectgt
atcattccta
taazagtctt
gaggtgtgag
cccctgtact
taacagcttt
atagtctaga
tgcaaaggcc
atgatgacag
ctcacaccca
aatttgatca
catatggaca
agatgcctac
tacctataag
aactcaacca
tgacattecta
atgtttctgt
agatctgcac
tgetgactgg
gatacatctc
acttaaacaa
ttgaagttgg
aaaaatgtac
ttggtaacgt
ttgatgttce
ccaagetget
aagttattaa
aaaggaaatg
ccaggagtga
ggattgagag
atgactttge

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392511 T3

tctggcaaga
tgatttceeco
agggatttca
gctggetgta
agtcatgaaa
ggtggagatt
actgttatac
gtteccaatt
aggattgcat
gaggaagdaaa
actggacgca
attagatgac
tgtggectcag
tecttetgge
ctacctggac
caatcagatc
tgcagcattt
tgcecatgget
gtggctgatt
ttctggaaca
cattctggtt
cagcagcatc
ttacactaca
ggtactcatg
caacattgaa
aactggtecce
aacccaagca
ccataaggac
gtacagaatt
agacatcact
taacgcacag
tgaaaacatc
aaggtatctg
ttttcteect
cagatatgaa
ggtctcceac
cttecattecag
caagttctac
ttgccgatgt
attacaaatt
tcgaatagaa
acaaggtact
ccaggaggcet
cetgttgece
atggccacat
tcagtttage

gatgataatg
aagagttggt
agcaagacaa
agctttacac
gtctecttea
cgagetatte
aacccagccet
aaagccctgt
gatgttgaga
ctgaaagttg
agggcaaaag
agagtgcceg
attattgaaa
tgtaggggagce
accacagagc
gtgactggtt
acaaaccgtg
gccaaaatgg
ctgaacaggce
atgcagggag
gegttgttgg
aagaaggcca
gccctcacag
gcagcatcaa
ggcacttcct
atagtcagat
acagttatgg
ttaaacttag
aattatgaaa
gtgacagcat
ttgcaggaga
cacttgaatg
ggagaagttg
gatgctgaaqg
gttgacaata
tctgaagatg
ccaggatcag
catccagata
gcaggagaaa
gaaaaagcct
gaacaagatg
gacgaaaatc
ctgaatctga
acgaaagata
gaagacgaat
tacacattga

aagatggttt
tgtggctaac
tgtettttta
ccaccaaagg
ttgatctteca
tgcacaacta
tctgcagtgce
cctecagage
ttaaagcaag
tacctaaagg
gagttggtgg
acacagaaat
actcaattga
aaaatatgat
agtgggagac
atgcccadaca
catctagttc
tagcaggecat
aacaaccaga
gaattcaagg
aatccaaaac
caaattattt
cctatgcecttt
caggaaggga
atgccttgtt
ggctgacaga
catttcaagc
atattactat
atgctctect
caggtgatgg
aggcaaatgt
caatgggagc
attctacaat
accttacaag
atatggctca
aatgcctgca
tcaaggtgta
aaggaacagg
cctgttecte
gcgagacgaa
gtaatgatat
cacgagcaaa
aggtgaatga
aaatttccta
gtcaggaaga
ctgagtttgg

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400>

24

catagcagat
aaaggacttg
totgagggat
gatectgtgtg
aatgeccatat
cgttaacgadg
ttccacaaaa
agtaccgttt
tgtccaggaa
ggtacagaaa
aacacagcta
tgaaaccaag
tggaagtaaa
¢ccgcatggece
tcteggceata
gatggtgtac
ttggctaaca
tagtcatgaa
tggagcgttc
tgctgaagaa
aatctgcaat
actcaaaaag
ggctgetgea
tcattgggaa
ggccectgetyg
tcagaatttt
tcttgctgaa
tgaactgcca
ggctoggaca
aaaagcaaca
ttgcaataaa
caagggagcc
gacaataatt
getttctaaa
gaaagtagct
ctttaagatt
cagctactac
ccttcteaat
gctcaaccat
tgtggattat
ctatgtcatg
gacccaccay
tgattatctg
catcattaca
agaattccaa
ctgecectact

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4580
4740
4800
4860

Ala Leu Tyr Thr Leu Ile Thr Pro Ala Val Leu Arg Thr Asp Thr Glu

1

5

10

75

15



Glu
Asp
Thr

Ile
65

Tyr
Val
Gly
Asp
Thr
145
Phe
Ile
Asp
Ser
Ile
225
Val
Ser
Lys
Gly
Asp
305
Pro
Ala
Leu
Gln
385
Glu
Gly
Lys
Asn
Gly

465
Leu

Gln
Ile
Arg
50

Glu
val
Leu
Tle
His
130
Pro
Trp
val
Val
Glu
210
Thr
Leu
Leu
Arg
His
290
Met
Gln
Tyr
His
Ser
370
Ser
Arg
Gly
Pro
Sex
450

Lys

val

Tle
Phe
35

val
Ile
vVal

Leu

Tyr
115
Asn
Glu
Pro
Ala
Arg
195
Lys
Ala
Phe
Thr
Asp
275
Thr
val
Ile
Glu
Val
35%
Asp
Leu
Gln
Ser
Gly
435
Leu

Ile

Thy

Leu
20

val
Asp
Pro
Val
Ser
160
Thr
Thr
Gly
Tyr
Lys
180
Lys
Phe
Arg
Gly
Arg
260
Thr

Leu

Val

Leu
340
Pro
Gly
Pro
Ala
Gly
420
Asp
Lys
Phe

Met

val
His
Met
Ala

Gln
85
TyT

Pro
Ser
Ile

Asn
165

TyY
Tyr
Phe
Tyr
Val
245
Ile
Phe
Tyr
Thr
Phe
325
Thr
Val
Thr
Ile
Thr
405
Asn
Asn
Gln
Lys

Asn
485

ES 2392511 T3

Glu
Asp
Asn
Lys
70

val
Gln
Gly
Lys
Leu
150
Leu
Glu
Val
Tyr
Leu
230
Lys
Pro
Arg
Ala
Glu
310
Thr
val
vVal
Ala
Thr
350
Lys
Tyr
Leu
Ile
val

470
Leu

Ala
Phe
Pro
55

Glu
Thr
Ser
Ser
Met
135
Val
Pro
His
Leu

Ile
215
Tyr
Ile
Ile
Ser
Ser
295
Gln
Lys
Tyx
Ser
Lys
375
Val
Ser
Leu
Pro
Lys
455
Gly

His

His
Pro
40

Ala
Val
Gly
Ser
Pro
120
Asn
Ser
Asp
Ser
Pro
200
Asp
Gly
Asp
Ile
Arg
280
Val
Ser
Thr
Val
Glu
360
Leu
Arg
Met
His

val
440

Tyr
Arg

Ile

76

Gly
25

Arg
Gly
Ser
Pro
Phe
105
Val
Lys
Ser
Leu
Pro
185
Ser
Gly
Glu
Asp
Asp
265
Phe
Thr
CGly
Pro
Thr
345
Ala
Ile
Thxr
Thr
Val
425
Asn
Phe
Gln

Thr

Asp
Lys
Gly
Thr
Gln
90

Leu
Leu
Thr
AsSn
Val
170
Glu
Phe
Asn
Glu
Ala
250
Gly
Pro
Val
Tle
Lys
330
Asn
Phe
Leu
Asn
Ala
410
Ala
Phe
Thr

Pro

Pro
490

Ser
Gln
Met
Asp
75

Val

Phe

Val
Ser
155
Ser
Asn
Glu
Glu
Val
235
Lys
Asp
Asn
Met
His
315
Tyr
Pro
His
Asn
His
385
Ile
Ile
Asn
Tyr
Arg

475
Asp

Thr
Lys
Leu
60

Ser
Arg
Ile
Arg
Ile
140
Val
Leu
Tyxr
Val
Asn
220
Glu
Lys
Gly
Leu
Thr
300
Ile
Phe
Asp
Ser
Ile
380
Gly
Ala
Thr
val
Leu
460
Arg

Leu

Pro
Thxr
45

Val
Arg
Leu
Gln
val
125
val
Asp
Cly
Thr
Arg
205
Phe
Gly
Ser
Lys
Asn
285
Glu
Val
Lys
Gly
Met:
365
Pro
Asp
Tyr
Ser
Lys
445
Iie
Asp

Ile

Lys
30

Leu
Thr
Gln
Glu
Thr
110
Phe
Glu
Leu
Thy
Ala

130
Leu

Val
Ile
Ala
270
Glu
Ser
Ala
Pro
Ser
350
Gly
Leu
Leu
Gln
Thr
430
Gly
Leu

Gly

Pro

Gln
Phe
Pro
Asn
Lys
95

Asp
Sexr
Phe

Asn

Trp
178

Tyr
Gln
Val
Ala
Pro
255
Thx
Leu
Gly
Ser
Gly
335
Pro
Thy
Asn
Pro
Thx
415
Glu
Asn
Asn

Gln

Ser
495

Leu
Gln
Thr
Gln
80

Val
Lys
Met
Gln
Phe
160
Arg
Phe
Pro
Ser
Phe
240
Asp
Leu
val
Ser
Pro
320
Met
Ala
Thr
Ala
Arg
400
Gln
Ile
Ala
Lys
Asn

480
Phe



Arg
Ser
Lys
Leu

545
BAla

Trp
Gln
Ser
Pro
625
Ala
Glu
Ala
Cys
Glu
705
Ser
Thr
Thr
Ala
Glu

785
Ser

Tyr
Ala
Preo
Leu
865
Ala
Gly
Lys
Asp
Gly

945
Leu

Phe
Val
Gly
530
Glu
Val
Asp
Asn
Thr
610
Ala
Ser
Asp
Lys
Cys
690
Leu
Asp
Lys
Met
Val
770
Ile
Val
Val
Phe
Ile
850
Glu
Leu
Val
Gly
AsSp
230

Asp

Asn

val

Trp

515
Asp

Gly
Tyr
Thr
Asn
595
Asn
Asn
Lys

val

Tyr
675
Arg
Phe
Ile
Asp
Ser
755
Ser
Arg
val
Asn
Cys
835
Lys
Gln
Trp
Gln
val
915
ATg

Pro

His

Ala
500
Val
Asn
Asp
val
Ile
5B0
Leu
Leu
Arg
Ala
Met
660
Ile
Tyxr
Leu
1le
Leu
740
Phe
Phe
val
Lys
Glu
820
Ser
Ala
Gly
Ser
Lys
800
Gly
Val
Val

Leu

Tyr
Asp
Leu
Pro
Leu
565
Glu
Gly
Asn
Arg
Ala
645
His
Gln
Ile
Ala
Ser

725
Thr

Tyr
Thr
Met
Asn
805
Agp
Ala
Leu
Leu
Asp
885
Ser
Gly
Pro

Ala

Ile
965
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Tyr
val
Ile
Gly
550
Asn
Lys
val
Thr
Arg
€30
Glu
Glu
Glu
Lys
Arg
710
Arg
Glu
Leu
Pro
Lvs
790
Glu
Ile
Ser
Ser
His
870
Gly
Ile
Thr
Asp
Gln

g50
Ile

Gln
Lys
Gln
5358
Ala
Asp
Ser
Phe
Lys
615
Arg
Phe
Asn
Gly
Gly
695
Asp
Ser
Glu
Arg
Thr
775
Val
Gln
Tyr
Thr
Ser
855
Asp
Val
Val
Gln
Thr
8356
Ile

