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DESCRIPCION

Proteinas quiméricas del receptor de toxina mejoradas y proteinas quiméricas del receptor de toxina para el
tratamiento y la prevencion de anthrax

La presente invencion se refiere a proteinas quiméricas del receptor de toxina, las inmunoadhesinas, su produccion
a partir de plantas, y su uso en el tratamiento y la prevencién de la toxicidad y las enfermedades causadas por
agentes patdgenos.

Los receptores solubles y las proteinas de unién, que actian como sefiuelo para toxinas y agentes patégenos y que
mitigan la infeccién y la patogénesis, abren las puertas a la esperanza en el tratamiento y la prevencion de la
toxicidad y de enfermedades causadas por agentes patdégenos.

Un ejemplo de una condicion tratable con un receptor sefiuelo es la infeccién por carbunco. Se han identificado dos
receptores de membrana del PA (antigeno protector, un componente téxico del carbunco): el marcador endotelial
tumoral 8 (TEMS8) y la proteina de morfogenia capilar 2 (CMG2) (30,31). Se ha mostrado que las formas solubles de
dominios extracelulares de ambas proteinas inhiben la intoxicacion de células con receptores enddgenos de toxina.
La forma soluble de TEMS8 inhibid la accion de la toxina letal en un 50% a 80 nM (IC50 = 80 nM) (Bradley, K. A.,
Mogridge, J., Mourez, M, Collier, R. J. & Young, J. A. Identification of the cellular receptor for anthrax toxin. Nature
414,225-9 (2001)). La proteina CMG2 mostré una afinidad con el PA de 170 pM, y un IC50 en el ensayo de
proteccion macréfaga de 3,1 nM (67 ng/ml), convirtiéndose asi en un potente inhibidor potencial de la accion de la
toxina del carbunco (Scobie, H. M., Rainey, G. J., Bradley, K. A. & Young, J. A. Human capillary morphogenesis
protein 2 functions as an anthrax toxin receptor. Proc Natl Acad Sci USA 100, 5170-4 (2003); Wigelsworth, D. J.,
Krantz, B. A., Christensen, K. A, Lacy, D. B., Juris, S. J. & Collier, R. J. Binding stoichiometry and kinetics of the
interaction of a human anthrax toxin receptor, CMG2, with protective antigen. J Biol Chem 279, 23349-56 (2004)). En
ensayos de cultivo celular, las formas solubles de CMG2 de dominios extracelulares neutralizaron el 50% de la
actividad de la toxina letal en una proporcion molar de 3:1 con el PA (Scobie et al. Proc Natl Acad Sci USA 100,
5170-4 (2003)). Sin embargo, la alta concentracion de bacilos en sangre durante una infeccion activa sugiere que la
concentracion del PA puede ser bastante alta, y que se necesita una dosis alta de antitoxina para dar proteccion.

WO 03/064992 (PLANET) describe un complejo inmunoglobulinico quimérico de receptor de la toxina del carbunco
gue comprende una porcion de cadena pesada de inmunoglobulina y una porcion de cadena ligera de
inmunoglobulina.

Para minimizar la cantidad de proteina de receptor sefiuelo necesaria para asegurar la eficacia, seria conveniente
incrementar la actividad especifica o la potencia del receptor sefiuelo ain mas. Por lo tanto, siguen siendo
necesarios potentes sefiuelos con mayor actividad y mayor farmacocinética.

El receptor sefiuelo descrito en el presente documento tiene varios inconvenientes, como son laboriosas técnicas de
produccion y costes altos asociados a los métodos de produccion. Ademas, estos receptores sefiuelo tienen una
estabilidad limitada como multimeros en condiciones ambientales adversas en las que la molécula puede incluso
inactivar los patégenos. Asi pues, es necesario desarrollar tecnologias de sefiuelo con una mayor estabilidad para
mejorar el rendimiento y que se pueda producir en volimenes comercialmente viables a un coste razonable.

La invencion aporta una proteina quimérica de receptor tal y como se indica en cualquiera de las peticiones de 1 a 9.

En realizaciones preferidas, las proteinas quiméricas de receptor de toxina se expresan en plantas, incluyendo
plantas monocotileddneas y dicotiledoneas como parte del genoma de las plantas. El tabaco es una de las plantas
preferidas para ello. La expresion en plantas, en contraposicion a la expresion en células de mamifero cultivadas,
favorece una importante reduccién del coste de produccion de las proteinas quiméricas de receptor de toxina.

En una realizacion preferida, todas las proteinas utilizadas para crear la toxina quimérica son proteinas de receptor
expresadas en células heter6logas obtenidas a partir de plantas, vertebrados o invertebrados, como células de
mamiferos, células del foliculo piloso o células de tejidos vegetales cultivados.

En este documento se describen inmunoadhesinas que contienen receptores quiméricos de toxina. En algunas
realizaciones, la inmunoadhesina es un multimero que contiene al menos dos proteinas quiméricas de receptor de
toxina. En otras realizaciones, la inmunoadhesina incluye una proteina de receptor de toxina asociada a la cadena J.
En otra realizacion, la composicion de la inmunoadhesina unida a la cadena J se asocia a un componente secretor.

En una realizacion, la presente invencion contempla una proteina quimérica de receptor de toxina que tiene una
glicosilacion especifica de planta. Un gen que codifica un polipéptido que contiene en su secuencia de aminoacidos
la sefial de glicosilacién asparagina-X-serina/treonina, en la que X puede ser cualquier resto de aminoacido, se
glicosila mediante oligosacaridos unidos al residuo asparagina de la secuencia cuando se expresa en una célula de
planta. Ver Marshall, Ann. Rev Biochem., 41:673 (1972) y Marshall, Biochem. Soc. Symp., 40:17 (1974) para una
revisién general de la secuencia de polipéptidos que funcionan como sefiales de glicosilacion. Estas sefiales son
reconocidas por células tanto de mamifero como de planta. Al final de su maduracién, las proteinas expresadas en
plantas o en células vegetales tienen un modelo de glicosilacién diferente al de las proteinas expresadas en otros
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tipos de células entre las que se incluyen células de mamiferos e insectos. Estudios detallados que caracterizan la
glicosilacion especifica de plantas y su comparacion con la glicosilacién en otros tipos celulares se han realizado,
por ejemplo, en los estudios descritos por Cabanes-Macheteau et al., Glicobiologia 9(4):365-372 (1999), y por
Altmann, Glicoconjugacion J. 14:643-646 (1997). Estos y otros grupos han demostrado que la glicosilacion
especifica de plantas genera glicanos que tienen xilosa unida por enlaces 3(1,2) a la manosa, pero la xilosa no esta
unida por enlaces 3(1,2) a la manosa como resultado de la glicosilacion en células de mamifero e insecto. La
glicosilacion especifica de plantas da como resultado una fucosa unida por enlaces a(1,3) al GIcNAc proximal,
mientras que la glicosilacion en células de mamifero da como resultado una fucosa unida por enlaces a(1,6) al
GIcNAc proximal. Adicionalmente, la glicosilacion especifica de plantas no da como resultado la adicion de un acido
sialico al extremo de la proteina de glicano, mientras que en la glicosilacion en células de mamifero se afiade acido
sidlico.

En otra realizacion, las composiciones anteriores son ademas asociadas con material de planta. El material de
planta presente puede ser paredes celulares vegetales, organulos vegetales, citoplasmas vegetales, células
vegetales intactas, semillas vegetales, plantas viables y similares. Los materiales vegetales o macromoléculas
vegetales particulares que pueden estar presentes incluyen ribulosa bisfosfato carboxilasa, complejo ligero de
cultivo, pigmentos, metabolitos secundarios o clorofila y sus fragmentos. Las composiciones de la presente
invencion pueden tener una concentracion de proteina quimérica de receptor de toxina de entre 0,001% y 99,9% en
masa, excluyendo el agua. En otras realizaciones, la proteina quimérica de receptor de toxina esta presente en
concentraciones de entre 0,01% y 99% en masa, excluyendo el agua. En otras realizaciones, las composiciones de
la presente invencion tienen material de planta o macromoléculas vegetales presentes a una concentracion de
0,01% a 99% en masa, excluyendo el agua.

En otra realizacion, la invencién proporciona métodos para reducir el potencial de uniéon con un antigeno patégeno
tal como se establece en la reivindicacion 12. La invencion contempla un receptor quimérico de toxina definido para
su uso como medicamento en pacientes o animales.

La invencion incluye ademas una proteina quimérica de receptor de toxina para su uso anteriormente indicado en la
prevencion o el tratamiento de la infeccion por carbunco, o los efectos de la toxina del carbunco.

En otro aspecto, la invencion aporta compuestos farmacéuticos que incluyen las proteinas quiméricas de receptor de
toxina aqui descritas y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién proporciona un vector de expresion que codifica la proteina quimérica de receptor de
toxina CMG2 tal y como se describe en este documento.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para producir una proteina quimérica de receptor de toxina tal y
como se indica en las reivindicaciones 16 o 17.

También se contemplan alteraciones y modificaciones de la proteina de receptor o una parte de la misma, teniendo
en cuenta que dichas modificaciones no destruyen la capacidad del receptor de unirse a la toxina, la sustancia
téxica, el patdgeno o el componente patogénico.

Como se ha indicado anteriormente, las proteinas quiméricas de receptor de toxina de carbunco de la invencién se
pueden expresar en plantas y en diversas células heterélogas. En una realizacién preferida, todas las proteinas
utilizadas para producir las proteinas quiméricas de receptor de toxina de la presente invencidn son proteinas
humanas.

En otro aspecto, la invencion proporciona inmunoadhesinas que incluyen los receptores quiméricos de la toxina del
carbunco aqui descritos, como por ejemplo, multimeros con al menos dos proteinas quiméricas del receptor de la
toxina del carbunco, la proteina quimérica del receptor de la toxina del carbunco asociada a la cadena J, y la
proteina quimérica del receptor de la toxina del carbunco asociada a la cadena J y al componente secretor.

En otras realizaciones, la presente invencién contempla una proteina quimérica de receptor de toxina de carbunco
con glicosilacion especifica de plantas y las composiciones anteriores asociadas ademas a material de planta.

También se describe en el presente documento la reduccién o prevencién de la union del antigeno protector (PA) de
Bacillus anthracis con células huésped por contacto del PA con los receptores quiméricos de toxina de carbunco
aqui descritos. Otros aspectos caracterizan los métodos para la reduccién de la morbilidad y mortalidad del carbunco
y la morbilidad y mortalidad debido al antigeno protector.

En otros aspectos, la invencion proporciona compuestos farmacéuticos como receptores quimeéricos de la toxina de
carbunco, vectores de expresion para dichos receptores y métodos de elaboracion de dichos receptores.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra pSSPHuA2, vector en el que se han fusionado los ADN que codifican una molécula quimérica de
ICAM-1 que contiene las primeras cinco regiones de la ICAM-1 humana y la region Fc de la IgA2m(2) humana [SEC
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ID N.°% 9,48]. Este vector contiene el promotor SuperMas para impulsar la expresion de un péptido sefal y las
regiones constantes de la cadena pesada de la IgA2m(2) humana. Las secuencias que codifican las regiones 1-5 de
ICAM se amplificaron, mediante RCP, para contener emplazamientos de restriccion convenientes (5° Spel y 3’ Spel)
para la insercion entre el péptido sefal y la regién Ca1. Se afadi6 ADN que codifica una sefial de retencion ER
(RSEKDEL) [SEC ID N.°: 5] al extremo 3’ de la cadena pesada con el fin de impulsar el nivel de expresiéon del
constructo.

La FIG. 2 muestra una molécula quimérica de ICAM. 2A muestra el casete de expresion de ADN a partir del cual se
ha producido la molécula quimérica de ICAM-1. 2B muestra la secuencia de aminoacidos, tras la escision del péptido
sefial, de la forma madura de la proteina de fusiéon [SEC ID N.° 8]. Los aminoacidos introducidos mediante el
procedimiento de clonacion estan subrayados y marcan la unién entre los cinco dominios extracelulares de ICAM-1y
las regiones Cal-Ca3 de la cadena pesada de la IgA2m(2). Los numeros en negrita indican los quince posibles
puntos de glicosilacién.