Thr

Val
Asp
520
Met
Arg
Lys
Asp
Glu
600
Gln
Ser
Gln
Pro
Asp
680
Val
Asp
Asp
Pro
Asp
760
Lys
Phe
Val
Val
Lys
840
Arg
Val
Arg
Thr
Leu
920
Glu

Ile

Pro

77

Gly
505
Thr
Pro
val
TYyEr
Phe
585
Asp
AYg
Ser
Asp
Met
665
Ala
Arg
Asn
Phe
Asn
745
Ser
Gly
Phe
Glu
Arg
825
Gly
Ala
Glu
Lys
Ile
205
Glu
Ile
Glu

Ser

Asn
Cys
Gly
Gly
Lys
570
Gly
Ala
Ser
Val
Gln
650
Gly
Cys
Asp
Glu
Pro
730
Ser
Iie
Ile
Ile
Ile
810
Val
Gln
Val
Ile
Lys
890
Val
Val
Glu

Asn

Gly
970

Asn
Met
Ala
Leu

555
Ile

Cys
Gly
Ala
Leu
635
Asp
Tyr
Lys
Glu
Asp
715
Lys
Gln
Thr
Cys
Asp
755
Arg
Glu
Arg
Pro
Lys
875
Leu
Lys
Ile

Thr

Ser
955

Glu
Gly
Ala
540
val
Ser
Thr
Leu
Ala
620
Leu
Leu
Thr
Ala
Asn
700
Gly
ser
Gly
Thr
Val
780
Leu
Ala
Leu
TYY
Phe
860
Ala
Lys
Leu
Lys
Lys
940

Tle

Gly

Ile
Thr
525
Met
Ala
Gln
Ala
hla
605
Lys
Leu
Arg
Cys
Ala
685
Gln
Phe
Trp
Ile
Trp
765
Ala
Gln
Ile
Leu
Arg
845
val
Ser
Val
Asp
Ala
925
Ile

Asp

Glu

Val
510
Leu
Lys
Val
Ala
Gly

590
Leu

Cys
Asp
Lys
Glu
670
Phe
Arg
Ile
Leu
Ser
750
Val
Glu
Met

Leu

Tyr
830
Gln
Ile
val
val
Pro
210
Arg
Tle
Gly

Gln

Ala
vVal
Ile
Asp
Lys
575
Ser
Thr
Pro
Ser
Cys
655
Lys
Leu
Glu
Ala
Tre
735
Ser
val
Pro
Pro
His
815
Asn
Gln
val
Gln
Pro
8§95
Arg
Lys
Ile

Ser

Asn
275

Asp
val
Lys
Lys
560
Ile
Gly
Thr
Gln
Asn
640
Cys
Arg
Glu
Ser
Asp
720
Leu
Lys
Leu
Tyz
Tyr
800
Asn
Pro
Phe
Pro
Glu
880
Glu
Ala
Leu
Gln
Lys

960
Met



Ile Arg Met

Glu Gln Trp

995
Ile val
1010
Ser

Gln

His
1025
Ala Tyr

TYY
val
His

Ile Ser

Arg Gln Gln
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Ala
880
Glu

Ala Pro

Thr Leu

Thr Gly Tyr

Ala Ala Phe
1030
Val Lys Vval

1045
Glu Ile Ile
1080

Pro Asp Gly

1075

Gly Thr

1090
Thr Ala
1105
Asp

Met
Phe
Tyr Val

Leu Leu Lys

Thr Ala

Tyr
1155
Met Ala
1170

Thr His

Leu

His
1185
Lys Met Lys

hsp Gln Asn

Ala Phe
1235

Asp Leu

1250

Ile Arg

Met
Lys

Pro
1265
Val Glu Thr

Gly Lys Ala

Glu Lys ala

1315
Ile His
1330
Cys

Asn

Ile
1345
Asp Ile

Thr
Ser
Arg Leu Ser

Met
13595

Asn Asn

Ser His
1410

Gln Gly Gly

ITle Leu Val
1110
Asn Ser Leu
1125
Lys Tyr Glu
1140
Ala Leu Ala

Ala Ser Thr

aAsn Tle Glun

1120

Lys Phe Asp

1205

Phe Tyr
1220

Gln Ala

Gly
Leu
Asn Leu Asp
Ile

1270
Asn

Tyr Arg

Lys Leu
1285

Thr Met Thr

1300

Asn Val Cys

Leu Asn RAla

Arg Tyr Leu

1350

Met Leu Thr
1365

val Ile RAla

985

Gly Ile Asn

1000

Ala Gln
1015

Thr Asn

Gln
Arg
Fhe 2la Met

Cys Gly Gly

Thr Tyr Tyr
Brg Arg Thr

Met Val Tyr
1020

Ala Ser Ser
1035

Ala Ala
1050
val

Lys

Arg Trp

1065

Ala Phe

1080
Ile Gin
1085
Ala

Lys
Gly

Leu Leu

Asp Ser Ber

Lys Leu

Ala Ala
1160
Gly Arg
1175

Gly Thr Ser

Gln Thr Gly

Glu Thr Tyr
1225
Ala Glu Tyr
1240
Ile Thr Ile
1255
Asn Tyr Glu

Gln Asp Ile
Thr
1305
Phe

Ile Leu

Asn Lys
1320

Met Gly Ala

1335

Gly Glu Val

Gly Phe Leu

Lys Gly Vval Asp Arg Tyr

1380

Ala Gln Lys Val Ala Val Ile Ile Tyr

1385

1400

Ser Glu Asp Glu Cys Leu His Phe Lys Ile

1415

Glu Asn Ala

Ala Glu Glu
1100
Glu Ser Lys
1115
Ile

1130

Gln Arg Pro Tyr Thr Thr Ala
1145
Asp Gln Leu Asn Asp Asp

:

Asp His Trp Glu Glu Tyr

1180

Tyr Ala Leu

1185

Pro Tle
1210

Gly Gln

val
Thr

Glu Ile Gln

Glu Leu Pro
1260
Asn Ala
1275
Thr Val
1280

Phe Tyr

His Leu

Lys Lys Ala Thr Asn

Leu Ala
Arg Trp

Gln 2Ala

Asp
Leu Leu
Thr Ala
Asn Ala

Asn Val

Leu Asp Thr Thr
850

Glu Ala val Asn

1005

Lys

Lys Ala Asp

Ser Leu Thr
1040

Ala Gly

1055

Ile Leu

1070

Val Leu

Trp

Met Val

Leu Asn
Pro
1085
Glu val Tyr

Ser
Leu
Asn

11290
Tyx

Thr Ile Cys

1135
Leu
1150
Arg Val
1165

Asn Ala
Leu
1200
Thr

Leu

Leu
1215
Thr Val
1230

Met Pro Thr His

1245
Arg Glu Vval

Ala Arg Thr

1280

Ser Gly Asp

1285

Gln Leu
1310

Ser val

Gln

Glu

1325

Lys Gly
1340
Asp Ser Thr
1355
Pro Asp Ala
1370

Ile Ser Arg

Ala Leu
Met
Glu
Tyxr

Leu

Met Leu Lys
Ile
1360
Thr

Thr TIle

Asp Leu
1375

Glu val Asp

1390

Asn Lys Val

1405

1420

Leu Lys His Phe

Glu Val Gly Phe Ile Gln Pro Gly Ser Val Lys Val Tyr Ser Tyr Tyr

1425

1430

1435

1440

Asn Leu Asp Glu Lys Cys Thr Lys Phe Tyr His Pro Asp Lys Gly Thr

1445

78

1450

1455



Gly Leu Leu Asn Lys
1460
Glu Thr Cys Ser Ser
1475
Gln Ile Glu Lys Ala
1490

Lys Leu Leu Arg Ile
1505

Asp Val Leu Glu Val

1525

ES 2392511 T3

Ile Cys Ile Gly Asn Val Cys Arg Cys Ala

1465

la70

Leu Asn His Gln Glu Ayg Ile Asp Val Pro

1480

1485

Cys Glu Thr Asn Val Asp Tyr Val Tyr Lys

1495

1500

Glu Glu Gln Asp Gly Asn Asp Ile Tyr Val

1510
Ile Lys

1515

Gln Gly Thr Asp Glu Asn Pro Arg

1530

Lys Thr His Gln Tyr Ile Ser Gln Arg Lys

1540

1545

1535

Cys Gln Gilu Ala Leu
1550

Gly
Leun
Thr
Met
1520
Ala

Asn

Leu Lys Val Zsn Asp Asp Tyr Leu Ile Trp Gly Ser Arg Ser Asp Leu

1555
Leu Pro Thr Lys Asp
1570
Ile Glu Arg Trp Pro
1585

Lys Ile
1575

1560

Ser Tyr Ile

His Glu Asp Glu Cys

1590

Lys Leu Cys Asp Asp Phe Ala Gln Phe Ser

1605
Gly Cys Pro Thr
1620

<210> 25

<211> 3039

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

1610

1565 _
Ile Thr Lys Asn Thr
1580
Gln Glu Glu Glu Phe
1595
Tyr Thr Leu Thr Glu
1615

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 25

79

Trp

Gln
1600
Phe



atttettgtg
attgectgttg
aaaagtctat
aaatgtgaat
aaaattagag
aactteteca
acacgactac
cacaatggac
tacagcigtg
ggaaaatgga
tttceceaatg
ttctgtgatg
cagggagttg
cctattctea
gtcacttaca
agcactctee
cgctgtgaac
atggtatctyg
tttggettea
ccatetgcac
aaggaagata
cctggctatg
ccceectgtac
aaaccccagce
ttaagtggga
ctttgtaaag
agttcettag

gaaagaggag
caagaaagag
cagtgctcac
ttctacaatg
cagattegtt
acatgeccage
gttaatacgt
gatgctgaaa
cctccaccag
ggaaatgaag
cagtgcagaa
cgatcteocte
aaaacacatt
atcatgaatyg
ccaacttgta
aaccatactyg
gaccaaggct
ag¢caacctyg
atccagaaag
tgtgaagatg
tggaaccctce
gctgcaggtt
cacagagaac
cgagaagtat

gctctectee
gtaccgtgat
tatgcataac
atttcaataa
gctetacace
tgaacggaaa
caacctgtgt
atcacacaag
aatctggtta
gtgectygtecoe
ggaaggtaaa
aagggtatcg
cttggaccaa
atggaagaca
cttgtgacce
gttgtacagt
tttctactte
ggcagaaada
ccttgaagag
cagtctgtga
gacacatggt
tgctggtggag
cccaatgcaa
accaatttgt
gtgtttatca
aaatcacctyg
aagattttece

tggaattcag
gcacctggag
atgtecatat
acactgtgac
gcaaagctga
atgtgagaca
cetgccaaga
atggaatttyg
tgattgtcaa
tctcttatga
gtgattctaa
ctgtgactcg
ctgcatattce
gtagtcgegt
tgaaaaaagc
gtggaaacat
acctgectggt
cccctcattg
ggctggaace
ggtatatgct
ccectggegat
tgatacttcet
gcaattatta
attctgttga