La FIG. 3 muestra la expresion de la inmunoadhesina en callo de tabaco transformado de forma independiente. 3A
muestra inmunoblots de geles no reductores de SDS-PAGE con muestras que contienen diferentes callos de tabaco
transformados (C) y extractos acuosos (Aq) probados y sondeados para la presencia de ICAM humana.

Los marcadores de peso molecular estan indicados, y el patron de referencia (R) fue una mezcla (~75 ng de cada)
de ICAM humana (~75 kD) y SIgA humana (>>250 kD). 3B muestra inmunoblots de geles no reductores de SDS-
PAGE que contienen diferentes fracciones de inmunoadhesina parcialmente purificada procedente del callo Rhi107-
11. Las fracciones analizadas de la purificacién fueron jugo (3), fraccion G-100 (G), fraccion G-100 esterilizada por
filtracion (SG), y una mezcla de patrones de referencia de SIgA humana (75 ng) (RS). Las transferencias se
sondearon con anticuerpos frente a la ICAM humana (~ICAM), cadena pesada de la IgA humana (~a), componente
secretor humano (~SC) y cadena J humana (~J). En segundo lugar, se usaron anticuerpos conjugados con enzimas
segun necesidad para etiquetar las bandas inmunopositivas con fosfatasa alcalina.

La FIG. 4 ilustra los resultados de un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) mostrando la
competicién entre el extracto de planta y la ICAM-1 soluble por la uniéon a un mAb anti-ICAM. Para el ensayo, se
revistieron placas de 96 pocillos con 0,25 pg/ml de ICAM-1 soluble. Los cuadrados representan la concentracion
creciente de sICAM vy los circulos representan las cantidades crecientes de extracto de callo (fraccion G-100
esterilizada por filtracién) usada para competir con la ICAM adherida para una cantidad constante de un anticuerpo
murino (ICAM anti-humano).

La FIG. 5 ilustra los resultados de un ensayo que muestra la capacidad de una inmunoadhesina para inhibir el
rinovirus humano causando la muerte a las células HelLa (ensayo de efecto citopatico o ECP). 5A muestra los
resultados de un ensayo que compara ECP de rinovirus humano sobre células HelLa en presencia de extractos
parcialmente purificados que contienen bien la inmunoadhesina de la fusién ICAM-Fc (IC1-5D/IgA) o que contienen
un anticuerpo frente a doxorubicina. (Los triangulos hacia arriba y hacia abajo representan dos extractos derivados
de Rhil107-11, que contienen inmunoadhesina.) 5B muestra los resultados de un ensayo que compara ECP de
rinovirus humano sobre células HelLa en presencia de ICAM-1 soluble humana o de un extracto procedente de la
inmunoadhesina de la fusion ICAM-Fc (IC1-5D/IgA). La parte inferior muestra la ampliacion de la escala en el
intervalo de la IC50 de la ICAM soluble (1,35 pg/ml) y para IC1-5D/IgA (0,12 pg/ml; 11,3 veces menos).

La FIG. 6 muestra una evaluacion de las necesidades de produccion para fabricar 1 g de inmunoadhesina
terminada. En este diagrama, se ilustra el nimero de plantas necesarias para 1 g de inmunoadhesina, con un
rendimiento del 20%, con los niveles de expresion esperados y el peso de plantas. A diferentes niveles de expresion
de inmunoadhesina (mg/kg de peso fresco) y una recuperacion global (ajustada al 20%), se puede determinar el
peso de cada planta, y de esta manera el nimero total de plantas para un objetivo de produccién especifico (1
g/cosecha) contenido en una ventana (cuadro punteado) de posibilidades razonables. El nimero de plantas
necesarias disminuye, inversamente, con el nimero especificado de periodos de crecimiento y recrecimiento. La
produccién esperada de biomasa, que es funcion del tiempo y de las condiciones de crecimiento, influye sobre el
momento de cosechar y el periodo entre cosechas. Estos periodos de crecimiento se pueden ajustar a las realidades
del programa de purificacion espaciando las fechas de plantacién y cosechado.

La FIG. 7 muestra la codificacion y la secuencia de los aminoacidos de cada uno de los genes y proteinas de
inmunoglobulina relacionados en la Tabla 2. [SEC ID N.°: 15a 47 y SEC ID N.%: 52 a 62].

La FIG. 8 muestra las secuencias de plasmidos usados para transformar plantas, segun se describe en el ejemplo 2,
para uso en los estudios de la expresiéon de inmunoadhesinas de la presente invencion.

La FIG. 8A muestra las secuencias de nucleétidos [SEC ID N.°: 9] y proteinas [SEC ID N.°: 48] de los plasmidos
PSSpICAMHUA?2.

La FIG. 8B muestra las secuencias de nucleétidos y proteinas [SEC ID N.° 10] del péptido sefial de legimina de
alubia.
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La FIG. 8C muestra las secuencias de nucleétidos [SEC ID N.°; 11] y aminoacidos [SEC ID N.°: 50] del dominio de
codificacién de proteina de pSHuJ.

La FIG. 8D muestra las secuencias de nucledtidos [SEC ID N.°: 12] y aminoacidos [SEC ID N.°: 51] del dominio de
codificacion de proteina de pSHuUSC.

La FIG. 8E muestra la secuencia de nucleétidos [SEC ID N.°: 13] de los plasmidos pBMSP-1.
La FIG. 8F muestra la secuencia de nucle6tidos [SEC ID N.°: 14] de los plasmidos pBMSP-1spJSC.

La FIG. 9 contiene las secuencias de nucleétidos y proteinas SEC ID N.°: 1; SEC ID N.°: 2; SEC ID N.°: 3; SEC ID
N.°: 4; SEC ID N.°: 5; SEC ID N.°; 6; SEC ID N.°; 7; SEC ID N.° 8, para ICAM-1, IgA2 humana y otras secuencias de
nucledtidos.

La FIG. 10 muestra secuencia completa (SEC ID N.°: 98] de nucledtidos y aminoacidos (SEC ID N.°: 99) de la fusion
de ATR-IgA2 (inmunoadhesina).

La FIG. 11 muestra la secuencia (SEC ID N.°: 100) entre los extremos del ADN-T del plasmido pGPTV-kan-ocs-
ATR-IgA2.

La FIG. 12 muestra la secuencia (SEC ID N.°: 101) entre los extremos del ADN-T del plasmido pGPTV-hpt-ocs-
35SJ/SC.

La FIG. 13 muestra un ensayo de efecto citopéatico. ICAM-I/IgA2 (rombos) e ICAM-1 soluble (cuadrados) mezcladas
en distintas concentraciones con rinovirus humano y, a continuacion, se agregaron a células HelLa. La inhibicion de
la muerte celular se cuantifict a los 4 dias.

La FIG. 14 muestra la secuencia de aminoacidos del constructo CMG2-IgG y variantes. La cisteina en negrita
(Cys185 de la secuencia anterior, y Cys218 de la secuencia publicada31) es el ultimo aminoacido del dominio VWAJI.
Los siguientes 14 aminoacidos (en cursiva) son parte de CMG2, pero no del dominio VWA/I. Las etiquetas encima
de la secuencia indican los inicios de IgGl Cy1, Cy2 y Cy3. La secuencia subrayada es la regién bisagra IgG1. Las
secuencias de variantes (VI, V2a, V2b y V3) estan indicadas con guiones que representan los aminoacidos
suprimidos. Los nimeros sobre los aminoacidos en negrita indican los extremos amino-terminales de los segmentos
fragmentados (descritos en el texto).

La FIG. 15 es un gel de tintura plateada de proteina A purificada CMG2-IgG y 1H IgG. Las bandas 1y 4, patrones de
tamafio de proteina; la banda 2; CMG2-IgG reducida; la banda 3, 1H reducida; las bandas 5 y 6, CMG2-IgG no
reducida de dos preparaciones separadas; la banda 7, 1H no reducida. Las muestras de proteina recombinante
contienen 50 ng de proteina por banda. Representacion en dibujo de inmunoadhesinas CMG2-IgG y posibles
productos de degradacién mostrados en la zona de la derecha.

La FIG. 16 es una tincion con Coomassie SDS-PAGE de CMG2-IgG y variantes. Las bandas 1-7 migran bajo
condiciones no reductoras. Las bandas 8-13 migran bajo condiciones reductoras (100 mM DTT). Las bandas 1y 8,
original CMG2-1gG; las bandas 2 y 9, V1, las bandas 3y 10, V2a; las bandas 4 y 11, V2b; las bandas 5y 12, V3; las
bandas 6 y 13, CMG2-IgG + cadena kappa; la banda 7, marcadores de peso molecular.

La FIG. 17 es un perfil de elucion del CMG2-IgG V2b derivado de planta, fraccionado mediante cromatografia por
exclusién de tamafio. La proteina A-purificada CMG2-1gG V2b procedente de la planta de tabaco se introdujo en una
columna Tosoh G4000SW vy se eluyé con PBS. Se monitorizo la proteina a una absorbancia de 280 nm. Se habia
calibrado la columna a los estandares de peso molecular antes de la ejecucion. Los tiempos de retencion y los pesos
moleculares calculados se indican en los perfiles. El patron interno acido p-aminobenzoico (pico con un tiempo de
retencion de 15,3 minutos) se afiadié a la muestra antes de la separacion.

La FIG. 18 muestra la neutralizacion de la citotoxicidad de la toxina letal gracias a variantes de CMG2-1gG. RAW
264.7 células macréfagas de raton se expusieron al PA + LF a concentraciones en aumento (0 a 1,25 pg/ml) de
cualquiera de los originales CMG2-1gG (cuadrados), CMG2-IlgG V2b (rombos), o una irrelevante IgG de planta
(circulos). Cada punto es el promedio de tres repeticiones.

La FIG. 19 es un modelo de CMG2-1gG V2b. Representacion hipotética de un homodimero de la antitoxina, unido a
una molécula de PA. La antitoxina se representa como la unibn mediante interacciones no-covalentes entre los
dominios Cy3, aunque puede haber un puente disulfuro en la regién bisagra (entre CMG2 y Cy2) en una fraccion de
las moléculas. La barra indica la escala. Los archivos de estructura provienen de la base de datos de proteinas, y las
imagenes de los graficos moleculares se hicieron utilizando los medios de UCSF Chimera, de Recursos de
Bioinforméti&a, Visualizacién e Informéatica de la Universidad de California, San Francisco (con apoyo de NIH P41
RR-01081).

La FIG. 20 muestra variantes de CMG2-kappa. La CMG2-kappa se expres6 en N. bentamiana tanto con CMG2-1gG
V1 como con CMG2-IgG V3 y las proteinas purificadas por la proteina A se sometieron a SDS-PAGE y fueron
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tefiidas con Coomassie. Las bandas 1 y 2 migraron bajo condiciones no reductoras. Las bandas 3 y 4 migraron bajo
condiciones reductoras (100 mM DTT); la banda 5 corresponde a los marcadores de peso molecular.

Breve descripcion de las tablas
La tabla 1 muestra las fronteras de los cinco dominios extracelulares de ICAM-1.

La tabla 2 muestra los nimeros de acceso a la secuencia de GenBank para los genes de la cadena pesada de
inmunoglobulina y las proteinas codificadas por esos genes.

La tabla 3 proporciona una lista de ejemplos de moléculas que muestran homologia con ICAM-1 y que se pueden
utilizar para crear otras proteinas quimeéricas de receptor de toxina rinovirus.

La tabla 4 muestra los conocidos receptores de la botulina y los dominios de unién putativos.

La tabla 5 muestra el disefio del estudio para los estudios de provocacion con rinovirus al azar llevados a cabo en el
ejemplo 9.

La tabla 6 muestra la produccién del receptor quimérico de toxina de carbunco por transfeccion continuada de hojas
de N. bentamina tal y como se describe en el ejemplo 16.

La tabla 7 muestra la ICso calculada y la proporcién de concentracion molar de la antitoxina al PA a lalCsg para el
ejemplo 18.

La tabla 8 describe la estructura de diversas variantes quimérica de CMG-IgG en el ejemplo 19.
Descripcion detallada
Definiciones

Segln se usan en el presente documento, las siguientes abreviaturas y términos incluyen, pero no necesariamente
se limitan a, las siguientes definiciones.

La préactica de la presente invencion empleara, a no ser que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan entre las habilidades
de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién (1989);
Current Protocols In Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., (1987)); la serie Methods In Enzymology (Academic
Press, Inc.); M.J. MacPherson, et al. eds. Pcr 2: A Practical Approach (1995); Harlow y Lane, eds, Antibodies: A
Laboratory Manual (1988), y H. Jones, Methods In Molecular Biology vol. 49, «Plant Gene Transfer And Expression
Protocols» (1995).

Inmunoadhesina: un complejo que contiene una molécula proteinica quimérica de receptor de toxina unido a una
parte del dominio constante de la inmunoglobulina, y que en algin caso contiene componente secretor y cadena J.

Proteina quimérica de receptor de toxina: una proteina de un receptor de toxina que contiene al menos una parte de
su secuencia de aminoacidos derivada del receptor de toxina y al menos una parte deriva de un complejo
inmunoglobulinico.

Receptor de toxina: tal y como se usa en este documento, el término se refiere a cualquier polipéptido que se une a
agentes patdgenos como se define en el presente documento, toxinas o cualquier proteina, lipoproteinas,
glicoproteinas, polisacaridos o lipopolisacaridos que provoquen o ayuden a provocar un efecto patogénico con
suficiente afinidad y avidez para permitir que la proteina quimérica de receptor de toxina actie como receptor
sefiuelo. Por ejemplo, un receptor de toxina puede ser un receptor viral adjunto como ICAM-1, un receptor del
rinovirus humano, o un receptor de una toxina bacteriana, como uno de los receptores de antigeno protector del
carbunco o de la toxina botulinica. Los receptores de toxina, tal y como se usan aqui, deben contener como minimo
los elementos funcionales para unirse a los componentes toxicos/patégenos pero pueden incluso tener uno o mas
polipéptidos adicionales.

Molécula de inmunoglobulina o anticuerpo: un polipéptido o proteina multimérica que contiene las porciones
inmunolégicamente activas de una cadena pesada de la inmunoglobulina y de una cadena ligera de la
inmunoglobulina covalentemente emparejadas entre si y capaces de combinarse especificamente con un antigeno.
Las inmunoglobulinas o moléculas de anticuerpo son una gran familia de moléculas que incluye varios tipos de
moléculas tales como IgM, IgD, 1gG, IgA, IgA secretora (SIgA) e IgE.

Complejo inmunoglobulinico: un complejo polipeptidico que puede incluir una porcién de una cadena pesada de
inmunoglobulina o tanto una porcion de cadena pesada de inmunoglobulina como una cadena ligera de
inmunoglobulina. Los dos componentes se pueden asociar entre si de varios modos, como por ejemplo por enlaces
covalentes como puentes disulfuro.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2426 194 T3

Porcién de una cadena pesada de inmunoglobulina: tal y como se usa en este documento, el término se refiere a
aquella region de una cadena pesada que necesariamente aporta al menos una de las siguientes propiedades a las
proteinas quiméricas de receptor de toxina tal y como aqui se describe: capacidad de multimerizacion, funciones
efectoras, capacidad de ser purificada por las proteinas G o A, o mejorar la farmacocinética. Normalmente, esto
incluye por lo menos una parte de la regién constante.

Porcién de una cadena ligera de inmunoglobulina: tal y como se usa en este documento, el término se refiere a
aquella regién de una cadena ligera necesaria para mejorar la estabilidad de la descrita proteina quimérica de
receptor de toxina y, por tanto, mejorar la produccion. Normalmente, esto incluye por lo menos una parte de la region
constante.

Dominio constante de la cadena pesada: un polipéptido que contiene al menos una porcién del dominio constante de
la cadena pesada de inmunoglobulina. Normalmente, en su forma original, la cadena pesada de inmunoglobulina
IgG, IgD e IgA contiene tres dominios constantes unidos a un dominio variable. IgM e IgE contienen cuatro dominios
constantes unidos a un dominio variable. Tal y como se usa en este documento, los dominios constantes se
numeran de manera secuencial desde la region proximal al dominio variable. Por ejemplo, en las cadenas pesadas
de 1gG, IgD e IgA, el nombre dado a los dominios es: dominio variable, dominio constante 1, dominio constante 2 y
dominio constante 3. En el caso de IgM e IgE, el nombre dado a los dominios es: dominio variable, dominio
constante 1, dominio constante 2, dominio constante 3 y dominio constante 4.

Cadena pesada de inmunoglobulina guimérica: una cadena pesada derivada de la inmunoglobulina que contiene al
menos una porcion de su secuencia de aminoacidos derivada de una cadena pesada de inmunoglobulina de distinto
isotipo o subtipo o algun otro péptido, polipéptido o proteina. Normalmente, una cadena pesada de inmunoglobulina
quimérica muestra su secuencia residual de aminoacidos derivada de al menos dos isotipos o subtipos de cadena
pesada de inmunoglobulina diferentes.

Cadena J: un polipéptido que estd implicado en la polimerizacion de inmunoglobulinas y en el transporte de las
inmunoglobulinas polimerizadas a través de las células epiteliales. Véase The Immunoglobulin Helper: The J Chain
in Immunoglobulin Genes, p. 345, Academic Press (1989). La cadena J se encuentra en la IgM pentamérica y en la
IgA dimérica y normalmente va unida mediante puentes disulfuro. La cadena J se ha estudiado tanto en ratones
como en humanos.

Componente secretor (SC): un componente de inmunoglobulinas secretoras que ayuda a proteger la
inmunoglobulina de agentes inactivantes incrementando de esta manera la eficacia bioldgica de la inmunoglobulina
secretora. EI componente secretor puede proceder de cualquier mamifero o roedor incluyendo el ratén y el ser
humano.

Unidn: tal como se usa en el presente documento, el término se refiere a cualquier secuencia de polipéptidos
utilizada para facilitar el plegado y la estabilidad de un polipéptido recombinante. Preferiblemente, esta union sera
flexible, por ejemplo, una compuesta por una secuencia polipeptidica como (Gly3Ser)3 o (Gly4Ser)3.

Planta transgénica: planta disefiada por ingenieria genética o progenie de plantas disefiadas por ingenieria genética.
La planta transgénica contiene normalmente material procedente de al menos un organismo no relacionado, como
un virus, otra planta o un animal.

Plantas monocotiledéneas: plantas con flores cuyos embriones tienen una hoja o cotiledén en las semillas. Ejemplos
de monocotiledéneas son: lirio, césped, maiz, gramineas, como la avena, el trigo y la cebada, orquidea, iris, cebolla
y palmera.

Plantas dicotileddneas: plantas con flores cuyos embriones tienen dos hojas o cotiledones en las semillas. Ejemplos
de dicotileddneas son: tabaco, tomate, legumbres como la alfalfa, roble, arce, rosa, menta, calabaza, margarita,
nogal, cactus, violeta y rantnculo.

Glicosilacién: La modificacion de una proteina mediante oligosacéridos. Véase Marshall, Ann. Rev. Biochem., 41:673
(1972) y Marshall, Biochem. Soc. Symp., 40:17 (1974) para una revision general de las secuencias de polipéptido
que funcionan como sefiales de glicosilacion. Estas sefiales son reconocidas por células tanto de mamifero como de
planta.

Glicosilacién especifica de plantas: el modelo de glicosilacion encontrado en las proteinas expresadas en plantas y
gue es distinto del encontrado en las proteinas fabricadas en células de mamifero o de insecto. Las proteinas
expresadas en plantas o en células vegetales tienen un modelo de glicosilacion diferente al de las proteinas
expresadas en otros tipos de células entre las que se incluyen células de mamifero y células de insecto. Estudios
detallados que caracterizan la glicosilacién especifica de plantas y su comparacion con la glicosilacion en otros tipos
celulares han sido realizados por Cabanes-Macheteau et al., Glycobiology 9(4):365-372 (1999), Lerouge et al., Plant
Molecular Biology 38:31-48 (1998) y Altmann, Glycoconjugate J. 14:643-646 (1997). La glicosilacion especifica de
plantas genera glicanos que tienen xilosa B (1,2) a manosa. Ni la glicosilacion en mamiferos ni en insectos genera
xilosa 3(1,2) a manosa. Las plantas no tienen un acido sialico unido al extremo del glicano, mientras que las células
de mamifero si lo tienen. Ademas, la glicosilacion especifica de plantas da como resultado una fucosa a(1,3) al
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GIcNAc proximal, mientras que la glicosilacion en células de mamifero da como resultado una fucosa a(1,6) al
GIcNAc proximal.

Antigeno patégeno: cualquier molécula, como por ejemplo, una toxina que provoque o favorezca un efecto
patogénico. El antigeno patégeno puede o no ser capaz de estimular la formacion de anticuerpos.

Receptor de toxina de carbunco: tal como se usa en el presente documento, el término se refiere a cualquier
polipéptido que se una al antigeno protector (PA), uno de los tres componentes proteicos usados por el Bacillus
anthracis para destruir las células huésped, con suficiente afinidad y avidez para permitir que la proteina quimérica
de receptor de toxina actle como receptor sefiuelo. En esta técnica se han identificado dos receptores endégenos
de la toxina del carbunco. Receptor de la toxina del carbunco/Marcador tumoral endotelial 8 (ATR/TEMS) (Bradley et
al., 2001) y Factor 2 de morfogenia capilar humana (CMG2) (Scobie et al., 2001). El dominio extracelular de estos
ATR contiene un dominio VWA/I, descrito a continuacion. El receptor de toxina del carbunco, tal como se usa en el
presente documento, debe tener como minimo los elementos funcionales para unirse al PA, pero también puede
incluir uno o mas polipéptidos adicionales (por ejemplo, unos que mejoren el uso del receptor de la toxina del
carbunco como receptor sefiuelo) que se podria generar mediante la fragmentacion de las secuencias de
codificacion en uno o mas polipéptidos adicionales dentro de la secuencia de codificacion del receptor de la toxina
del carbunco.

Dominio VWA/I: tal como se usa en el presente documento, el término se refiere al dominio A del factor de Van
Willebrand (dominio VWA), también cominmente conocido como dominio de la integrina (dominio 1), y consiste en
un dominio dentro del dominio extracelular de los dos receptores conocidos de la toxina del carbunco, TEM8 y
CMG2, y se cree que contiene un sitio de adhesién dependiente de ion metalico (MIDAS) esencial para una correcta
unién del PA con el receptor.

Proteina quimérica de receptor de la toxina del carbunco: una proteina de un receptor de la toxina del carbunco en la
que al menos una parte de su secuencia de aminoacidos deriva del receptor de toxina y al menos una parte deriva
de un complejo inmunoglobulinico. ElI complejo inmunoglobulinico puede contener solo una parte de una cadena
pesada de inmunoglobulina o puede contener tanto un parte de cadena pesada como una parte de cadena ligera.

Receptor de toxina botulinica: cualquier polipéptido que se una a una toxina botulinica con suficiente afinidad y
avidez para permitir que la proteina quimérica del receptor de la toxina del carbunco actlie como receptor sefiuelo.
Entre los ejemplos se incluyen SV2 y sinaptotagmina.

Cantidad eficaz: una cantidad eficaz de una inmunoadhesina de la presente invencién es suficiente para inhibir
notablemente una infeccién viral o bacteriana (segun sea el caso), citotoxicidad o replicacion; o reducir la gravedad o
duracion de la infeccion.

Constructo o Vector: un segmento de ADN artificialmente ensamblado para ser transferido a un tejido o célula diana
de planta. Normalmente, el constructo incluira el gen o genes de interés particular, un gen marcador y secuencias de
control adecuadas. El término «plasmido» se refiere a una molécula de ADN extracromosomica autonoma y
autorreplicante. A los constructos de plasmido que contienen elementos reguladores adecuados se les denomina
también «casetes de expresion». En una realizacién preferida, el constructo de plasmido también contiene un
marcador seleccionable, por ejemplo un gen de resistencia a los antibidticos.

Marcador seleccionable: un gen que codifica un producto que permite el crecimiento de tejidos transgénicos en un
medio selectivo. Algunos ejemplos de marcadores validos serian genes que se configuran para mostrar resistencia a
los antibidticos, como la ampicilina, la kanamicina o similares. Otros marcadores validos seran conocidos por las
personas expertas en la técnica.