ES 2392511 T3

gcetatecta
aaggtacagt
taaagacaaa
atattcttct
ctacagacat
caagtctgtt
aagtgttttc
tgagaatgtt
cttgcttgtt
ccceacatgt
ggagecteca
actgcaaggc
aatgcecagta
tataggcaac
ggacccagag
tgatagtcag
tgcggttecag
tecgatatace
cagcaagcaa
aaaggaatge
ccgetttgac
agaagaatcc
agtggragcyg
tagaccagat
ggagtgtcaa
cccaccaccec
atatggaacc

cctecattgga
tggccctget
tgcaaatgga
attcaagtgt
taacacctgg
gagtcttcaa
tgggtaccag
gttcaaaaag
tgggaagcac
atgtgaccaa
aggacatgga
ctgcectaat
ccacaatgac
gattaggtgt
cttecataggg
agctcgattt
gdgagaggeca
taaagaggta
aaggaaaatg
ggaaggcagt
ttgcagatcce
taccttettg
tacagataca
tccatacaac

aatggccgga
tgttcaggta
gtggatggaa
tgecectgage
ggtgattctg
tggtgtcaag
cctctegagt
ggctccattg
ggagaaaaga
gaagaggcac
attectecggg
ccaccttcta
tgtgaagaaa
tcactagcaa
gaaggagtga
aagactggga
tgtccacatc
tataacgaca
atccgatgca
caggeccete
cctggaacat
atacagtgta
tgtgaagcta
gtecaactett
ggcacaattc
cctgttatet
acggtcactt

gagagcacca
cccetatgta
tacaagatat
tatagtggat
gatcetgaaa
gaacttccag
ttgactggac
attccacttt
acagggatga
ggattctatc
tettggageyg
ccagaagtca
atagtgtatg
catactgata
tgtccaccte
tcteectggaa
ctcecttettt
aactgtaget
tatcagtatg
ccccagagcc
cgttcacttg
attgtcatta
agccagaaag
ccagccage

ttagttatta
cctteegect
cctgggataa
ccatagtacc
tgacatttgc
caaataatat
gtccagcact
ctccaggatt
tcattaactyg
gctgtaaate
ttggtgtaac
gteggtgtgt
ttttttgcce
atgtctcata
acttcatcct
cctggagtgg
cccagatcct
ctgtgatatt
atgcccaagg
ctaacatcct
ctataaaata
cctetgaggyg
caggaaggca
cttgtggtga
cttggtttat
acaatggggc
acacatgtaa

tcegttgtac
aactttecect
ctggcaagga
ttactttgaa
taccagtttg
ctggttecacg
atgcttatcea
gtaaagttat
tggcagaaaa
tcctgggaga
ggccttecce
aacatgggta
ttgactgcaa
acacatgggt
cgcctaagac
tgtcaatect
gcacacatga
caccagcaga
gagetgttgt
agtgccaate
cteetgtect
ccttatacgt
aagcttttea

ttctacceee
cattggagaa
acctgetect
agdaggatac
ctgtaaaacc
gtgggggccg
tcetatgate
gtctgtgact
tttgtectteg
tctaggacga
tgcaaacttt
aattgectgga
atcacctcecee
tggaagcata
tattggagag
ccctgeccca
aagaggcecga
tgcttgcaty
cacabtgggayg
caatgggoaa
tagectgtaac
ggtgtggaca
actcttgaca
agggtacaayg
ggagattogt
acacaceggy
ccetgggeca

aagcaatgat
ccttgetgte
agceoccatat
gggcagtagt
tgaaaaagaa
tgtggagcta
gatgtgtcaa
tcactgtcac
ctttctatat
gaaaaaattg
acagtgctta
caagctcaat
teetggette
geccaggtgtg
ccctaacggg
gtacagetgt
gggaacctgg
tatggatgga
aactctggag
ggatcaccaa
ttgtggtatt
gatatcaaaa
tttagaagca

§0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

le80
1740
1300
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3039

<210> 26
<211>1033
<212> PRT

80



<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2392511 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 26

Met
Gly
Arg
Tyr
Cys
Lys
Pro
Ser
Ser
Thr
145
Hig
Leu

Lys

Gly
val
Ile
Ser
50

Ile
Cys
Gly
val
val
130
Cys
Asn

Ser

Ile

Ala
Leu
Ser
35

Cys
Thr
Glu
Gly

Thr
115

Trp
val
Gly
Vval

Ile
195

Ala

Gly
20

Tyr
Ser
Lys
Tyr
TyT
100
Phe
Cys
Ser
His

Thr
180

Gly
5
Ile

Tyr
Gly
Asp
Phe
-1

Lys
Ala
Gin
Val
His
165
Tyr

Cys

Leu
Ser
Ser
Thr
Lys
Asn
Ile
Cys
Ala
Phe
150
Thr

Ser

Leu

Leu
Cys
Thr
Phe
55

Val
Lys
Arg
Lys
Asn
138
Pro
Ser

Cys

Ser

Gly
Gly

Pro
490

Asp
Tyr
Gly
Thr
120
Asn
Leu
Glu
Glu

Ser
200

81

Val

Ser
25
Ile

‘Leu

Gly
Ser
Ser
105
Asn
Met
Glu
Asn
Ser

185
Gly

Phe
10

Pro
Ala
Tle
Thr
Ser
S0

Thr
the
Trp
Cys
Val
170
Gly

Lys

‘Leu

Pro

Val

Pro
Ser
Gly
Pro
1585
Gly
Tyr

Trp

Ala
Pro
Gly
Glu
60

Asp
Pro
Tyr
Met
Pro
140
Ala
Ser

Leu

Ser

Leu
Ile
Thr
45

Lys
Lys
Glu
Arg
Asn
125
Thr
Leun
Ile

Leu

Ala
2058

Val
Leu
30

Val
Ser
Pro
Pro
His
110
Gly
Arg
Pro
Ala
Val

190
Val

Ala
15

Asn
Ile
Leu
ala
Ile
95

Gly
Asn
Leu
Met
Pro
175
Gly

Pro

Pro
Gly
Arg
Leu
Pro
BO

Val
Asp
Lys
Pro
Ile
160
Gly
Glu

Pro



Thr
Lys
225
Phe
val
Gliu

Gly

Cys

305.

Ser
Gly
His
Tyr
Leu
385
Pro
Leu
Thx
Glu
Gln
465
Lys
Glu
Ile
Pro
Asp
545
Glu
Thr
Cys
Asn
Thr
625
Gln
Cys

Pro

Cys
210
Val

Cys
Ile
Ile
Asn
290
Asp
Thr
Pro
Pro
Thr
370
Lys
Ser
Asn

Ser

Ser
450

Cys
Pro
Gly
Pro
Pro
530
Phe
Arg
Ser
Lys
Gly
610
vVal
Ile
Glu

Ala

Glu
Lys
Asp
Ala
Phe
275
Ser
Pro
Leu

Ala

Gln
355

Tyr
Gly
Ala
Gly
Ile
435
Ile
Lys
Gln
TYxr
Trp
515
Pro
Pro
Gly

Asn

Leu
595

Tyr
Thr
Arg
Lys

Gly
675

Glu
Glu
Glu
Gly
260
Cys
Leu
Asp
Axg
Pro
340
Tle
Asn
Ser
Pro
Gin
420
Lys
Gln
Val
His
Lys
500
Phe
val
Tyr
val
Asp
580
Ser

Lys

Phe

Glu
660
Ser

Ala
Pro
Gly
245
Gln
Pro
Ala
Pro
Cys
325
Arg
Leu
Asp
Lys

Val

405-

Lys
Tyr
Cys
Ala
Gln
485
Leu
Met
Ile
Gly
Glu
565
Gln
Leu
Ile
Lys
Lys
645
Thr

Arg

ES 2392511 T3

Arg

Pro
230

Tyr
Gly
Ser
Asn
Glu

310
Thr

Cys
Arg
Thr

Gln
390

Cys
Glu
Ser
Thr
Ala
470
Phe
S5er
Glu
Tyr
Thr
550
Phe
Glu
Leu
Ser
Cys
630
Ala
Cys

Val

Cys
215
Ile
Arg
val
Pro
Val
295
Glu
val
Glu
Gly
Val
375
Ile
Glu
Asp

Cys

Ser
455

Cys
val
Gly
Ile
Asn
835
Thr
Ser
Arg
Ala
Gly
615
Tyxr
Asp
Gln

Glu

Lys
Leu
Leu
Ala
Pro
280
Ser
Gly
Asp
Leu
Arg
360
Ile
Arg
Lys
Arg
Asn
440
Glu
Glu
Arg
Ser
Arg
520
Gly
Val
Leu
Gly
Val
600
Lys
Ser
Agn
His

Leu
680

82

Ser
Avg
Gin

Trp
265
Pro

Tyz
Val
Ser
Ser
345
Met
Fhe
Cys
Glu
His
425
Pro
Gly
Ala
Pro
Val
505
Leu
Ala
Thr
Ile
Thr
585
Gln
Glu
Gly
Thr
val

665
val

Leu
Val
Gly
250
Thr
Ile
Gly
Asn
Gln
330
Thr
Val
Ala
Asn
Cys
410
Met
Gly
Val
Thr
Asp
490

Tyr
Cys

Tyr
Gly
570
Trp
Cys
Ala
Phe
Trp
650
Arg

Asn

Gly
Gly
235
Pro
Lys
Leu
Ser
Phe
315
Lys
Ser
Ser
Cys
aAla
385
Gln
Val
Tyr
Trp
Gly
475
Val
Gln
Lys
Thr
Thr
555
Glu
Ser
Ser
Pro
Thr
635
Asp
Gln

Thr

Arg
220
Val
Pro
Met
Asn
Ile
300
Ile
Thr
Ala
Gly
Met
380
Gln
Ala
Arg
Val
Thr
460
Arg
Asn
Glu
Glu
Gly
540
Cys
Ser
Gly
His
Tyr
620
Leu
Pro

Ser

Ser

Phe
Thr
Ser
Pro
Gly
285
vVal
Leu
Gly
Val
Gln
365
Phe
Gly
Pro
Phe
Leu
445
Pro
Gln
Ser
Cys
Ile
525
Ser
Asn
Thr
Pro
Val
605
Phe
Lys

Glu

Leu

Cys
685

Pro
Ala
Ser
Val
270
Arg
Thr
Ile
Thr
Gln
350
Lys
Gly
Thr
Pro
Asp
430
val
Pro
Leu
Ser
Gln
510
Thr
Ser
Pro
Ile
Ala
590
His
Tyr
Gly
Ile
Gln

670
Gln

Asn
Asn
Arg
255
Cys
His
Tyr
Gly
335
Cys
Asp
Phe
Trp
Asn
415
Pro
Gly

Val

Leu
Cys
495
Gly
Cys
Leu
Gly
Arg
575
Pro
Ile
Asn
Sex
Pro
655
Glu

Asp

Gly

Phe
240

Cys
Glu
Ile
Thr
Glu
320
Ser
Pro
Arg
Thr
Glu
400
Ile
Gly
Glu
Pro
Thr
480
cly
Thr
Pro
Glu
Pro
560
Cys
Leu
Ala
Asp
Ser
640
Val

Leu

Gly



<210> 27

Tyr
Gly
705
Pro
Asn
Tyr
His
vVal
785
Lys
Asn
Asp
Ile
Gly
865
Asp
Glu
Ser
Lys
Tyr
945
Trp
Leu
Ile

Asp

Ser
1025

<211> 3042

<212> ADN

Gln
690
Ile
Pro
Phe
Leu
Gly
770
Thr
Thr
Pro
Asn
Gly
850
Asn
Gln
Gly
Ser
Met
930
Mekt
Asn
Cys