Proteinas quiméricas de receptor de toxina con estabilidad mejorada

Las proteinas quiméricas de receptor de toxina descritas en este documentos tienen un receptor de toxina asociado
con un complejo inmunoglobulinico que a su vez tiene una cadena pesada de inmunoglobulina y una cadena ligera
de inmunoglobulina. Una proteina de receptor de toxina se puede asociar con una cadena pesada, una cadena
ligera, 0 ambas cadenas. En algunas realizaciones, una cadena J, ya sea sola 0 asociada con un componente
secretor, va asociada con una proteina quimérica de receptor de toxina para formar una inmunoadhesina. En otras
realizaciones, la proteina quimérica de receptor de toxina tiene una glicosilacion especifica de planta.

Sin animo de estar forzados por la teoria, se cree que las proteinas quiméricas de receptor de toxina descritas en el
presente documento aportan ventajas importantes con respecto a los anticuerpos monoclonales existentes, a los
usos profilacticos con receptor sefiuelo o a terapias tales como una actividad mas alta debida a la multivalencia del
receptor, a funciones efectoras de la inmunoglobulina Fc, la farmacocinética mejorada debido a la Fc, y a la
reduccion del coste de produccién cuando se hace con plantas.

La ventaja de la multivalencia ha sido demostrada por medio de fusiones de los dominios extracelulares del ICAM-1
humano con las cadenas pesadas de la inmunoglobulina (Martin, S., Casasnovas, J. M., Staunton, D. E. & Springer,
T. A. Efficient neutralization and disruption of rhinovirus by chimeric ICAM-1/immunoglobulin molecules. J Virol 67,
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3561-8 (1993)). ICAM-1 es el receptor de membrana del rinovirus humano (HRV), un virus del resfriado comun. Las
inmunoadhesinas quiméricas son mucho mas efectivas que el ICAM-1 soluble para inhibir la unién del HRV a las
células y alterar la conformacion de la capside viral (Martin et al. J Virol 67, 3561-8 (1993)). Un compuesto ICAM-
1/IgA2 (RhinoRx) con més de 10 veces la actividad especifica de ICAM-1 soluble en la proteccion de las células
contra el efecto citopatico del HRV se ha expresado en tabaco transgénico.

La presencia de una region Fc debe conferir funciones efectoras a la inmunoglobulina, tales como la capacidad de
producir la lisis de las células en presencia de un complemento. Los dominios de la regién constante de la cadena
pesada de la inmunoglobulina confieren varias propiedades conocidas como funciones efectoras del anticuerpo
sobre una molécula particular que contiene ese dominio. Algunos ejemplos de funciones efectoras son la fijacion del
complemento, trasferencia placentaria, unién a la proteina estafilocécica, unién a la proteina estreptocécica G, union
a células mononucleares, neutréfilos o mastocitos y baséfilos. La asociacion de regiones particulares y de isotipos
de inmunoglobulinas particulares con estas funciones efectoras es bien conocida y se describe por ejemplo, en
Immunology, Roitt et al., Mosby St. Louis, Mo. (1993 32 ed.)

Ademas, el enlace de la Fc a la FcRn permitiria a las inmunoadhesinas persistir mas tiempo en la circulacion (Ober,
R. J., Martinez, C., Vaccaro, C., Zhou, J. & Ward, E. S. Visualizing the Site and Dynamics of IgG Salvage by the
MHC Class I-Related Receptor, FcRn. J Immunol 172,2021-2029 (2004)). Esto permitiria que la antitoxina se pudiera
usar con fines profilacticos.

El aumento de la eficacia de la proteina quimérica de receptor de toxina y de la molécula de inmunoadhesina o
complejo cuando se produce en la célula huésped, en el tejido huésped o en el organismo huésped, célula de planta,
tejido de planta o planta intacto, conlleva un incremento en la produccién de moléculas y una reduccion del coste de
produccién cuando se procesan. Esta productividad podria ser el resultado de una mayor eficiencia en la produccion
de cadenas constituyentes de la proteina quimérica de receptor de toxina e inmunoadhesinas o complejos de
inmunoadhesina y/o mayor eficacia en la asociacion del complejo de inmunoadhesina. En el caso concreto de la
proteina quimérica de receptor de toxina o inmunoadhesina que contienen tanto una porcién de cadena pesada
como de cadena ligera de inmunoglobulina, el aumento del nivel aparente de velocidad de la inmunoadhesina
purificada o parcialmente purificada puede ser debido a una mayor disponibilidad de cadenas constituyentes, y/o a
una unién mas eficaz del complejo, y/o a receptores multivalentes o a la combinacion de todas ellas.

Una persona entendida en el tema comprendera que las proteinas quiméricas de receptor de toxina descritas en
este documento pueden ser modificadas segun sea necesario para eliminar los dominios sensibles a la accion de las
proteasas e incluir uniones en caso necesario para mejorar la funcién y la estabilidad. Los métodos de introduccién
de estas modificaciones son muy conocidos en esta técnica; sin embargo, la naturaleza exacta de las modificaciones
(por ejemplo, qué dominios quitar, la longitud y la ubicacién de las uniones) no se conoce a priori.

Receptor de toxina

Un receptor de toxina es un polipéptido que se une a agentes patdgenos, toxinas o cualquier proteina que
provoquen o ayuden a provocar un efecto patogénico con suficiente afinidad y avidez para permitir que la proteina
quimérica de receptor de toxina actle como receptor sefiuelo. Por ejemplo, en realizaciones antivirales o
antibacterianas, se usan una 0 mas proteinas de receptor que se unen eficazmente a virus, bacterias o bacteria de
interés o subcomponentes como proteinas producidas por los virus o bacterias y necesarias para que el virus o
bacteria inicie los procesos para llevar a cabo sus efectos patégenos. Muchas de estas proteinas de receptor ya son
conocidas y aquellos con conocimientos generales de la técnica las pueden aplicar para aspectos poco apropiados
de la invencioén, sin llevar a cabo experimentos indebidos.

En la seccién que lleva por titulo «Receptores quiméricos de la toxina del carbunco» se describen con mas detalle
los receptores del carbunco y los dominios apropiados para su uso en esta invencion.

Complejo inmunoglobulinico

El complejo inmunoglobulinico puede incluir una porcién de una cadena pesada de inmunoglobulina o una porcion
de cadena pesada y una de cadena ligera de inmunoglobulina. Los dos componentes se pueden asociar entre si de
varios modos, como por ejemplo por enlaces covalentes como puentes disulfuro. Los complejos inmunoglobulinicos
se asocian con al menos una proteina de receptor de toxina. La unién se puede hacer por medio de enlaces
covalentes, interaccién iénica, puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, una interaccién metal-ligando o
cualquier otro tipo de interaccion.

Cadena pesada de inmunoglobulina

Las proteinas quiméricas de receptor de toxina contienen al menos una porcion de cadena pesada de
inmunoglobulina que en cantidad suficiente confieren la capacidad de multimerizar la proteina de receptor de
carbunco asociada, confieren funciones efectoras a los anticuerpos, estabilizan la proteina quimérica en las plantas,
permiten la capacidad de ser purificadas por las proteinas A o G, o mejoran la farmacocinética.
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Estas propiedades son atribuidas por los dominios constantes de las cadenas pesadas. Si la proteina quimérica de
receptor de toxina solo contiene una cadena pesada de inmunoglobulina, la porciéon de la cadena pesada del
complejo inmunoglobulinico contiene preferentemente al menos los dominios CH2 y CH3, o mejor, solamente CH2 y
CHS3. En caso de que la proteina quimérica de receptor de toxina contenga tanto cadena pesada como ligera, la
porcién de la cadena pesada del complejo inmunoglobulinico debe contener también preferentemente un dominio

CH1.

Personas expertas en la técnica facilmente identificaran las secuencias de la regién constante de la cadena pesada
de inmunoglobulina. Por ejemplo, se pueden consultar un gran nimero de ADN inmunoglobulinico y de secuencias
proteicas en el GenBank. La tabla 2 muestra los nimeros de acceso a la secuencia de GenBank para los genes de
la cadena pesada de inmunoglobulina y las proteinas codificadas por esos genes.

TABLA 2

N° ACCESO GENBANK SECUENCIA DE INMUNOGLOBULINA HUMANA N° SECUENCIA

J00220 Secuencia de codificacion de dominio constante de 15, 52
cadena pesada Igql

J00220 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 16
cadena pesada Igql

J00221 Secuencia de codificacion de dominio constante de 17,53
cadena pesada de IgA;

J00221 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 18
cadena pesada IgA;

J00228 Secuencia de codificacion de dominio constante de 19, 54
cadena pesada Igyl

J00228 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 20
cadena pesada Igyl

J00230 Secuencia de codificacion de dominio constante de 21,55

V00554 cadena pesada IgG;

J00230 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 22

V00554 cadena pesada IgG;

X03604 Secuencia de codificacion de dominio constante de 23,57

M12958 cadena pesada IgGs

X03604 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 24

M12958 cadena pesada IgGs

K01316 Secuencia de codificacion de dominio constante de 25
cadena pesada 19gG4

K01316 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 26
cadena pesada 1gG4

K02876 Secuencia de codificacion de dominio constante de 27
cadena pesada IgD

K02876 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 28, 30, 32
cadena pesada IgD

K02877 Secuencia de codificacion de dominio constante de 29
cadena pesada IgD

K02877 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 28, 30, 32
cadena pesada IgD

K02878 Secuencia de codificacion de cadena pesada IgD de 31
Germline

K02878 Secuencia de aminoacidos de cadena pesada IgD de 28, 30, 32
Germline

K02879 Secuencia de codificacion de dominio C-0-3 de cadena 33

pesada IgD de Germline
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N° ACCESO GENBANK SECUENCIA DE INMUNOGLOBULINA HUMANA N° SECUENCIA

K02879 Secuencia de aminoacidos C-6-3 de cadena pesada IgD 28, 30, 32
de Germline

K01311 Secuencia de codificacion CH1, dominio C- o, J-0 de 58
cadena pesada de IgD de Germline

K01311 Secuencia de aminoéacidos CH1, dominio C-0, J-0 de 28, 30, 32
cadena pesada de IgD de Germline

K02880 Secuencia de codificacion de término secretado, dominio 36
C, gen de cadena pesada de IdG de Germline

K02880 Secuencia de aminoacidos de término secretado, dominio 28, 30, 32
C, gen de cadena pesada de IdG de Germline

K02881 Secuencia de codificacion del primer dominio de término 38
de membrana, dominio C, gen de cadena pesada de IgD
de Germline

K02881 Secuencia de amino&cidos del primer dominio de término 28, 30, 32
de membrana, dominio C, gen de cadena pesada de IgD
de Germline

K02882 Secuencia de codificacion de cadena pesada de IdD de 40
Germline

K02882 Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de IdD de 28, 30, 32
Germline

K02875 Secuencia de codificacion de dominio C-06-1, dominio C, 42
gen de cadena pesada de IgD de Germline

K02875 Secuencia de aminoacidos de dominio C-6-1, dominio C, 28, 30, 32
gen de cadena pesada de IgD de Germline

L00022 Secuencia de codificacion de dominio constante de 59

300227 cadena pesada IgE

V00555

L00022 Secuencia de aminoacidos de dominio constante de 60

300227 cadena pesada IgE

V00555

X17115 Secuencia de codificaciébn de secuencia completa de 61

cadena pesada de IgM

X17115 Secuencia de aminoéacidos de secuencia completa de 62
cadena pesada de IgM

Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la porcién de la molécula quimérica derivada de la cadena pesada de
inmunoglobulina puede contener menos de una cadena pesada completa, siempre y cuando contenga la porcion
suficiente para conferir las propiedades anteriormente descritas.

La cadena pesada de inmunoglobulina puede ser de cualquiera de los tipos de inmunoglobulina G (I9G1, 1G>, 19Gs
0 1gG,). La porcion de la cadena pesada de inmunoglobulina puede contener CH1, CH2, o CH3 de las cadenas
pesadas de IgG. También se contemplan varias combinaciones o subcombinaciones de estos dominios constantes.

Un experto en la técnica comprendera que las inmunoglobulinas estan formadas por dominios con aproximadamente
100 o 110 restos de aminodcidos. Estos dominios diversos son conocidos en la técnica y tienen limitaciones también
conocidas. Gracias a la biologia molecular moderna se puede realizar facilmente la extraccién de un solo dominio y
su sustitucién por un dominio de otra molécula de anticuerpo. Los dominios son estructuras globulares estabilizadas
por puentes disulfuro intracadena. Esto les confiere una forma discreta y hace que los dominios sean una unidad
individual que se pueda sustituir o intercambiar con otros dominios con una forma similar.

Inmunoglobulinas quiméricas de cadena pesada

En varios aspectos y realizaciones se observa una molécula quimérica de receptor de toxina cuyos dominios
inmunoglobulinicos, que contienen la cadena pesada, derivan de diferentes isotipos de inmunoglobulinas de cadena
pesada. Un experto en la técnica puede comprender que, mediante el uso de técnicas moleculares, se pueden
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sustituir estos dominios por otros similares y asi, poder producir una inmunoglobulina hibrida entre dos moléculas
diferentes de inmunoglobulina. Estas inmunoglobulinas quiméricas permiten que las inmunoadhesinas que se
construyan contengan varias propiedades diferentes e interesantes, gracias a los diferentes dominios de las
inmunoglobulinas que las forman.

En ciertas realizaciones, las moléculas quiméricas de receptor de toxina contienen dominios de dos isotipos
diferentes de cadenas pesadas de inmunoglobulina humana.

Consideramos inmunoglobulinas quiméricas de cadena pesada procedentes de distintas especies (humanas,
murinas o de otros mamiferos). La presente invencién considera la inmunoglobulina quimérica de cadena pesada
que contiene dominios de inmunoglobulina derivados de al menos dos isotipos diferentes de inmunoglobulina de
mamiferos. En general, se puede utilizar inmunoglobulina de cualquier tipo de mamifero en las realizaciones
preferidas, como por ejemplo los siguientes isotipos: cualquier isotipo de IgG. La presente invencién también
contempla moléculas quiméricas que contienen dominios de inmunoglobulina derivados de dos isotipos diferentes de
inmunoglobulina de roedor o primate. Los isotipos de inmunoglobulina de roedor o primate son bien conocidos en la
técnica.

Las moléculas quiméricas de la presente invencibn pueden contener cadenas pesadas derivadas de
inmunoglobulina que incluyan al menos uno de los siguientes dominios: los dominios CH1, CH2 o CH3 de IgG, IgG1,
IgG2a, IgG2b o IgG3 de murino; el dominio CH1 de IgG, IgG1, IgG2, IgG3 o0 IgG4 humana; los dominios CH1, CH2 o
CHS3 de un isotipo 1gG de mamifero; los dominios CH1, CH2 o CH3 de un isotipo de IgG de roedor; los dominios
CH1, CH2 o CH3 de un isotipo de IgG de animal.

La presente invencién también contempla la sustitucion o adicibn de dominios de proteina, procedentes de
moléculas de la superfamilia génica de las inmunoglobulinas, en las moléculas quiméricas. Las moléculas que
pertenecen a la superfamilia génica de las inmunoglobulinas presentan homologia de residuo de secuencia de
aminoacidos y de secuencia de nucledtidos con las inmunoglobulinas. Las moléculas que forman parte de la
superfamilia génica de las inmunoglobulinas se identifican gracias a la homologia con respecto a las secuencias de
acidos nucléicos y aminoacidos. Véase, por ejemplo, p. 361 de Immunoglobulin Genes, Academic Press (1989).

Inmunoglobulinas de cadena ligera

La porcién de una cadena ligera de inmunoglobulina descrita en este documento es esa parte de la cadena ligera de
inmunoglobulina suficiente para aumentar la estabilidad de los receptores quiméricos de toxina expresados. Se
prefiere que las cadenas ligeras de esta invencion incluyan, al menos, un dominio constante o una parte de un
dominio constante suficientes para poder unirse a cualquiera de las cadenas pesadas aqui descritas. Asi pues, la
cadena puede tener menos de un dominio. La cadena ligera puede ser una cadena lambda o kappa.

La identidad del receptor de toxina unido mediante enlaces covalentes a la cadena ligera se puede ajustar de modo
gue afecte a la afinidad y la avidez de la proteina quimérica de receptor de toxina o inmunoadhesina. Por ejemplo, si
el receptor de toxina, que esta unido mediante enlaces covalentes a la cadena ligera, es el mismo receptor de toxina
gue el que esta unido a la cadena pesada, el mismo receptor de toxina, pero con una secuencia de aminoacidos
diferente, debido a la presencia de diferentes dominios de receptor, 0 un receptor alternativo para la misma toxina,
puede provocar un aumento de la avidez de la proteina quimérica de receptor de toxina. Por otra parte, la cadena
ligera se puede unir mediante enlaces covalentes al receptor de otra toxina, creando asi una proteina quimérica de
receptor de toxina adecuada para actuar como receptor sefiuelo contra multiples toxinas.

La union entre los dominios de las cadenas ligeras y el dominio variable puede hacerse a través de cualquier tipo de
enlace. La union puede ser, por ejemplo, un enlace flexible polipeptidico tal que (Gly3Ser)3.

Se contempla la posibilidad de que las cadenas ligeras descritas en este documento también se pueden presentar
en variaciones similares a las descritas para las cadenas pesadas de esta invenciéon. Por ejemplo, los dominios
constantes de la cadena ligera pueden ser derivados de diferentes organismos o especies.

Unién entre el receptor de toxina y el complejo inmunoglobulinico

La unién del complejo inmunoglobulinico y el receptor de toxina puede ocurrir por medio de un enlace entre la
cadena ligera y el receptor de toxina, preferiblemente por un enlace entre la cadena pesada y el receptor de toxina, o
mucho mejor, por ambos enlaces. Estos enlaces pueden tener lugar por medio de una unién que confiera suficiente
flexibilidad a las inmunoadhesinas aqui descritas, de modo que actlien como receptor sefiuelo. Preferiblemente, una
unién covalente como por ejemplo, un enlace peptidico covalente.

La unién puede ser por ejemplo, una secuencia natural de aminoacidos, una regioén bisagra de la inmunoglobulina,
como la que estan entre los dominios CH2 y CH3 de IgG, o un enlace polipeptidico flexible y sintético, como
(Gly3Ser)3 o (Gly4Ser)3. Un receptor quimérico de toxina puede contener cualquier nimero de enlaces diferentes.

Las immunoadhesinas
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Las inmunoadhesinas son polipéptidos que contienen al menos una proteina quimérica de receptor de toxina de esta
invenciéon. En algunas realizaciones, las inmunoadhesinas descritas en el presente documento también contienen
una cadena J y/o un componente secretor. En otras realizaciones, las inmunoadhesinas contienen méas de una
proteina quimérica de receptor de toxina.

La cadena J

Las inmunoadhesinas de la presente invencién puede contener, ademas de las proteinas quiméricas de receptor de
toxina, una cadena J unida a las cadenas pesadas derivadas de la inmunoglobulina. En realizaciones preferidas, la
inmunoadhesina de la presente invencién esta formada por dos o cuatro proteinas quiméricas del receptor de la
toxina del carbunco y una cadena J unida al menos a una de las proteinas quiméricas. En la técnica se describe y se
conoce la cadena J. Véase, por ejemplo, M. Koshland, The Immunoglobulin Helper: The J Chain, in Immunoglobulin
Genes, Academic Press, London, pg. 345, (1989) y Matsuuchi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83:456-460
(1986). La secuencia de la cadena J se puede consultar en varias bases de datos de los Estados Unidos.

El componente secretor

La inmunoadhesina también puede tener un componente secretor unido a la proteina quimérica de receptor de
toxina. Esta unién puede ser mediante puentes de hidrogeno, puentes disulfuro, enlaces covalentes, interacciones
idnicas o combinaciones de todos estos tipos de union.

La presente invencion contempla el uso del componente secretor de un gran nimero de especies diferentes, como
de humano, ratén, conejo, bovido y similares. Las secuencias de nucleétidos para estas moléculas son conocidas en
la técnica. Por ejemplo, la patente americana N.° 6.046.037 contiene muchas de estas secuencias. Las
inmunoadhesinas de la presente invencién que contienen el componente secretor, la proteina quimérica del receptor
de la toxina del carbunco y la cadena J, suelen estar unidas por medio de uno de los siguientes enlaces: puentes de
hidrogeno, puentes disulfuro, enlaces covalentes, interacciones i6nicas o combinaciones de todos estos tipos de
union.

Las inmunoadhesinas multiméricas

Las inmunoadhesinas pueden contener mas de una molécula protéica de receptor, por ejemplo, pueden contener
moléculas quiméricas de receptor de toxina, es decir, unidades monoméricas que no estan unidas por puentes
disulfuro a otras moléculas quiméricas de receptor de toxina. Las inmunoadhesinas pueden contener moléculas
quiméricas de receptor de toxina unidas a otras moléculas quiméricas de receptor de toxina de modo que formen
dimeros u otras moléculas multivalentes. La molécula quimérica de receptor de toxina se presenta normalmente en
forma de dimero, pues se une con la porcion inmunoglobulina de la molécula quimérica. La porcién inmunoglobulina
de la molécula quimérica de receptor de toxina permite que, debido a la unién de dos moléculas quiméricas del
receptor de la toxina del carbunco, se forme una molécula dimérica con dos partes de union activas formadas a
partir de la porcién proteina del receptor de toxina. En realizaciones preferidas, la dimerizacion tiene lugar mediante
puentes disulfuro, normalmente, entre los dominios de inmunoglobulina como parte de una molécula de
inmunoglobulina que ocurre de manera natural. Las personas expertas en esta técnica pueden entender que estos
puentes disulfuro, presentes normalmente en moléculas de inmunoglobina naturales, se pueden modificar, mover y
eliminar, y aun asi, seguir manteniendo la capacidad de formar un dimero con moléculas quiméricas de receptor de
toxina.

La inmunoadhesina multimérica puede estar formada por cuatro moléculas quiméricas de receptor de toxina, dos de
las cuales, derivadas de la fusion del receptor de toxina y de la cadena pesada de inmunoglobulina, estan unidas
entre si por puentes disulfuro, ademas, cada una de estas moléculas unidas por puentes disulfuro, estan igualmente
unidas a otra molécula quimérica de receptor de toxina que procede de la fusion del receptor de toxina y una cadena
ligera de inmunoglobulina, de modo que la forma resultante tiene estructura tetramérica.

En otras realizaciones preferidas, la inmunoadhesina contiene formas multiméricas de la molécula quimérica de
receptor de toxina gracias a la unién de la cadena J con la porciéon inmunoglobulina de la molécula quimérica de
receptor de toxina. La union de la cadena J con el dimero formado por dos moléculas quiméricas de receptor de
toxina permite la formacién de estructuras tetraméricas de la inmunoadhesina.

La glicosilacion especifica de plantas

En ciertas realizaciones de la presente invencion, las inmunoadhesinas y las proteinas quiméricas de receptor de
toxina descritas anteriormente son expresadas por métodos que generan proteinas con glicosilacién especifica de
plantas. Es bien sabido en la técnica que la glicosilacion es una importante modificacion proteica de células
eucaridticas de plantas, mamiferos o insectos (Lerouge et al., Plant Molecular Biology 38:31-48, 1998). El proceso
de glicosilacién comienza en el reticulo endoplasmatico con la transferencia de un oligosacéarido precursor a un
residuo especifico de la cadena polipeptidica nascente. El proceso de transformacién de este oligosacarido en
diferentes tipos de glicanos, que difieren en los tipos de residuos presentes y en la naturaleza de los enlaces entre
los residuos, se produce en la ruta secretora, a medida que la glicoproteina avanza desde el reticulo endoplasmatico
hasta su destino final. Una persona experta en la técnica comprendera que al final de su maduracion, las proteinas
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expresadas en plantas o en células de plantas tendran un modelo de glicosilacion diferente al que tienen las
proteinas expresadas en otros tipos celulares, incluyendo células de mamifero y células de insecto. Se han realizado
estudios detallados que describen la glicosilacion especifica de plantas y su comparacién con la glicosilacion en
otros tipos celulares. Véase, por ejemplo, Cabanes-Macheteau et al., Glycobiology 9(4):365-372 (1999), y Altmann,
Glycoconjugate J. 14:643-646 (1997). Estos y otros grupos han demostrado que la glicosilacion especifica de
plantas genera glicanos que tienen xilosa unida por enlaces 3(1,2) a manosa, si bien la xilosa no esta unida por
enlaces 3(1,2) a manosa como resultado de la glicosilacion en células de mamifero e insecto. La glicosilacién
especifica de plantas da como resultado una fucosa unida por enlaces a(1,3) a GIcNAc proximal, mientras que la
glicosilacion en células de mamifero da como resultado una fucosa unida por enlaces a(1,6) al GIcNAc proximal.
Adicionalmente, la glicosilacién especifica de plantas no da como resultado la adicién de un acido sialico al extremo
terminal de la proteina de glicano, mientras que en la glicosilacion en células de mamifero se afiade acido sialico.