Thr

Thy

1010

Val

Leu
Trp
Pro
Leu
Leu
755
Ser
Arg
His
Gly
Thr
835
Cys
Ile
Gly
Thr

Pro
915

Tyr

Leu
Pro
Gly
Leu
995

Ser

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Phe

val

Tyx
740
Gly
Txp
Cys

Ser

Phe
820
Trp

Pro

Ala

Trp
900
Ala
Gln
Glu
Pro
Ile
o980
Tyr
Gln

Pro

Gly
Lys
Ile
725
Gly
Glu
Ser
Pro
Ala
acs
Ile
Val
Pro
Arg
Leu
885
Ser
Asp
Tyy
Gly
Leu
965
Ala
val
Lys

Tyr

ES 2392511 T3

His
Lys
710
Val
Asn
Lys
Gly
Asn
720

Tyr
Met
Pro
Pro
Phe
870
Leu
Gln
Met
Giy
Ser
950
Ala
Ala
Ile
Glu

Asn

Ala
695
Ile
Asn
Glu
Lys
Pro
775
Pro
Ser
Asin
Gly
Pro
855
Ser
val
Pro
Asp
Ala
9358
Pro
Val
Gly

Ser

Ala

1015

Tyr
Pro
Cly
Val
Leu
760
Ser
Glu
Hisg
Gly
Val
840
Lys
Pro
Gly
Ala
Gly
920
Val
Gln
Cys

Leu

Lys

1000

Phe

Gln
Leu
Lys
Ser
745
Gln
Pro
Val
Agn
Ser
825
Pro
Thr
Gly

Glu

Met
Cys
His
730
Tyr
Cys
Gln
Lys
Asp
810
Arg
Thr
Pro

Met

Ala

- 890

Pro
aps
Ile
Val
Ser
Arg
Ile
o885
His

His

Pro Ala Ser

1030

His
Gln
Thr
Gln
Ser
970
Leu
Arg

Leu

Cys
Lys
715
Thr
Glu
Axg
Cys
His
785
Ile
Val
Cys
Asn
Ser

875
Leu

Cys
Lys

Leu

Gln
700
Val
Gly
Cys
Ser
Leu
780
Gly
Val
Ile
Met
Gly
86¢
Ile
Leu

Lys

Gly

Asp
Ile
Met
Asp
Asp
765
Arg
Tyr
Tyr
Arg
Lys
845
Asn
Leu
Leu

Glu

Leu

. 825

Glu

- 940

Cys
955
Arg
Leu

Glu

Glu

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 27

83

Gln
Ser
Thr

Arg

Cys
Ser
Leu
Phe

Asn
1005

Ala
His
Met
Gln
750
Ser
Ser
Lys
val
Cys
830
Lys
His
Tyr
Cys
Val
910
Glu
Glu
Asp

Ala

Leu
990

Tyr

Ala Arg Glu

1020

Glu
Cys
Ala
735
Gly
Lys
Pro
Leu
Asp
815
His
Ala
Thr
Ser
Thr
B95
Ash
Pro
Asp
His
Pro
275
Ile

Tyr

Vval

Asn
His
720
Glu
Phe
Gly
Pro
Asn
800
Cys
Thr
Phe
Gly
Cys

880
His

Cys
Arg
Gly
Gln
960
val

Val

Thr

Tyr



atttettgtg accctectcee
atagttcctg gaactgttct
aaggctatct tttgtataag
atatgtgaat ctgtgaataa
atgaataaag gatctaaggc

gccaacttca ccatgaaagg

Ccaacagctc
attcataatg
acatacagtt
tcaggagact
aagtttccca
ttctecetgta
gaacagaaag
ccacctgttce
acagttacct
gagaagacta
ccatattgtg
caaatattat
gaacctggct
gagccaccgg
caaaaagaag
gaccctgget
acacccatta
aagaggcctce
cagttaagtyg
cgtctttgta
tggagttect
ccagaggaaq
agcagaggaa
gtecagtgea
tatttctaca
agtcagatcc
gaaggatgtg
aaaagaacct
gctgagaatg
ccaccaaaaa
aatgaagttt
tgegtaaatg
tcttetecte
actcattetyg
atgaacggca
acttgtatca
catactggtg
caaggcttcc
caacctceecc
cagaagggat
gaggatgggt
aacccetecect
atttctgtgg
cacagagaaa
acacgagaayg

tgccagtety
gacaccacac
gtgaacctgg
gggatggtgt
atgggcaggt
atgaagggta
ccatctggac
gtaatggaag
acacctgtga
tcaattgtac
tactttcaac
ctattttgaa
tcaccttgaa
taccagtgtg
atagttactt
atttactggt
ctceccoccagtg
agaatcagtt
agagtgctta
aagaaatcac
cagaagatgt
gcgtaaaatt
gaggctcctg
cagacgttca
atgatagtgt
ggtgtaaagce
agcctatgag
gtcaaaatgyg
ggacttggtt
ttgcaaatgg
cttatgaatg
attctaaagg
taactcattyg
cattttectca
gccacttgat
gaaaggcttc
ggagtatage
ttatggctgg
ctttttgcaa
ttcaacctgg
ataccttgga
tgactetttg
gectcagecact
gcaattatta
tatattctat

<210> 28

<211> 1014

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2392511 T3

tgaagtcaaa
gaggtacact
tgaaaatcaa
aaccatttct
accattcaga

aagcaaaact
tgagagtgat
aggacagcat
ctatttgcectce
catceccgaca
aaaggaacct
ccaattacaa
taagaagcca
tcatacagac
cccaagccca
tactggtagt
ttctgcagtt
agatagttat
gggcaacagyg
tgaaaaagga
gctecaacttt
gggagaggac
cacagttgca
tattaggaca
tcaactgtgt
ckgcecaccea
cecatatgga
caaactcatce
gagtagcect
tgttgaaaat
gatgttcaag
caataatacc
agtacatggc
ataccagttg
taaaaagatt
tggtcacaca
tgatgaaggg
tecatggetct
ccecgatecca
taatgacata
aaggtgtcat
tttagggtgt
tcgattteee
agaggcacgt
agaggtaaac
gaaaacctat
gggaagtece
caaataccgt
tatcattttg
tacaaagaca
tgatccatat

aatgctegga
tgttcaccta
gtgcatgececa
tgcteagate
catggtgatt

gtctggtgec
ttecctetgg
gttgaccagt
actggaaaaa
tgcaaagagg
ctgagectte
ggacaaccct
gtatgtaaag
agcttttcag
gagaaaggceg
cagaagactyg
ctgtgtttac
tcatataatg
agcattcgat
tgtcaggctce
gaccctggta
actatacatt
gagtgtaage
gctgttaatt
caaggtacaa
cctectgtta
actgtggtca
ggggagcaaa
gctoctetet
ggagtcaagc
tgtgatgatg
tgggatcctg
cttccagatg
actggatata
gaagtttgta
ggcatgatgg
ttctatcttt
tggagtggac
gaagtcaaac
gtacattttg
actaataaca
cagtctccat
cctggaatgt
cttatctgta
tgtagcttcc
cgatttggygg
cagagccagt
aggtggtcaa
atgagtgteg
agacccaaag
aacccagcaa

aaccctatta
gctaccgect
cctgggataa
ccatagtace
ctgtgacatt

aggcaaatga
agtgcccatc
ttgttgctgyg
agacaattaa
cccagtgtga
aggttggcac
ctagtcagtg
azaattctctg
aaaatgtacc
tgagcttcac
ggatctggag
aaccgaagat
acactgtggce
geaatgctea
ctcctaaaat
catccataag
gecaccectga
cagtaggacc
cttcttgtga
ttccttggtt
tacacaacgg
catacatgtg
ccatccactg
gtaaacttte
tcactgacaa
gatatatttt
aaaaaccact
attcacatat
cttatgagaa
cagttattct
caaagcactt
tgggagagaa
cteccaccaca
atggttacaa
tctgcaatca
catggttacc
Ccacaatcce
cagtcatgta
cteatgaggyg
ctgaagatac
ctactgtgac
gccaggatga
ctattecctet
gctitctgtat
aaggagctcet

gc

<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 28

84

ttctettece
cattggagaa
agctcctect

agggggatte
tacctgtaaa

aatgtgggga
acttccaacg

gttgtctgtg
gtgcttatct
acatccagga
aactgtgtac
tgtaattgtt
cccaccacct
atatggaagc
tcttattgga
tggccectget
caaaagagygyg
attttcttgt
tggcacatgg
tatcaatggg
atatagctgt
ggggaagtgg
acatctcttt
tgaagggttc
tatagaaatc
gacacataca
ctatcctygy
tacaagtgac
ccteoeccaget
taaagccecca
gagtggaagce
ttgtaaaaaa
aaaactagtg
gtgtcaaaat
ctgtcaacct
cctatatgga
aagtttgcag
atgcttacaa
actcaataaa
aggecttcatc
aggtgtacca
caatgggaat
cagttgctac
tacctggagt
aaatggaatc
tctggaatgt
cagecaatgg
tatttgtggt
gatattaaaa
tcatttagaa

60

120
180
240
300

360

420

480

540

600

€60

720

780

640

S¢0

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15860
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24860
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3042
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Ile Ser Cys Asp Pro Pro Pro Glu Val Lys Asn Ala Arg Lys Pro Tyrx
1 5 10 15
Tyr Ser Leu Pro Ile Val Pro Gly Thr Val Leu Arg Tyr Thr Cys Ser
20 25 30