Las secuencias de aminoacidos de todos los polipéptidos que forman las inmunoadhesinas y la proteina quimérica
de receptor de toxina de esta invencion son conocidas. Una persona experta en la técnica sabra que los sitios de
glicosilacion son el tripéptido Asn-X-Ser/Thr, en el que X puede ser cualquier aminoacido, a excepcion de la prolina y
el &cido aspértico (Kornfeld y Kornfeld, Annu Rev Biochem 54:631-664, 1985). Por lo tanto, un experto en la técnica
también sabra cudles de los aminoacidos de los polipéptidos que forman las proteinas descritas en el presente
documento tienen glicosilacion especifica de plantas.

En otros aspectos y realizaciones preferidas de la presente invencion, la inmunoadhesina con glisocilacion
especifica de plantas, esta formada, ademas, por una cadena J y un componente secretor asociados a la molécula
quimérica ya mencionada. Como era el caso con respecto a la molécula quimérica, una persona experta en la
técnica sera capaz de identificar los emplazamientos de glicosilacién especifica de plantas en las secuencias de la
cadena J y del componente secretor.

Si se desea, la glicosilacion especifica de plantas puede ser modificada afiadiendo secuencias que dirijan el proceso
de post-traduccion del polipéptido de planta, que forma las proteinas quiméricas de receptor de toxina y las
inmunoadhesinas, hacia otros sitio que no sea el reticulo endoplasmético, de modo que se genere un proceso de
glicosilacion post-traduccional en el que se reduzcan sustancialmente, o incluso se eliminen, los enlaces xilosa y
fucosa. Si se afiade la secuencia KDEL, que codifica el C-terminal de la inmunoglobulina, se obtiene este tipo de
glicosilacion modificada.

En otros aspectos y realizaciones preferidas de la invencidon puede ser conveniente eliminar la N-glicosilacion o la O-
glicosilacion, o incluso ambas formas de glicosilacion, en especial si no es necesaria la interaccion del receptor Fc
para producir una proteina/inmunoadhesina quimérica funcional de receptor de toxina, para asi prevenir, o tratar, los
efectos patoldgicos de un virus, una bacteria, un hongo o una molécula téxica producida o presentada en el sujeto al
que se le administra el producto.

Los derivados funcionales

En el presente documento también se describen derivados funcionales de la inmunoadhesina y de la proteina
quimérica de receptor de toxina. Por “derivado funcional” se entiende un «derivado quimico», «fragmento» o
«variante» del polipéptido o &cido nucleico de la invencidon que retiene al menos una parte de la funcion de la
proteina, por ejemplo la reactividad con un anticuerpo especifico de la proteina, actividad enzimética o actividad de
enlace, que permite su utilidad segun la presente invencién. Es bien conocido en la técnica que, debido a la
degeneracion del cédigo genético, numerosas secuencias diferentes de acidos nucleicos pueden codificar la misma
secuencia de aminoacidos. Igualmente es bien conocido en la técnica que se pueden realizar cambios conservativos
en los aminoéacidos para llegar a una proteina o polipéptido que retenga la funcionalidad del original. En ambos
casos, se pretende que todas las permutaciones queden abarcadas por esta memoria descriptiva.

Los derivados también se pueden disefiar segun procedimientos de rutina para incluir una etiqueta de purificacion
por afinidad de manera que se pueden producir grandes cantidades y/o cantidades relativamente puras o aisladas
de inmunoadhesina. Existen muchas versiones de etiquetas que se pueden incorporar en uno 0 mas componentes
de la inmunoadhesina, preferiblemente sin destruir la actividad de enlace deseada de la inmunoadhesina en
ausencia de la etiqueta. Dichas etiquetas se pueden disefiar en forma de una secuencia de acidos nucleicos que se
puede expresar fusionada con las secuencias de &cidos nucleicos que codifican las inmunoadhesinas de la
invencion. Las etiquetas también se pueden disefiar para que se puedan eliminar, por ejemplo, mediante una enzima
comercialmente disponible.

Ademas, es posible borrar codones o sustituir uno o mas codones con otros codones que no sean degenerados para
producir un polipéptido estructuralmente modificado, pero con la misma utilidad o actividad que el polipéptido
producido por la molécula de &cido nucleico no modificada. Tal y como se reconoce en la técnica, los dos
polipéptidos pueden ser equivalentes funcionales, tal y como ocurre con las dos moléculas de &cido nucléico que
causan su produccion, incluso aunque las diferencias entre las moléculas de acido nucléico no estén relacionadas
con la degeneracion del cédigo genético.
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Se pueden implementar manipulaciones de este tipo, asi como la derivatizacion quimica tras la produccion, por
ejemplo, para mejorar la estabilidad, la solubilidad, la absorcién, el efecto biolégico o terapéutico, y/o la semivida
biolégica. Los restos capaces de mediar estos efectos se desvelan en, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1990). Un derivado funcional, que se pretende abarcar en la
presente invencion, es un polipéptido “variante” que carezca de uno o mas aminoacidos, que contenga aminoacidos
adicionales o de reemplazo en relacién al polipéptido natural. El variante puede proceder de un componente
compuesto natural si se modifica adecuadamente la secuencia de codificacion del ADN de la proteina para afiadir,
eliminar y/o modificar los codones de uno o mas aminoacidos en uno o0 mas sitios del C-terminal, N-terminal y/o en la
secuencia natural. Se entiende que estas variantes que tienen aminodacidos afiadidos, sustituidos y/o adicionales
retienen una 0 mas porciones caracterizantes de la proteina nativa, tal como se ha descrito anteriormente.

Se puede preparar un derivado funcional de una proteina con restos de aminoacidos borrados, insertados y/o
sustituidos, mediante técnicas convencionales que ya conocen las personas expertas en la técnica. Por ejemplo, los
componentes modificados de los derivados funcionales se pueden producir usando técnicas de mutagénesis dirigida
a la posicion (como se ejemplifica por Adelman et al., 1983, DNA 2:183) en la que los nucleétidos de la secuencia de
codificacion del ADN se modifican para producir una secuencia de codificacion modificada, y posteriormente
expresar el ADN recombinante en una célula huésped procariota o eucariota, usando técnicas como las
anteriormente descritas. Alternativamente, las proteinas con deleciones, inserciones y/o sustituciones de
aminoacidos se pueden preparar convenientemente mediante sintesis quimica directa, usando procedimientos bien
conocidos en la técnica. Los derivados funcionales de las proteinas exhiben normalmente la misma actividad
bioldgica cualitativa que las proteinas naturales.

Ademas, las inmunoadhesinas de la invencion pueden ser, no solo inmunoadhesinas quiméricas de receptor Ig
modificadas, sino también abarcar otros miembros naturales de la familia de las proteinas de receptor, isotipos, y/u
otras secuencias de aminoacidos homélogas, por ejemplo de ser humano, primate, roedor, canino, felino, bovino,
aviar, etc. El tipo de Ig usado en las inmunoadhesinas puede variar, por ejemplo, puede asumir una identidad de un
miembro diferente de la familia de las Ig, incluido o no en una especia dada. Las Igs son diversas y tienen 15
secuencias bien conocidas, a través de las cuales, una persona no experta en la técnica puede aprovechar para
crear inmunoadhesinas diferentes que tengan una utilidad mas o menos diferente en un organismo dado sometido a
tratamiento.

Las proteinas quiméricas del receptor de la toxina del carbunco y las inmunoadhesinas

La invencién también incluye las proteinas quiméricas del receptor de la toxina del carbunco segun se establece en
la reivindicacion 1. Opcionalmente, con el fin de mejorar la estabilidad, también se puede incluir en el compuesto una
cadena ligera de inmunoglobulina. Por otra parte, se puede incluir en el complejo un receptor de la toxina del
carbunco asociado a la cadena ligera de inmunoglobulina o a un fragmento de cadena ligera, en ambos casos
preferiblemente en el N-terminal, para mejorar la estabilidad y/o aportar receptores adicionales de la toxina del
carbunco y potenciar el enlace con la toxina del carbunco.

Una proteina de receptor de toxina se puede asociar con una cadena pesada, una cadena ligera, 0 ambas cadenas.
En algunas realizaciones, una cadena J y un componente secretor, van asociados con una proteina quimérica de
receptor de toxina para formar una inmunoadhesina. En otras realizaciones, la proteina quimérica de receptor de
toxina tiene una glicosilacion especifica de planta.

La proteina quimérica de receptor de la toxina del carbunco

Las proteinas quiméricas del receptor de la toxina del carbunco descritas en el presente documento contienen al
menos una proteina del receptor de la toxina del carbunco unida a un complejo inmunoglobulinico que contiene una
cadena pesada de inmunoglobulina.

El receptor de la toxina del carbunco

El receptor de la toxina del carbunco es cualquier polipéptido que se una al antigeno protector (PA) con suficiente
afinidad para permitir que la proteina quimérica de receptor de toxina actie como receptor sefiuelo.

El receptor de la toxina del carbunco segun este documento es un factor 2 de morfogenia capilar humana (CMG2)
(Scobie et al., 2001). El receptor funciona como una proteina transmembrana tipo 1 y tiene, al igual que un péptido
sefial, un dominio extracelular y una regiéon transmembrana de paso Unico. Se han podido predecir varias isoformas
proteicas, incluso variantes solubles, mediante el proceso de splicing.

El receptor de la toxina del carbunco, descrito en el presente documento, debe contener como minimo elementos
funcionales para unirse al PA y puede contener también uno o méas polipéptidos adicionales (por ejemplo alguno que
facilite el uso del receptor de la toxina del carbunco como receptor sefiuelo). Los dominios que unen el ATR al PA se
han determinado correctamente (32-27). El dominio A del factor de Van Willebrand (dominio VWA), también
conocido como dominio de la integrina (dominio 1), contiene un sitio de adhesion dependiente de ion metalico
(MIDAS) esencial para una correcta unién del PA con el receptor. Véase Scobie HM, Rainey GJ, Bradley KA, Young
JA (2003) Human capillary morphogenesis protein 2 functions as an anthrax toxin receptor. Proc
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Natl Acad Sci USA 100: 5170-5174. Bradley KA, Mogridge J, Mourez M, Collier RJ, Young JA (2001) Identification of
the cellular receptor for anthrax toxin. Nature 414:225-229. En realizaciones preferidas, la proteina del receptor de la
toxina del carbunco contiene el dominio extracelular completo del receptor.

Al receptor de la toxina del carbunco de esta invencion le faltan los 14 aminoacidos que no forman parte del dominio
VWA/I. Esta secuencia de 14 amino&cidos y su secuencia nucledtida correspondiente se pueden ver a continuacion:

TEILELQPSSVCVG (SEC ID N.°: 102)
act gaa atc cta gaa ttg cag ccc tca agt gtc tgt gtg ggg (SEC ID N.°: 103)

Los vectores, las células y las plantas que contienen proteinas quiméricas de receptor de toxinas e
inmunoadhesinas

La presente invencion también contempla los vectores de expresién y clonacién, las células y las plantas que
contienen los receptores quiméricos de toxina y las inmunoadhesinas de la presente invencion. La tecnologia para
aislar los genes que codifican las diferentes porciones proteina es bien conocida de una persona experta en la
técnica y se puede aplicar para insertar los diferentes genes necesarios en los vectores de expresion y los vectores
de clonacién de forma que dichos vectores se puedan transfectar a células eucariotas tales como células de plantas,
plantas y plantas transgénicas.

La presente invencion contempla un método de ensamblaje de una inmunoadhesina siguiendo estos pasos:
introducir dentro de un organismo de un segmento de ADN codificado a una molécula quimérica de proteina de
receptor, cadena J, e introducir, dentro del mismo organismo, ADN codificado a componente secretor. El
componente secretor de preferencia contiene como minimo un segmento de los residuos 1 al 606 de aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos de la inmunoglobulina polimérica humana (plgR) o residuos de aminoacidos
analogos de otras especies (Mostov, Ann Dev. Immu. 12:63-84 1994). De entre las secuencias del componente
secretor que se utilicen, junto con la llamada en adelante plgR humana, estdn las que contienen al menos un
segmento de los residuos 1 al 627 de amino&cidos de la pIgR humana.