Pro Ser Tyr Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ala Ile Phe Cys Ile Ser Glu
. 35 40 45
Asn Gln Vval His Ala Thr Trp Asp Lys Ala Pro Pro Ile Cys Glu Ser
S0 55 60
Val Asn Lys Thr Ile Ser Cys Ser Asp Pro Ile Val Pro Gly Gly Phe
65 70 75 80
Met Asn Lys Gly Sex Lys Ala Pro Phe Arg His Gly Asp Ser Val Thr
85 S0 95
Phe Thr Cys Lys Ala Asn Phe Thr Met Lys Gly Ser Lys Thr Val Trp
100 105 110
Cys Gln Ala Asn Glu Met Trp Gly Pro Thr Ala Leu Pro val Cys Glu
115 120 125
Ser Asp Phe Pro Leu Glu Cys Pro Ser Leu Pro Thr Ile His Asn Gly
130 135 140
His His Thr Gly Gln His Val Asp Gln Phe Val Ala Gly Leu Ser Val
145 150 155 i60
Thr Tyr Ser Cys Glu Pro Gly Tyr Leu Leu Thr Gly Lys Lys Thr Ile
165 170 175
Lys Cys Leu Ser Ser Gly Asp Trp Asp Gly Val Ile Pro Thr Cys Lys
180 . - 185 . 130 :
Glu Ala Gln Cys Glu His Pro Gly Lys Phe Pro Asn Gly Glu Val Lys
i95 - ' 200 205
Glu Pro Leu Ser Leu Gln Val Gly Thr Thr Val Tyr Phe Ser Cys Asn
210 21s - 220 :
Glu Gly Tyr Gln Leu Gln Gly Gln Pro Ser Ser Gln Cys Val Ile Vval
225 230 : : 235 240
Glu G1ln Lys Ala Ile Trp Thr Lys Lys Pro Val Cys Lys Glu Ile Leu
245 - 250 : 255
Cys Pro Pro Pro Pro Pro Val Arg Asn Gly Ser His Thr Gly Ser Phe
260 265 - 270
Ser Glu Asn Val Pro Tyr Gly Ser Thr Val Thr Tyr Thr Cys Asp Preo
275 280 : 285
Ser Pro Glu Lys Gly Val Ser Phe Thr Leu Ile Gly Glu Lys Thr Ile
290 295 300
Asn Cys Thr Thr Gly Ser Gln Lys Thr CGly Ile Trp Ser Gly Pro Ala
305 310 : 315 320
Pro Tyr Cys Val Leu Ser Thr Ser Ala Val Leu Cys Leu Gln Pro Lys
328 330 335
Ile Lys Arg Gly ¢ln Ile Leu Ser Ile Leu Lys Asp Ser Tyr Ser Tyr
340 345 350
Asn Asp Thr val Ala Phe Ser Cys Glu Pro Gly Phe Thr Leu Lys Gly
a585 360 365
Asn Arg Ser Ile Arg Cys Asn Ala His Gly Thr Trp Glu Pro Pro Val
370 375 380
Pro Val Cys Glu Lys Gly Cys Gln Ala Pro Pro Lys Ile Ile Asn Gly
38S - 390 385 400
Gln Lys Glu Asp Ser Tyr Leu Leu Asn Phe Asp Pro Gly Thr Ser Ile
405 410 415
Arg Tyr Ser Cys Asp Pro Gly Tyr Leu Leu Val Gly Glu Asp Thr Ile
420 425 430
His Cys Thr Pro Glu Gly Lys Trp Thr Pro Ile Thr Pro Gln Cys Thr
435 449 445
val Ala Glu Cys Lys Pro Val Gly Pro His Leu Phe Lys Arg Pro Gln
450 455 460
Asn Gln Phe Yle Arg Thr Ala Val Asn Ser Ser Cys Asp Glu Gly Phe
465 470 475 480
Gln Leu Ser Glu Ser Ala Tyr Gln Leu Cys Gln Gly Thr Ile Pro Trp
485 490 495
Phe Ile Glu Ile Arg Leu Cys Lys Glu Ile Thr Cys Pro Pro Pro Pro
500 505 510

85



val

Tyr
Val
545
Ser
Ser
Lys
Phe
Cys
625
Glu
Ile
Tyr
Lys
Ala
705
Asn
Lys
Gly
Asp
Fhe
785
Met
Pro
Pro
Phe
Met
865
Gln
Thr
Gly
Ser
Ala
945

Ile

Met

Ile
Gly
530
Lys
Arg
Leu
Leu
Lys
610
Lys
Gly
Lys
Thr
Ile
690
Asn
Glu
Ser
Pro
Pro
770

Ser

Asn

Gly

Ser
Pro
850
Ala
Pro
Asn
Ala
Pro
930
Leu

Ser

Ile

His
515
Thr
Phe
Gly
Pro
Thr
595
Cys
Bla
Cys
Leu
675
Glu
Gly
Val
Leu
Pro
755
Glu
His
Gly

val

Thr.

835
Pro

Gly
Pro
Gly
Thr
915
Gln
Cys
Val

Leu

Asn
val
Lys
Arg
Ala
580
Asp
Asp
Asn
Glu
Val
660
Glu
Val
Gly
Ser
Gln
740
Pro
val
Asn
Ser
Pro
820
Ile
Gly
Glu
Pro
Ile
900
Val
Ber
Lys
Gly

Lys
980

Gly
val
Leu
Gly
565
Val
Asn
Asp
Bsn
Pro
645
Lys
Lys
Cys
His
Tyr
725
Cys
Gln
Lys
Asp
His
B8OS
Thr
Pro
Met
Ala
Phe
885
Gln
Thr
Gln
Tyr
Ser

965
His

ES 2392511 T3

Thr
Thyr
Ile
550
Ser
Gln
Lys
Gly
Thr
630
Met
Arg
Cys
Thr
Thr
710
Glu
val
Cys
His
Ile

790
Leu

Cys
Asn
Ser
Arg
B70
Cys
Lys
Leu
Cys
Arg

950
Ala

His
Tyx
535
Gly
Trp
Cys

Ala

Tyr
615
Trp
Arg
Thr
Gln
Val
695
Gly
cys
Asn
Leu
Gly
775
Val
Tle
Ile
Gly
Vval
B55
Leu
Lys
Gly
Glu
Gln
935
Arg

Leu

Glu

Thr
520
Met
Glu
Ser
Thr
Pro
600
Ile
Asp
Val
Cys
Asn
680
Ile
Met
Asp
Asp

Gln
760

Tyr
His
Arg
Arg
Asn
840
Met
Ile

Glu

Phe

Cys
920
Asp
Trp
Ile

Ser

86

Trp
Cys
Gln
Ser
Asp
585
Leu

Pro

Gln
665
Ala
Leu
Met
Glu
Ser
745
Ser
Lys
Phe
Cys
Lys
825
His
Tyr
Cys
Val
Gln
205
Glu
Asp
Ser

Ile

Asn
ags

Ser
Tyr
Thr
Pro
S70
Val
Phe
Ser
Glu
Gly
650
Asn
Glu
Cys
Ala
Gly
730
Lys
Ser
Leu
Val
His
810
Ala
Thr
Ser
Thr
Asn
830
Pro
Asp
Ser

Thr

Leu
S70
Tyxr

Ser
Pro
Ile
555
Ala
His
Tyr
Gly
Lys
635
Leu
Gly
Asn
Gln
Lys
715
Phe
Gly
Pro
Asn
Cys
795
Thr
Ser
Gly
Cys
His
875
Cys
Gly
Gly
Gln
Ile

955
Met

Ser
Gly
540
His
Pro
Val
Asn
Ser
620
Pro
Pro
Tyr
Gly
Pro
700
His
Tyr
Hisg
Leu
Lys
780
Asn
Asn
Leu

Gly

Tyr
B60O
Glu
Ser
Lys
Tyr
Trp
240
Pro

Ser

Thr

Giu
525
Pro

Cys
Leu
Glu
AsSp
605
Ser
Leu
Asp
Gln
Thr
685
Pro
Phe
Leu
Gly
Thr
765
Thr
Gln
Asn
Gly
Ser
B45
Glin
Gly
Phe
Thr
Thr
925
Asn
Leu

Val

Lys

Asp
Glu
Thr
Cys
Asn
5390
Ser
Gln
Cys
Asp

Leu
670

Trp
Pro
Leu
Leu
Ser
750
His
His
Gly
Thr
Cys
830
Ile
Gly
Thr
Pro
910
Leu
Pro
Ile

Gly

Thr
990

Val
Glu
Ser
Lys
575
Gly
Val
Ile
Lys
Ser
655
Thr
Phe
Lys
Tyr
Gly
735
Trp
Cys

Ser

Phe

Trp
815
Gln
Ala
Phe
Trp
Glu
895
Arg
Glu
Pro
Cys
Phe

975
Arg

Pro
Gly
Asp
560
Leu
Val
Met
Arg
Lys
640
His
Gly
Lys
Ile
Gly
720
Glu
Ser
Pro
Ala
Ile
800
Leu
Ser
Arg
Leu
Ser
ago
Asp
Phe
Gly
Leu
Gly
960

Cys

Pro
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Lys Glu Gly Ala Leu His Leu Glu Thr Arg Glu Val Tyr Ser Ile Asp

995 1000 1008
Pro Tyr Asn Pro Ala Ser
1010
<210> 29
<211>1033
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial:/nota = construccién sintética

<400> 29

Met Gly Ala Ala Gly Leu Leu Gly Val Phe Leu Ala Leu Val Ala Pro
1 5 10 15
Gly Val Leu Gly Ile Ser Cys Gly Ser Pro Pro Pro Val Leu Asn Gly
20 : 25 30
Arg Ile Ser Tyr Tyr Ser Thr Pro Ile Ala Val Gly Thr Val Ile Arg
35 40 45
Tyr Sexr Cys Ser Gly Thr Phe Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ser Leu Leu
50 55 60
Cys Ile Thr Lys Asp Lys Val Asp Gly Thr Trp Asp Lys Pro Ala Pro
65 70 75 80
Lys Cys Glu Tyr Phe Asn Lys Tyr Ser Ser Cys Pro Glu Pro Ile Val
85 S0 85
Pro Gly Gly Tyr Lys Ile Arg Gly Ser Thr Pro Tyr Arg His Gly Asp
100 105 110
Ser Val Thr Phe Ala Cys Lys Thr Asn Phe Ser Met Asn Gly Asn Lys
115 120 125
Ser Val Trp Cys Gln Ala aAsn Asn Met Trp Gly Pro Thr Arg Leu Pro
130 135 140
Thr Cys Val Ser Val Phe Pro Leu Glu Cys Pro Ala Leu Pro Met Ile
145 150 155 16¢
His Asn Gly His His Thr Ser Glu Asn Val Gly Ser Ile Ala Pro Gly
165 170 175
Leu Ser Vval Thr Tyr Ser Cys Glu Ser Gly Tyr Leu Leu Val Gly Glu
180 - 185 150 ‘
Lys Ile Ile Asn Cys Leu Ser Ser Gly Lys Trp Sexr Ala Val Pro Pro
195 200 205
Thr Cys Glu Glu Ala Arg Cys Lys Ser Leu Gly Arg Phe Pro Asn Gly
210 ’ 215 220
Lys Val Lys Glu Pro Pro Ile Leu Arg Val Gly Val Thr Ala Asn Phe
225 230 2358 240
Phe Cys Asp Glu Gly Tyr Arg Leu Gln Gly Pro Pro Ser Ser Arg Cys
245 250 255
val Ile ala Gly Gln Gly Val Ala Trp Thr Lys Met Pro Val Cys Glu
280 265 270
Glu Ile Phe Cys Pro Ser Pro Pro Prc Ile Leu Asn Gly Arg His Ile
275 2BO 285
Gly Bsn Ser Leu Ala Asn Val Ser Tyr Gly Ser Ile val Thr Tyr Thr
290 295 300
Cys Asp Pro Asp Pro Glu Glu Gly Val Asn Phe Ile Leu Ile Gly Glu
305 310 31s 320
Ser Thr Leu Arg Cys Thr Val Asp Ser Gln Lys Thr Gly Thr Trp Ser
325 330 335
Gly Pro Ala Pro Arg Cys Glu Leu Ser Thr Ser Ala Val Gln Cys Pro
340 345 350
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His
TYyr
Leu
385
Pro
Leu
Thr
Glu
Gln
465
Lys
Glu
Ile
Pro
Asp
545
Glu
Thr
Cys
Asn
Thr
625
Gln
Cys
Pro
Tyr
Gly
705
Pro
Asn
Tyr
His
Val
785

Lys

Asn

Pro
Thxy
370
Lys
Ber
Asn

Ser

Ser
450

Cys
Pro
Gly
Pro
Pro
530
Phe
Arg
Ser
Lys
Gly
610
val
Ile
Glu
Ala
Gln
690
Ile
Pro
Phe
Leu
Gly
770
Thr

Thr

Pro

Gln
355

Tyr
Gly
Ala
Gly
Ile
435
Ile
Lys
Gln
Tyr
Trp
515
Pro
Pro
Gly
Asn
Leu
595
Tyr
Thr
Arg
Lys
Gly