La presente invencion contempla células eucariotas, entre las que se incluyen las células de plantas que contienen
los receptores quiméricos de toxina y las inmunoadhesinas de la presente invencion. La presente invencion también
contempla células vegetales con secuencias nucledtidas que codifican los diversos componentes de los receptores
guiméricos de toxina y las inmunoadhesinas de esta invencion. Una persona experta en la técnica comprendera que
la secuencia de nucleétidos que codifican el componente de secrecion de la proteina protectora, la molécula de la
proteina quimérica de receptor y la cadena J se uniran normalmente a un promotor y se presentaran como parte de
un vector o casete de expresion. Si la célula eucariota es de planta, normalmente, el promotor que se use serd uno
que pueda operar en una célula de planta. Una vez separados los genes de las proteinas de receptor, los del
componente secretor y los de la cadena J, estos operan normalmente unidos a un promotor de transcripciéon de un
vector de expresion. La presente invencion también contempla vectores de expresion, cuya secuencia nucleétida
codifica la molécula de proteina quimérica de receptor y esta unida a una secuencia reguladora para su expresion.
Estos factores de expresion sitlan la secuencia de nucleétidos que se va a expresar en la célula 3' de una
secuencia promotora que hace que se transcriba y se exprese la secuencia de nucle6tidos. El vector de expresion
también puede contener secuencias de mejora que favorezcan la eficacia de la transcripcion. Ademas, para
incrementar la cantidad de secuencia de nucledtidos que se transcribe dentro de una célula en concreto, se pueden
incluir secuencias como por ejemplo terminadores, emplazamientos de poliadenilacion u otras sefiales del extremo
3.

La expresion de los componentes del organismo de eleccién puede ser causada por un plasmido de replicacion
independiente, por un componente permanente del cromosoma, o por cualquier fragmento de ADN que pueda dar
lugar a transcripciones que codifican los componentes. Los organismos adecuados para la transformacion pueden
ser tanto procariotas como eucariotas. La introduccion de los componentes del compuesto se puede hacer por
transformacion directa de ADN, por biolistica hacia el interior del organismo o a través de otro organismo, como por
ejemplo, con ayuda de la accién recombinante de la Agrobacterium en las células vegetales. La expresion proteica
en los organismos transgénicos requiere una co-introduccion de un elemento promotor adecuado y una sefal de
poliadenilacién. En una realizacion de la invencion, el elemento promotor causa potencialmente la expresion
constitutiva de los componentes de todas las células de una planta. La expresién constitutiva que tiene lugar en la
mayoria o en todas las células garantiza que los precursores puedan ocupar el mismo sistema de endomembranas
necesario para que tenga lugar el ensamblaje.

Los vectores de expresion

Para expresar los genes de la presente invencion se han usado, preferiblemente, vectores de expresién compatibles
con las células huésped. Los vectores de expresion que se usan normalmente para la expresion génica de plantas
son bien conocidos en la técnica e incluyen vectores procedentes de plasmidos inductores de tumores (Ti) de
Agrobacterium tumefaciens, descritos por Rogers et al., Meth. in Enzymol., 153:253-277 (1987). Sin embargo, se
sabe que otros muchos sistemas de vectores de expresion también funcionan en plantas. Véase por ejemplo, Verma
et al., PCT Publication No. WO87/00551; y Cocking and Davey, Science, 236:1259-1262 (1987).
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Los vectores de expresién descritos anteriormente presentan elementos de control de expresion tales como
promotores. Los genes que se expresan se unen a un vector de expresion para permitir a la secuencia promotora
gue ejecute la unién y la sintesis del ARN polimerasa del gen codificador polipéptido deseado. En la expresion
génica son utiles los promotores, pues son inducibles, virales, sintéticos, constitutivos y regulados. La eleccién de
qué vector de expresion utilizar y, en Ultima instancia, a qué promotor se debe unir operativamente una parte de la
secuencia nucleétida que codifica parte de la inmunoadhesina de la presente invencién, depende directamente,
como ya se conoce en la técnica, de las propiedades funcionales deseadas, por ejemplo, de la localizacién y el
tiempo de la expresion proteica y de la célula huésped que se transforme, siendo estas limitaciones inherentes en la
técnica de construccién de moléculas del ADN recombinante. Sin embargo, un vector de expresion util para poner en
practica la presente invencion debe tener al menos la capacidad de permitir la replicacién, y preferiblemente, permitir
también la expresién del gen codificante del polipéptido incluido en el segmento de ADN al que esta unido.

En realizaciones preferidas, el vector de expresion utilizado para expresar los genes contiene un marcador de
seleccién efectivo en células vegetales, preferiblemente un marcador de selecciéon de resistencia a drogas. Un
marcador de resistencia a drogas preferido es el gen cuya expresiéon da como resultado la resistencia a la
kanamicina, es decir, contiene un gen quimérico compuesto del promotor de nopalina - sintasa, la region
codificadora de Tn5 que codifica la enzima neomicin - fosfotransferasa y el terminador 3’ de nopalina - sintasa, tal y
como lo describen Rogers et al., en Methods For Plant Molecular Biology, Weissbach y H. Weissbach, eds.,
Academic Press Inc., San Diego, California (1988). Un vector de expresion de plantas Util se puede adquirir en
Pharmacia, Piscataway, N.J. Los vectores de expresion y los promotores de expresion de proteinas extrafias en
plantas fueron descritos en las patentes americanas N°s 5.188.642, 5.349.124, 5.352.605 y 5.034.322.

La construccion de vectores de expresion

Se han desarrollado diversos métodos para unir el ADN a vectores mediante extremos complementarios de
cohesion. Por ejemplo, se pueden afiadir regiones de homopolimeros complementarios al segmento de ADN para
insertarlos en el vector de ADN. El vector y el segmento de ADN estan unidos por puentes de hidrégeno a las colas
complementarias de homopolimeros para formar moléculas de ADN recombinante. Por otra parte, se pueden usar
enlaces sintéticos con uno o méas endonucleasas de restriccion para unir el segmento de ADN al vector de
expresion. Se afiaden enlaces sintéticos a los segmentos de ADN romo; para ello se incuban los segmentos de ADN
romo con gran cantidad de moléculas de enlace sintéticas en presencia de una enzima con capacidad de catalizar la
formacion de enlaces entre las moléculas de ADN romo; un ejemplo de esta enzima seria la ADN ligasa T4
procedente de un bacteriéfago. Asi, los productos resultado de la reaccion son segmentos de ADN que transportan
secuencias sintéticas de enlace en sus extremos. Una endonucleasa de restriccion apropiada corta los segmentos
de ADN que luego se unen para formar un vector de expresion. Este vector se rompe por la acciéon de una enzima
gue produce terminales compatibles con los del enlace sintético. Los enlaces sintéticos que contienen varios sitios
de restriccion estan disponibles en el mercado en numerosas fuentes como New England BioLabs, Beverly, Mass.

Las secuencias de nucleotidos que codifican el componente secretor, la cadena J y la molécula de proteina
quimérica de receptor descrita en la presente invencién, se introducen en la misma célula de planta, ya sea
directamente o introduciendo cada componente en una célula de planta, regenerando una planta y utilizando
métodos de hibridacién cruzada de varios componentes para producir la célula de planta final de modo que contenga
todos los componentes necesarios.

La expresion de receptores quiméricos de toxina y de inmunoadhesinas

Para introducir las secuencias nucleétidas que codifican los componentes de los receptores quiméricos de toxina y
las inmunoadhesinas de la presente invencién, podemos utilizar cualquier método. Entre los métodos de
introduccion de genes en plantas encontramos, por ejemplo, la Técnica de Agrobacterium para formacion de plantas,
la transformacion de protoplasma, la transferencia génica al polen, la inyeccidn dentro de los 6rganos reproductores
y la inyeccién dentro del embrién maduro. Cada uno de estos métodos tiene ventajas y desventajas. Asi pues, un
método concreto para introducir genes en una célula eucaridtica en particular, puede no ser el método mas efectivo
para otra célula eucariética u otra especie de planta.

Las plantas

Entre los métodos de introducciéon de genes en plantas encontramos, por ejemplo, la Técnica de Agrobacterium para
la transformacién de plantas, la transformacion de protoplasma, la transferencia génica al polen, la inyeccién dentro
de los érganos reproductores y la inyeccion dentro del embrién maduro. Cada uno de estos métodos tiene ventajas y
desventajas. Asi pues, un método concreto para introducir genes en una célula eucaridtica en particular, puede no
ser el método més efectivo para otra célula eucaridtica y especie de planta.

La introduccidn de los genes en las células vegetales se puede hacer de manera transitoria para producir de manera
rapida una proteina deseada sin alterar de forma permanente o estable el genoma de una planta ni su
descendencia. Un ejemplo de como realizar esta expresion transitoria seria por infiltracion de los espacios de aire
intracelulares en las hojas de una planta intacta mediante una suspensién de Agrobacterium tumefaciens que
contenga el gen o los genes de interés de un vector binario y cultivando dichas hojas para, luego, proceder a la
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extraccién de la proteina. Voinnet O, Rivas S, Mestre P, Baulcombe D (2003) An enhanced transient expression
system in plants based on suppression of gene silencing by the pl9 protein of tomato bushy stunt virus. The Plant
Journal 33: 949-956.

La Técnica de Agrobacterium tumefaciens es un sistema popularmente utilizado de transfeccion génica en células
vegetales, pues el ADN se puede introducir en tejidos vegetales completos, transfiriendo la necesidad de
regeneracién desde una planta intacta a un protoplasma. El uso de vectores de expresion por la Técnica de
Agrobacterium para introducir ADN en células vegetales es conocido en esta técnica. Véase, por ejemplo, los
métodos descritos por Fraley et al., Biotechnology, 3:629 (1985) y Rogers et al., Methods in Enzymology, 153:253-
277 (1987). Ademas, la integracién del ADN de Ti es un proceso relativamente exacto, no siendo necesario realizar
muchas modificaciones. La regién del ADN que se transfiere queda delimitada por los bordes de las secuencias y el
ADN interviniente se inserta normalmente en el genoma de la planta tal y como describe Spielmann et al., Mol. Gen.
Genet., 205:34 (1986) y Jorgensen et al., Mol. Gen. Genet, 207:471 (1987). Hay modernos vectores de
transformaciéon por la Técnica de Agrobacterium que son capaces de replicar tanto Escherichia coli como
Agrobacterium, por lo tanto permiten que se hagan las manipulaciones convenientes, tal y como describe Klee et al.,
en Plant DNA Infectious Agents, T. Hohn y J. Schell, eds., Springer-Verlag, New York, pp. 179-203 (1985). Ademas,
los recientes avances tecnoldgicos en los vectores de transferencia por la Técnica de Agrobacterium han mejorado
la disposicion de los genes y los sitios de restriccion en los vectores para facilitar la construccién de vectores
capaces de expresar diversos genes que codifican para polipéptidos. Los vectores que describe Rogers et al.,
Methods in Enzymology, 153:253 (1987), muestran sitios polilinker, flanqueados por un promotor, y un
emplazamiento de poliadenilacién, para una expresion directa de los genes transfectados que codifican para
polipéptidos, y que son, por tanto, apropiados para este fin.

Para las especies vegetales en las que la Técnica de Agrobacterium es eficiente, este es el método de eleccién
debido a su caracter facil y definido en lo que respecta a la transfeccion génica. La Técnica de Agrobacterium para
transformar hojas de discos y otros tejidos parece estar limitada a las especies vegetales que sufren infecciones
naturales por Agrobacterium tumefaciens. Por lo tanto, la Técnica de Agrobacterium es mas eficaz en plantas
dicotiled6neas.