675
Leu

Trp
Pro
Leu
Leu

755
Ser

His

Gly

Ile
Asn
Serxr
Pro
Gln
420
Lys
Gln
val
His
Lys
500
Phe
val
Tyr
val
Asp
580
Ser
Lys
Phe
Cys
Glu
660
Ser
Thr

Phe

Val

Tyxr
740
Gly
Trp
Ccys

Ser

Phe
820

Leu
Asp
Lys
val
405
Lys
Tyr
Cys
Ala
Gln
485
Leu
Met
Ile
Gly
Glu
565
Gln
Leu
Ile
Lys
Lys
645
Thr
Arg
Gly
Lys
Tle
725
Gly
Glu
Ser
Pro
Ala

805
Ile

ES 2392511 T3

Thr
Gln
380
Cys
Glu
Ser
Thr
Ala
470
Phe
Ser
Glu
Tyxr
Thr
550
Phe
Glu
Leu
Ser
Cys
630
ala
Cys
val
His
Lys
710
Val
Asn
Lys
Gly

Asn
790

Tyr

Met

Gly
Val
375
Ile
Glu
Asp
Cys

Ser
455

Cys
val
Gly
Ile
Asn
535
Thr
Ser
Arg
Ala
Gly
615
Asp
Gln
Glu
Ala
685
Ile
Asn
Glu
Lys
Pro
775
Pro

Ser

Asn

Arg
360
Ile
Arg
Lys
Arg
Asn
440
Glu
Glu
Arg
Ser
Arg
5240
Gly
Val
Leu
Gly
Val
600
Lys
Ser
Asn
His

Leu
680

Tyr
Pro
Gly
Val
Leu
760
Ser
Glu
His

Gly

88

Met
Phe
Cys
Glu
His
425
Pro
Gly
Ala
Pro
val
505
Leu
Ala
Thr
Ile
Thr
585
Gln
Glu
Gly
Thr
Val
665
Val
Gln
Leu
Lys
Ser
745
Glin
Pro
val

Asn

Ser
B25

val
Ala
Asn
Cys
410
Met
Gly
val
Thr
Asp
4390

Tyx

Cys

His

Gly
570
Trp
Cys
Ala
FPhe
650
Arg
Asn
Met
Cys
His
730
Tyr
Cys
Gln
Lys
Asp

810
Arg

Ser
Cys
Ala
395
Gln
val
I‘yr
Trp
Gly
475
Val
Gln
Lys
Thr
Thr
555
Glu
Ser
Ser
Pro
Thr
635
Asp
Gln
Thr
Cys
Lys
715
Thr
Glu
Arg
Cys
His
795
Ile

Val

Gly
Met
3280
Gln
Ala
Arg
Val
Thr
460
Arg
Asn
Glu
Glu
Gly
540
Cys
Ser
Gly
His
620
Leu
Pro
Ser
Ser
Gln
700
Val
Gly
Cys
Sexr
Leu
780
Gly

Val

Ile

Gln
365
Phe
Gly
Pro
Phe
Leu
445
Pro
Gln
Ser
Cys
Ile
525
Ser
Asn
Thr
Pro
Val
605
Phe
Lys
Glu
Leu
Cys
685
Asp
Ile
Met
Asp
LAsp
765

Arg

Tyr

Arg

Lys
Gly
Thr
Pro
Asp
430
Val
Pro
Leu
Ser
Gln
510
Thr
Ser
Pro
Ile
Ala
5590
His
Tyr
Gly
Ile
Gln
670
Gln
Bla
His
Met
Gln
750
Ser
Ser
Lys

val

Cys
B30

Asp
Phe
Trp
Asn
415
Pro
Gly
Val
Leu
Cys
495
Gly
Cys
Leu
Gly
Arg
575
Pro
Ile
AsSn
Ser
Pro
655
Glu
Asp
Glu
Cys
Ala
735
Gly
Lys
Pro
Leu
Asp

B15
His

Arg
Thr
Glu
400
Ile
Gly
Glu
Pro
Thr
480
Gly
Thr
Pro
Glu
Pro
560
Cys
Leu
Ala
Asp
Ser
640
val
Leu
Gly
Asn
His
720
Glu
Phe
Gly

Pro

Asn
BOO

Cys

Thr



Asp
Ile
Gly
865
Asp

Glu

Lys
TYr
945
Trp
Leu

Ile

Asp

Asn
Gly
850
Asn
Gln
Gly
Sex
Met
930
Met
Asn
Cys
Thr

Thr
1010

Thr
835
Cys
Ile
Gly
Thr

Pro
915

Tyr
Leu
Pro
Gly
Leu

995
Ser

Ser Val Asp

1025

Trp
Pro
Ala
Tyr
Trp
900
Ala
Gln
Glu
Pro
Ile
980
Tyr
Gln

Pro

vVal
Pro
ATy
Leu
885
Ser
Asp
Tyr
Gly
Leu
965
Ala
Val
Lys

Tyr
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Pro
Pro
Phe
870
Leu
Gln
Met
Gly
Ser
950
Ala
Ala
Ile
Glu

Asn
1030

Gly Val pro
840

Pro Lys Thr

855

Ser-'Pro Gly

val Gly Glu

Pro Ala Pro
: 205
Asp Gly Ile
920
Ala Val val

935
Pro Gln Ser

val Cys Arg

Gly Leu Ile
985
Ser Lys His
2000
Ala Phe His
1015
Pro Ala Se

89

Thr
Pro
Met
Ala
890
His
Gln
Thr
Gln
Ser
970
Leu

Arg

Leu

Cys
Asn
Ser
875
Leu
Cys
Lys

Len

Cys
9585
Arg
Leu

Giu

Glu

Met
Gly
860
Ile
Leu
Lys
Gly
Glu
940
Gln
Ser
Thr
Arg

Ala

- 1020

Lys Lys
845
Asn His

Leu Tyr
Leu Cys

Glu val
210

Leu Glu

925

Cys Glu

Ser Asp
Leu Ala

Phe Leu
950
Asn Tyr
1005
Arg Glu

Ala
Thr
Ser
Thr
895
Asn
Pro
Asp
His
Pro

375
Ile

Tyr

Val

Phe
Gly
Cys
880
His
Cys
Arg
Gly
Gln
260
val

Val

Thr

Tyr
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende un constructo, en la que el constructo comprende:

(a) una CR2 o un fragmento de la misma, en el que el fragmento contiene al menos los dos primeros
dominios de repeticiones de consenso cortas (SCR) N-terminales de la proteina CR2; y

(b) un modulador de la actividad del complemento, en el que la modulacién de la actividad del complemento
comprende un inhibidor del complemento o fragmento del mismo, en el que dicho inhibidor del
complemento se selecciona del factor acelerador del decaimiento (DAF), CD59 humana, CD59 de ratén,
Crry, proteina cofactor de membrana (MCP), receptor 1 del complemento (CR1) y un anticuerpo anti-C5, en
el que el fragmento del mismo comprende SCRs 1-4 de DAF, SCRs 2-4 de DAF, CD59 humana soluble sin
su anclaje de glucofosfatidilinositol, CD59 de ratén soluble sin su anclaje de glucofosfatidilinositol, SCRs 1-5
de Crry, SCRs 1-4 de MCP, SCRs 1-4 de CR1, SCRs 8-11 de CR1, SCRs 15-18 de CR1 o el sitio de unién
C1q de CR1.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la CR2 o su fragmento comprende los cuatro dominios de SCR N-
terminales de la proteina CR2.

3. La composicion de la reivindicacion 1 6 2, en la que la CR2 comprende una proteina CR2 de longitud completa.
4. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el constructo es una proteina de fusion.

5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que la CR2 o su fragmento se fusiona al término N o al término C del
inhibidor del complemento o su fragmento.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion comprende SEC ID
NO: 10, SEC ID NO: 6, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 8 SEC ID NO: 17, SEC ID NO: 16 o SEC ID NO: 14.

7. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el inhibidor del complemento o su fragmento es CD59 murina,
CD59 murina sin su anclaje de glucofosfatidilinositol, CD59 humana sin su anclaje glucofosfatidilinositol, o CD59
humana.

8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para uso en un método para tratar una
afeccion afectada por el complemento.

9. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para uso en un método para tratar una infeccion
virica, una infeccioén fungica o una afeccién inflamatoria.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en la que la afeccidn inflamatoria es apoplejia o lesién por reperfusion
isquémica.

11. Una secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion de la reivindicacion 4.
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FIGURA 2

92



Numero de células
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200 r; Constructos de DAF
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FIGURA 3
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Unidades de respuesta normalizadas
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a. Lisis de células de CHO
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a. Lisis de células de CHO
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Células U937 unidas/eritrocito
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FIGURA7
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Secuencia: CR2DAF Longitud: 1530
ATT TCT TGT GGC TCT CCT CCG CCT ATC CTA AAT GGC EGG {\TT IS\GT 45

|l s ¢ 6 s p P P I L N &
TAT TAT TCT ACC cce ATT GCT GTT GGT ACC GTG ATA AGG TAC AGT 80
Y Y S P A 6 T ] R Y S
EGT 'IS'CI\ gGT ACC TTC CGC ETC ille' GGA EM AI\A éGT CTA ETA EGC 135
G
ATA ACT MA SAC QAA GTG gAT GGA _IF.CC ;!;GG GAT I\M [()ICT ECT SCT 180
D
AI\A TGT GAA TAT TTC AAT FAA TAT TCT TCT TGC CCT GAG CCC ATA 225
K C E N K Y S5 S E P 1
GTA l(J)CI\ GGA GGA TAC {(U\A A;\TT AGA GGC TCT _?CA CCC ;II'AC AGA }(‘IAT 270
GGT l()%!"\T TCT GTG ~lACA T GCC TGT AAA _Ir\CC QAC ETC TCC ATG ﬁAC 315
G
GGA ﬁAC QAG TCT GTT TGG '(I:'GT SAA GCA AAT AAT ATG TGG gGG CCG 360
6 v
ACA CGA CTA CCA ACC TGT GTA AGT GTT TTC CCT CTC GAG TGT CCA 405
T R P T S P L E C P
GCA CTT CCT ATG ATC LA(. AM GGA CAT CAC ACA AGT GAG AAT GTT 450
A L P ®H 1 H N G H H T S E N V
GG TCC II\TT -GCT CCI\ gGA [TG gCT GTG ?CT $AC AGC TGT (E§AA TCT 495
G.
gGT '\II'AC ;I_TG E'IT GTT GGA GAA ﬁAG ?TC i[&TT ﬁAC TGT {I’G }'CT TCG 540
GGA QAA 166 }S\GT GCT GTC CCC CCC 1A_CA EGT EAA (E;AG GCA IIQ:GC TGT 585
A
AAA TCT CTA GGA' CGA Tl'T CCC AAT GGG AAG GTA ARG GAG CCT CCA 630
K L G R F P N G K K E P P
ATT ETC gGG GIT GGT GTA 1.@(IT GCA ﬁAC PT ;TC T6T I(J;AT SAA GGG 675
G
'TAT gGA (L‘.'T G 8#\}\ gGC '(;CA CCT 'SI'CT AGT lgGG 'l(;GT GTA ATT GCT gGA 720
8/\6 GGA GTT GCT ;FGG _l;u_CC QAA ATG SCA GTA TGT GGA GGT GGG TCG 765
Y
gﬁT GGC gGC GGA TCC GAC TGT GGC CTF ECC CCA GAT GTA gCT ﬁAT 810
GCC gAG CCA GCT 1L’TG EAA GGC SGT _IIX_CA AGT 'IFTT CCC GAG GAT %CT 855
AGTA RTA ACG ‘TAC AAA TGT GAA GAA AGC T[T GTG AN\ ATT CCT GGC 900
| T Y K € E E_ S F )
EAG ARG: SAC ‘TCA GTG IIXTC '(I:'GC Eﬂ QAG gGC AGT SAA TEG 'IS'CA GAT 945
ATT GAA GAG TTC TGC ART CGT AGC TGC GAG GTG CCA J\CA ‘AGG CT A 990
i E E F C N S C E P T R _L
.AAT CcT° GCA TCC CTC AAA CAG CCT TAT ATC ACT CAG ART TAT TTT 1035
S S L e P Y | T Q@ N Y F
CCA GT C GGT ACT GTT GTG GAA TAT GAG TGC CGT CCA GGT TAC AGA 1080
P T V. E Y E £ R P G Y R
ﬁGA gAA (PICT gCT CTA gCA CCA AAA CTA _IPCT TGC ETI' 8AG rl\"J\T '{TA 1125
AAA TGG TCC _IACA GCA GTC GM\ TIT TGT AAA AAG AAA TCA TGC SCT 1170
AAT CCG GGA EAA ?TA CGA MT gGT 8AG !'ﬂT GAT GTA gCA gGT SGC 1215.
. II\TA ETA TIT ((;;GT GCA _II}CC ATC ECC TIC gCA EGT ﬁl\c 1@0!{ gGG TAC 1260
AR TTA TT'T GGC TCG ACT TCT AGT TTT TGT .CTT A'IT TCA GGC AGC 1305
K L F 6 S T S F C L S 6
TCT GTC CAG ;GG IS\GT GAC CCG P'G CCA (ESAG TGC ,SGA EAA IIKTT ;AT 1350.
Q
TGT CCA GCA CCA gCA 8AA lllTT GAC AAT GGA /ll.TA ?TT 8AA gGG EAA 1395°
CGT GAC CAT TAT GGA TAT AGA CAG TCT GTA ACG TAT GCA TGT AAT 1440
D R ¥ a s T Y A C N
?AA GGA ;TC ?CC {:TG II\TT GGA EAG CAC gCT l'\'IT ;AT '(I;GT _}?CT GTG 1485
AAT N\T GAT GA\ GGA GAG TGG AGT GGC CCA CCA CCT GAA TGC AGA 1530
N E 6 E S P P P E C R
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Secuencia: CR2CD59 Longitud: 1002
ATT TCT TGT GGC TCT CCT CCG CCT ATC CTA AAT GGC CGG ATT AGT 45
l § ¢ G S P.P-P I L N G R I S
TAT TAT TCT ACC CCC ATT GCT GTT GGT ACC GT.G ATA AGG TAC AGT 90
Yy Yy s 1T P }) A V 6 T V I R Y S
TGT TCA GGT ACC TTC CGC CTC ATT GGA GAA AAA AGT CTA TTA TGC 135
¢ s 6 T F R L )1 6 E K S L L C

ATA ACT ARA GAC AAA GTG GAT GGA ACC TGG GAT AAA CCT GCT CCT 180
! T K D K v D G T W D K P A P
AMR TGT GAA TAT TTC AAT ARA TAT TCT TCT TGC CCT GAG CCC ATA 225
K ¢ E Y F N K VY S s ¢ P E P |
GTA CCA GGA GGA TAC AAA ATT AGA GGC TCT ACA CCC TAC AGA CAT 270
v 2 6 6 Y X +y R G S T P Y R H
GGT GAT TCT GTG ACA TIT GCC TGT AAA ACC AAC TTC TCC ATG AAC 315
G D S V T F A €C K T N F s ¥ N
GGA AAC AAG TCT GTT TGG TGT CAA GCA AAT AAT ATG TGG GGG CCG 360
6 N K S Vv w C o A N N ¥ W 6 P
ACA CGA CTA CCA ACC TGT'GTA AGT GTT TTC CCT CTC GAG TGT CCA 405
T R L P T C V S V F P L E C P
GCA CTT .CCT ATG ATC CAC AAT GGA CAT CAC ACA AGT GAG AAT GTT 450
AL P MM L H N G H H T S-FE N V
GGC TCC ATT GCT CCA GGA TTG TCT GTG ACT TAC AGC TGT GAA TCT 495
6 S I A PGB L S ¥ T Y S € E S
GGT TAC TTG CTT GTT GGA GAA AAG ATC ATT AAC TGT TTG.TCT TCG 540
6 Y L L ¥V 6 FE K I + N C L s s
GGA AARA TGG AGT. GCT GTC-CCC CLC ACA TGT GAK GAG TGCA £6C TGT 585
G K W S A vV P P T CTETEATRSTCEC
AAK TCT CTA GGA CGA TTT CCC AAT GGG -AAG GTA AAG GAG .CCT CCA 630
K. S L 6 R F P N G K V K E P P
ATT CTC CGG°GIT GGT GTA ACT GCA AAC TTT TTC TGT GAT-GAA GGG 675
{ L RV 6 VY T-ANTFTFCDE G
“TAT CGA CTG CAA GGC CCA CET TCT AGT CG6G TGT GTA ATT GCT GGA 720
Y R L Q@ 6 P P & S R € V 1 A G
CAG GGA GTT GCT TGG ACC AAA ATG CCA GTA TGT TCA GGA GGA GGA 785
Q 6V A W T K ¥ P NV T S & G 6
GGT_TCC CTG CAG TGC TAC AAC TGT CCT AAC CCA ACT GCT™ GACTGC 810
6 S L @ C ¥ N C P NP T A D C
AAA ACA GCC GTC AAT TGT TCR-TCT GAT TIT GAT GCG TGT -CTC ATT 85%
K T A YV N € S s D F D A T L I
ACC AAR GCT GGG TTA CAA.GIG TAT AAC -AAG TGT TGG AAG TTT GAG 900
T K A 6 L @ ¥ Y N K C W ¥ F E
CAT TGC AAT TTC AAC GAC GTC ACA ACC ‘CGC:TTG AGG GAR AAT GAG 945
H C N F N DV T TRLRE N E
CTA ACG TAC TAC TGC TGC AAG AAG GAC CTG TGT AAC TTT AAC GAA 990
L T Y Y ¢ € K K DL £ N F N E

CAG CTT -GAA AAT 1035
Q L E N

FIGURA 9
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gA(, EGT GGC- CTT CCC CCA GAT

EM gGC FfiGT ACA AGT TTT CCC GAG GAT ACT BTA ATA ACG TAC QAA 90
TGT EAA GAA éGC T \(}TG lI(U'U\ ATT CCT gGC GAG QAG GAC 1S'CA \(/?TG 135
}I\TC EGC CTT AAG GGC AGT 8}1}1 TGG TCA gAT I!XTT [E;AA GAG ;[_TC '(l:'GC 180
ﬁAT gGT éGC 'CI‘GC (E;AG ‘(l;TG gCA ACA AGG ETA AT TCT ECA TCC ETC 225
)léAA 8AG ECT ‘_'YMT I'\TC ACT (()IAG QAT 'YFAT ;I;IT I(J:CA \(7‘TC gGT ACT \['iﬂ' 270
‘(l?TG %AA {AT GAG TGC CGT CCA GGT JAC ,,gGR ﬁGA GAA gCT gCT ETA 315
ECA ECA ARA ETA ACT EGC [LITT CAG ﬁAT TTA AAA TGG TCC ACA ECA 360
GTC GAA TTTTGT AAA AAG ARA TCA TGC CCT AAT CCG GG!-\ GAA ATA 405
v E C K_K K s C P N P |

CGA ,l‘\JAT GGT CAG ATI' GAT (:M gCA GGT G6C .“{IH ETA 'II:T' guT guA 450
ACC lliTC TCC TTC TCA EGT AAC %CA GGG TAC AAA TTA TTT GGC gCG 495
%CT TCT AGT ;TT EGT CTT ATT TCA GGC éGC IcT GTC 8AG \1;66 JSXGT 540
gAC gCG II'G CCA EAG EGC }&GA GAA ilﬂT TAT TGT CCA GCA CCA CCA 585
CAA II\TT [()iAC AAT SGA ATA {\TT 8M GGG EAA gGT SAC f(;.lﬂ" };AT GGA 630
TAT éGA 8AG TCT ‘(I;TA ACG ;}\T ECA T6T ﬂAT ,I(\AA GGA }T:TC ACC ATG 675
IIUT SGA (E§AG gAC TCT ATT TAT T6T _l}CT GTG AAT AAT GAT GAA GGA 720
EAG &GG éGT gGC gCA gCA gCT GAA EGC ﬁGA TCC TCT GGT GGC GGT 765
EGLZ CG_GGC GGA GGT GGG TCG GGT GGC GGC GGA TCC IJATT TCT TGT 810
gGC TcT gCT CCG CCT ATC CTA AAT GGC CGG ATT AGT TAT TAT TCT 855
ACC CCC ATT GCT GTT GGT ACC GTG ATA AGG TAC AGT TGT JCA GGT 900
ICC ?TC (lIGC éTC XTT gGA &A XAA /I\GT gTA )I(TA %GC ETA ACT AAR 945
SAC :(:AAA §TG 'gi\T LG;GA ACC E{GG gAT AM éCT I(%CT §CT l’\AA :i[GT éAA 990
TAT TTC AAT AAA TAT TCT TCT'TGC CCT GAG.CCC ATA GTA CCA GGA 1035
GGA 1EAC AAA k’l’l’ XGA EGC %CT lc\;CA ECC %AC EGA (‘EAT gGT EAT 'EF;CT 1080;
§TG XCA !I(TT }(!\;CC T6T {(&AA ACC ﬁAC ’IETC TCC ATG HAC gGA lSAC EAG 1125
TCT \G,'I'T LTIGG EGT CAA GCA AAT AAT ATG \];GG gGG gCG _/}CA gGA ETA 1170
,glCA IT\CC '(I:'GT \(/;TA AGT ‘(;TT TTC CCT CTC GAG TGT CCA GCA.CTT CCT 1215
{\TG I]\TC gAC ART GGA CAT CAC. %CA 1S\GT GAG AAT GTI' GGC. gCC i,\'lT 1260
GCT CCA gGA 176 TICT G'TG ACT: TAC AGC EGT EAA gCT SGT ;AC ETG 1305
ETT \L[?'ngGA (E.;AA AAG JliTC ATT AAC TGT TT6 gCT TCG GGA AAA. %GG 1350
AGT ECT {E,TC gCC cce %CA EGT EAA EAG gCA,CGC T6T AAR TCT ETA 139?‘
gGA EGA TIT ¢CC ﬁm’, .gGG AAG.\CISTA f(\AG (EiAG gCT CCA ATT ETC EGG 1440.
GTT gGT \L}TA ACT ECA AAC PT TTC 16T EAT EAA GGG TAT ‘gGA CTG 1485
CAA GGC CCA CCT TCT AGT CGG TGT ‘(;'TA ATT GCT GGA 8AG GGA GTT 1530

G P P S C
GCT TGG %CC QM ATG CCA GTA '(I:'GT 1554

Secuenma DAFCR2
n(?ﬂ CCT ot S0C CAG Gk GCT TT6 45

FIGURA 10
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Secuencia: (D59CR2 Longitud: 1035

CTG
L
GCC
A
GCT
A
AAT
N
TAC
Y
GAA
E
GGC
G
GGC
G
ATA
|
AGT
s
ARA
K
CCT
P
CCl
P
TIC
F
ATG
M:
CTC
L
AGT
N
AGC
S
TGT
C
GAG
E.
ARG
K
TGT
C

CAG TGC TAC AAC TGT CCT AAC CCA ACT GCT GAC TGC AAA ACA 45
@ ¢C Yy N C P N P T A D C K T
GTC- AMAT TGT TCA TCT GAT TTT GAT GCG TGT CTC ATT ACC AAA 80
vV N € S s D F D A C L 1 T K
GGG TTA CAA GTG TAT AAC AAG TGT TGG AAG TTT GAG CAT TGC 135
6 L g v v ¥ K ¢ %W K F E H C
TTC AAC GAC GTC ACA ACC CGC TTG AGG GAA AAT GAG CTA ACG 180
F NDV TTRULRENTETULT
TAC TGC TGC AAG AAG GAC CTG TGT AAC TIT AAC GAA CAG CTT 225
Yy ¢ C K K b L C N F N E Q@ L
AT TCC TCT GGT GGC GGT GGC TCC GGC GGA GGT GGG TCC GGT_270
N S s G 6 6 6 s 6 6 6 6 s 6 -
GGC GGA TCC ATT TCT TGT GGC TCT CCT CCG CCT ATC CTA AAT 315

6 6 §s I s ¢ G s P P P I L N
CGG ATT.AGT TAT TAT TCT ACC CCC ATT GCT GTT GGT -ACC GIG 360
R { S Y ¥ s T P I A V 6 T V
AGG TAC AGT TGT TCA GGT ACC TTC CGC CTC ATT GGA GAA AAA 405
R Y s € s & T F R L I 6 E K
CTA TTA TGC ATA ACT AAA GAC AM GTG GAT GGA ACC TGG GAT 450
L Lt € V. T K D K Vv D 6 T ¥ D

CCT GCT CCT AAA TGT GAA TAT TTC AAT AAA TAT TCT TCT TGC 495
P AP K C E Y F N XK Y S S5 C
GAG CCC ATA GTA CCA GGA GGA TAC AAA ATT AGA GGC TCT ACA 540
£E P I ¥V P & 6 Y K I R G S T
TAC AGA CAT GGT .GAT TCT GTG ACA TIT GCC TGT AAA ACC. AAC 585
Y R H 6 D S V T F A € K T N
TCC ATG AAC GGA AAC AAG TCT GTT TGG TGT CAA GCA-AAT AAT 630
S M N G N K S VvV w £ Qg A N N
TGG GGG CCG ACA CGA CTA CCA ACC TGT GTA AGT GTT'TTC CCT 675
W 6 P TR L P T € V S V F P
GAG TGT CCA GCA .CTT CCT ATG ATC CAC AAT GGA CAT TAC ACA 720
EC P A L P ¥ I H NG HHT
GAG AAT GTT GGC TCC-ATT GCT CCA GGA TT6 TCT GTG ACT-TAC 765
E NV G S I AP 6 L 5 vV TY
TET GAA TCT GGT TAC TTG CTT GTT ‘GGA GAA AAG ATC.ATT AAC 810
Cc E S 6 ¥ L L VY & E K I I N
TTG TCT TCG GGA AAA TGG AGT GCT GTC- CCE CCC ACA. TGT GAA 855
L S S 6 K W S A Vv P p T ¢ F
GCR CGC TGT AAR TCT CTA GGA CGA TTT CCC AAT GGG-AAG GTA 900
AR C K S L G R F P N & K VvV -
GAG CCT.CCA ATT CTC CGB GTT GGT GTA ACT GCA AAC TTT TTC 945
E P P ) L R Y GV T A NF F
GAT GAA GGG TAT CGA. CTG CAA GGC CCA CCT TCT AGT CGG TGT 990
b E 6 Y R L Q G P P S. 8 R C

1035

FIGURA 11
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Numero de células

ES 2392511 T3

=~ T Constructos de DAF

10 I 10 1 3?
Fluorescencia relativa
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ES 2392511 T3

Union de CR2-DAF a C3d-biotina capturado

1 I(D =1

4 .
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29 nM (chi® = 7,76)

—— 15,625 nM CR2-DAF:C3d-bioting
—— 31.25 nM CR2-DAF:C3d-biotina
—— 62.5 nM CR2-DAF:C3d-biotina
—— 125 nM CR2-DAF:C3d-biotina
—— 250 nM CR2-DAF:C3d-biotina
—— 500 nM CR2-DAF:C3d-biotina




Respuesta

ES 2392511 T3

R Union de CR2-Cd59 a C3d-biotina capturado

800 2
740 - :KD: 15,51’]M(Ch1 :5,59)
1
680 + - !
620 N — 31 nM GR2-cCD50:C3d biotina
560 T
— 62,5 nM CR2-cCD59:C3dbiotina
500 -+
440 - —— 125 nM CR2-cCD58:C3d biotina
380 - — 250 nM CR2-cCD59:C3d biotina

320 -] g — 500 nM CR2-cCD59:C3d biotina

260 .

?00 ] -—— 1000 nM CR2-CD59:C3d biotina
. —— 500 nM cd59

140 —+
8 7 //’—_‘_’—E___ —— 500 nM sDAF
2 T
-40
—— — i t t—— i * t —
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s
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Respuesta

ES 2392511 T3

R Unién de DAF-CR2 a C3d- inmovilizado
180
e+ e '
— 2
o] Kp = 2,6 uM (chi’ = 12,2)

120 + ~—— 500 nM daf
100+ ~— 1 uM daf ci2
80 ~—— 125 nm daf
’ —— 250 nm daf

60
—— 500 nm daf
40 1
L-— 1 um daf cr2
20 +
O -
-20 ] —t — 1 T — — {
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Tiempo s
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ES 2392511 T3

Union de CD59-CR2 a C3d- capturado

Kp =451 nM (chi* = 8,44)

—— 1000 nM CD59CR2:C3d-bioting
—— 500 nM CD53CR2:C3d-biotina
—— 250 nM CD58CR2:C3d-biotina
—— 125 nM CD59CR2:C3d-biotina
—— 62.5 nM CD58CR2:C3d-

— 31 nM CD59CR2:C3d-
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Secuencia: CR2Fc Longitud: 1530
ATG GGC GEC GCG GGC CTG CTC gGG GTT .)FTC 176 GCT CTC GTC GCA 45

w 6 A A G L A L

CCG GGG GTC CTC GGG ATT TCT T6T GGC TCT CCT CCG CCT ATC CT A 90
p 6 VvV L _G6 13 £ G S p L

AAT GGC CGG ATT AGT TAT TAT 'ECT 'IPCC gCC II\TI ECT \[;TY EGT #CC 135
TTC CGC CTC ATT GGA EAA 180

N G R 1 S ¥

GTG ATA AGG TAC AGT TGT TCA GGT ACC
C 6 7T F R L

QAA GTG GAT GGA ACC TGG 225

vy | R Y S S

AAR AGT CTA TTA TGC ATA ACT ARA GAC
S c 1 K D D T

GAT AARA CCT GCT CCT AAA 76T GRA TAT TTC AAT ARA TAT TCT TCT 270

D X p c E vy F N K_Y¥

T6C CCT GAG CCC ATA GTA CCA SGI\ gGA \1,'110 AAR ATT AGA GGC TCT 315

1 v Ko}
ACA CCC TAC AGA CAT GGT GAT TS'CT ‘(;TG ACA 'IFTT GcC TGT A}\A ACC 360

T R G K
AAC TTC TCC ATG }XAC GGA AAC AAG TCT STT {GG "EGT CAA GCA QAT 405
ACC EGT GTA )S\GT GTT TIC 450

N S
ART ATG TGG GGG gCG %CA CGA CTA ECA 8
ATC CAC AAT GGA CAT CAC 435

G
cCcT crc GAG TGT CCA GCA CTT CCT ATG
C P A P M N H
ACA AGT GAG ART GTT GGC. TCC m GCT CCA GGA rre TCT GTG ACT 540
T N VvV & S AP s v T
;mc AGC mr EAA TCT gGT‘TAC m ETT \G/W tG;sA (EW\ QAG ;lwc ATT 5858
AAC TGT FG TCT TCG GGA QAA TGG AGT 6eT src gcc SCC %\_CA '([’GT 630
GAR GAG GCA ccc rcr AAA 'gCT CTA GGA ‘CGA. P‘r cee ﬁ” gcc BAG 675
GTA AAG GAG ccr gm ATT {:Tc cse \c}n (éGT STA ACT GCA ﬁnc T 720
I EGT SAT GAA ccc TAT gGA ETG gAA GG6C gcn gcT gcr AGT CGG 765
EGT gm ATT GCT GGA CAG GBA GTT ccr TGG ¢cc ARA pirs SCA \c;'m 810
TGT lE;AA %AA m rrr TGC gCA cra ccc r:cc CAG TCT AGA gAC QAA 855
cr cac %CA EGC SC“ cce TGC gCA GCA CCT rEsAA cTC ETG 666 cécA 300
tP:cc 'SI'CA ‘(;TC T7C CTC 'ITC ccc gca AAA cet QAG gac ACC CTC ATG 945
ATC TCC: £GG ACC ccr GAG r;rc ACA TGC GTG GT6 GTG ‘GAC GTG AGC 990
;s R T P EV c v Vv
ﬁ“c (E;AA GAC cm GAG GTC &AG TTC ARC TGG TAC STG GAC gsc GT6 1035.
GAG crs cu AAT GCC AAG ACA AAG CCG .CGG GAG GAG CAG TAC m\c 1080
E N A K T K P £ QY.
.gec ‘%cc TAC gGT STG e’rc AGC GTC crc ACC- STC cL:Ts CAC-CAG GAG 1125:
g}cc (L:rs gm &6C QAG GAG "I{'AC ;A(AG TGC AAG crc ch ﬁAC BAA gcc 1170
ETC CCA \GITC ccc ATC GAG ;(wx %cc ATc gcc ’;(Wx gcc QAA gse CAG 1215
cee CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC TG CCC CCA TCC CGG GAG GAG 1260
P~ R p ¥ L p s R E E
lh\’TG %cc QAG ﬁ"c CAG GTC /chc cm ACC EGC CT6 CTC fEM gcc TTC 1305
v
W gcc AGC gnc ATC 2{;0 TG GAG T66 GAG AGC AAT css CAG €CG 1350
E“G Qac AC TAC AAG ACC Qcc gCT cee GTG cns znsAc ch GAC G6C 1395
Ecc 1F-rc TiC (L:TC 1Y'AT AGC QAG ETC ACC ms GAC ARG AGC &Gc T6G 1440
g;xc %AG EGG ﬁAc src TTC TCA TGC gcc GTG ATG CAT GAG ECT CTG 1485
CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC e ch CTG ch cee GGT AAA 1530
g N B Y T 0 K L p
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Dispersién lateral

Dispersion lateral

ES 2392511 T3
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% de dosis injectada/gramo de tejido

ES 2392511 T3
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C.P.V. por gramo de peso (%)

CPM por gramo de tejido
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Aclaramiento relativo de creatinina

ES 2392511 T3
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