Muy pocas monocotiledéneas parecen ser huéspedes naturales de Agrobacterium, si bien, se han producido
algunas plantas transgénicas usando la Técnica de Agrobacterium, tal y como describe Bytebier et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 84:5345 (1987). Por lo tanto, cereales importantes desde el punto de vista comercial como el
arroz, el maiz y el trigo se deben transformar usando métodos alternativos. La transformacién de protoplastos
vegetales se puede realizar con métodos basados en el precipitado de fosfato calcio, con tratamiento con
polietilenglicol, con electropermeabilizacion y con combinaciones de estos tratamientos. Véase, por ejemplo,
Potrykus et al., Mol. Gen. Genet., 199:183 (1985); Lorz et al., Mol. Gen. Genet, 199:178 (1985), Fromm et al.,
Nature, 319:791 (1986); Uchimiya et al., Mol. Gen. Genet., 204:204 (1986); Callis et al., Genes and Development,
1:1183 (1987); y Marcotte et al., Nature, 335:454 (1988).

La aplicacidon de estos métodos a distintas especies de plantas depende de la capacidad de regeneracion de esa
especie de planta a partir de protoplastos. Los métodos ilustrativos para la regeneracion de cereales a partir de
protoplastos estan descritos en Fujimura et al., Plant Tissue Culture Letters, 2:74 (1985); Toriyama et al., Theor Appl.
Genet, 73:16 (1986); Yamada et al., Plant Cell Rep., 4:85 (1986); Abdullah et al., Biotechnology, 4:1087 (1986).

Para transformar especies vegetales que no se puedan regenerar a partir de protoplastos, se pueden utilizar otros
métodos de transfeccion de ADN a células intactas o a tejidos. Por ejemplo, la regeneracion de cereales a partir de
embriones inmaduros o explantos se puede realizar tal y como describe Vasil, Biotechnology, 6:397 (1988). Ademas,
también se pueden utilizar “pistolas de particulas” o microproyectiles de alta velocidad. Con esta tecnologia, el ADN
se transporta a través de la pared celular y entra en el citoplasma sobre la superficie (0,525 um) de pequefias
particulas metalicas, aceleradas a velocidades de uno o varios cientos de metros por segundo, segun describe Klein
et al., Nature, 327:70 (1987); Klein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85:8502 (1988); y McCabe et al.,
Biotechnology, 6:923 (1988). Las particulas metalicas penetran en varias capas celulares y por lo tanto permiten la
transformacion de las células dentro del tejido explanto. Las particulas metalicas se usan para transformar con éxito
las células de maiz y para producir plantas de tabaco y soja fértiles de transformacion estable. La transformacion de
tejido de explantos evita el paso por una fase protoplastida, y por lo tanto, acelera la produccién de plantas
transgénicas.

También se puede insertar el ADN en plantas mediante transfeccion directa de ADN en el polen, tal y como describe
Zhou et al., Methods in Enzymology, 101:433 (1983); D. Hess, Intern Rev. Cytol., 107:367 (1987); Luo et al., Plant
Mol. Biol. Reporter, 6:165 (1988). La expresion de genes que codifican para polipéptidos se puede obtener
inyectando ADN en los érganos reproductores de la planta, segin describe Pena et al., Nature, 325:274 (1987). El
ADN también se puede inyectar directamente en las células de embriones inmaduros y en células rehidratadas de
embriones disecados, tal y como describe Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet., 75:30 (1987); y Benbrook et al., in
Proceedings Bio Expo 1986, Butterworth, Stoneham, Mass., pp. 27-54 (1986).

La regeneracion de plantas a partir de protoplastos de plantas individuales o de varios explantos es bien conocida en
la técnica. Véase, por ejemplo, Methods for Plant Molecular Biology, A. Weissbach and H. Weissbach, eds.,
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Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1988). Este proceso de regeneracion y crecimiento incluye los siguientes
pasos: selecciéon de las células diana y de brotes, enraizamiento de los brotes transformantes y crecimiento de las
plantas en suelo.

La regeneracion de las plantas que contienen el gen extrafio introducido por la Técnica de Agrobacterium
tumefaciens, procedente de hojas de explantos, se puede conseguir segun lo describe Horsch et al., Science,
227:1229-1231 (1985). Segln este procedimiento, los transformantes crecen en presencia de un agente de
seleccién en un medio que induce la regeneracion de los brotes en las especies vegetales en transformacion, tal y
como lo describen Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:4803 (1983). Por este procedimiento se suelen
producir brotes en un plazo de dos a cuatro semanas y estos brotes transformantes se transfieren posteriormente a
un medio inductor adecuado para la formacion de raices con un agente selectivo y un antibiético para prevenir la
proliferacion de bacterias. Los brotes transformantes que forman raiz en presencia del agente selectivo para formar
plantas, son transplantados a la tierra para favorecer la produccién de raices. Estos procedimientos pueden variar en
funcién de la especie de planta particular que se use, siendo estas variaciones conocidas en la técnica.

Las inmunoadhesinas de la presente invencién se pueden producir a partir de cualquier célula de planta, como por
ejemplo, de células procedentes de plantas dicotiledbneas o monocotiledéneas, solanaceas, alfalfa, legumbres,
semillas oleaginosas como el cartamo, o el tabaco.

Las plantas transgénicas de la presente invencion se pueden obtener a partir de especies de plantas susteptibles a
la polinizacion cruzada, usando cualquier método de transformacion conocido por una persona experta en la técnica.
Entre las especies de plantas Utiles estan las dicotiledéneas como el tabaco, el tomate, las legumbres, la alfalfa, el
roble o el arce; o las monocotiledéneas como la hierba, las plantas de grano, la avena, el trigo o la cebada; o plantas
con baja capacidad de fecundacién, como las gimnospermas, las coniferas, las colas de caballo, los musgos, las
hepéticas, los hornabeques, las algas, los gametofitos, los esporofitos o los teridofitos.

Las células eucariotas

La presente invencion también contempla la expresion de los receptores quiméricos de toxina y las
inmunoadhesinas dentro de células eucariotas como pueden ser las células de mamiferos. Una persona entendida
en la técnica comprendera los diversos sistemas disponibles para la expresion en células de mamiferos, y podra
modificar facilmente estos sistemas de modo que se puedan expresar las inmunoadhesinas y las moléculas
quiméricas de receptor de proteina.

Los compuestos que contienen receptores quiméricos de toxina y las inmunoadhesinas

La presente invencién también contempla compuestos que contienen los receptores quiméricos de toxina o las
inmunoadhesinas de la presente invencién, junto con macromoléculas o material de plantas. Normalmente, estas
macromoléculas o material de plantas proceden de alguna planta Util para la presente invencion. Las
macromoléculas de planta estan presentes, junto con el receptor quimérico de toxina o la inmunoadhesina presentes
en esta invencion, en por ejemplo una célula de planta, en un extracto de una célula de planta o en una planta. Las
macromoléculas de planta tipicas en un compuesto son la ribulosa bifosfato carboxilasa, los pigmentos del complejo
cosechador de luz (LHCP), los metabolitos secundarios o la clorofila. Los compuestos de la presente invencion
tienen material de planta 0 macromoléculas vegetales presentes a una concentracién de 0,01% a 99% en masa
excluyendo el agua. Otras composiciones tienen los receptores quiméricos de toxina o las inmunoadhesinas de la
presente invencién a una concentracion de entre el 1% y el 99% en masa excluyendo el agua. Otras composiciones
incluyen los receptores quiméricos de toxina y las inmunoadhesinas a una concentracion de entre el 50% y el 90%
en masa excluyendo el agua.

Las composiciones de la presente invencion pueden contener material de planta o0 macromoléculas vegetales a una
concentracioén de 0,1% a 5% en masa excluyendo el agua. Normalmente, la masa presente en la composicion
consistird en macromoléculas de plantas y en los receptores quiméricos de toxina o en las inmunoadhesinas de la
presente invencion. Cuando las proteinas de la presente invencidn estan presentes a concentraciones mas altas o
mas bajas, la concentraciéon de las macromoléculas de plantas presentes en la composicion varia inversamente. En
otras realizaciones, la composicion de las moléculas de planta se presenta a concentraciones entre el 0,12% y el 1%
en masa excluyendo el agua.

La presente invencion contempla la composicion de materia formada por todos o algunos de estos componentes:
una molécula quimérica de receptor de proteina, una cadena J o un componente secretor. Estos componentes
forman un compuesto y estan asociados tal y como se describié anteriormente. La composicion también puede
contener moléculas procedentes de plantas. Esta composicion se puede obtener también después de un proceso de
extraccion que genere un receptor funcional quimérico de toxina o una inmunoadhesina y moléculas procedentes de
plantas.

El método de extraccion indica que hay que aplicar una fuerza a un planta que contenga la composicion, donde, por
medio de un compartimento apoplastico de la planta, este se rompe y libera dicha composicion. La fuerza aplicada
rompe el compartimento y libera el liquido apoplastico. La planta completa, o el extracto de planta, contiene una
mezcla de receptor quimérico de toxina/inmunoadhesina y otras moléculas de planta. Entre las moléculas de la
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mezcla se encuentra la ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCo) o fragmentos de la misma. Otra de las
macromoléculas es el LHCP. Otra de las moléculas es la clorofila. Otros de los métodos Utiles para preparar las
composiciones son la extraccion de varios solventes y la aplicacién de vacio al material de la planta. Las
composiciones de la presente invencion pueden contener material o macromoléculas de planta a una concentracion
de 0,1% a 5% en masa excluyendo el agua.

La presente invencion también contempla que la proporcion relativa de las moléculas de plantas y las moléculas de
animales puede variar. Las cantidades de las proteinas especificas de planta, tales como RuBisCo o la clorofila,
pueden ser tan pequefias como 0,01% de la masa o tan grandes como 99,9% de la masa del extracto, excluyendo el
agua.

La presente invencién también contempla las composiciones terapéuticas que se podran usar en el tratamiento de
un paciente o de un animal. La administracién de la composicion terapéutica se podra hacer antes o después de la
extraccion de la planta u otro organismo transgénico. Una vez extraido el receptor quimérico de
toxina/inmunoadhesinas se puede purificar mediante técnicas convencionales, tales como exclusién por tamafio,
intercambio i6nico o cromatografia de afinidad. Se pueden coadministrar moléculas de planta junto con el
compuesto.

La presente invencién también contempla el uso de los extractos de plantas con fines terapéuticos y que contienen
receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas sin ninguna purificacién adicional del compuesto terapéutico
especifico. La administracion puede ser por via topica, ingestion oral, spray nasal o cualquier otro método adecuado
para liberar los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas al patdgeno diana que afecta a la mucosa.

Los compuestos farmacéuticos, las formulas y las vias de administracion

Los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas descritos en el presente documento se pueden administrar a
pacientes en forma de un compuesto farmacéutico adecuado. Dicha composicion puede incluir componentes
adicionales o sustitutos de los descritos anteriormente. Es preferible que cuando se administre el compuesto, este
aporte propiedades terapéuticas, profilacticas o ambas. La preparacion de dichos compuestos se puede hacer
usando los métodos rutinarios de la técnica y en cualquiera de las formas, ya sean soluciones liquidas,
suspensiones o emulsiones, o cualquier forma solida adecuada para su disolucion en un liquido antes de la
ingestion. Las técnicas de formulacion y administracion de polipéptidos y proteinas se pueden encontrar en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., ultima edicion. Por medio de estos
procedimientos, cualquier persona no experta puede usar las inmunoadhesinas de la invencién con éxito sin realizar
experimentos indebidos.

Las vias de administracion

Las vias de administracion adecuadas para la invencién pueden ser por ejemplo: via oral, nasal, por inhalacién,
intraocular, faringeal, bronquial, transmucosa, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o intestinal. Por otra parte,
también se puede administrar el compuesto de manera localizada, por ejemplo, por inyeccion u otra aplicacion del
compuesto sobre un lugar de accioén preferido.

Las formulaciones

Los compuestos farmacéuticos de la presente invencion se pueden fabricar por medios ya conocidos, como por
ejemplo, procesos de mezclado convencional, disolucién, granulacion, fabricacion de grageas, suspension,
emulsién, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion. Se pueden utilizar uno 0 mas agentes transportadores
fisiolégicamente validos, que contengan excipientes y/u otros componentes auxiliares, para favorecer el
procesamiento de los principios activos en la preparacion farmacéutica. La formula adecuada dependera de la via de
administracion escogida.

En el caso de las preparaciones inyectables, los agentes de la invencién se pueden formular como soluciones
acuosas, preferiblemente soluciones tamponadas fisiologicamente compatibles, como la solucién de Hanks, la
solucién de Ringer o una solucidn salina tamponada.

En el caso de una administracion transmucosa, se usan agentes penetrantes adecuados para atravesar la barrera.
Estos agentes penetrantes son conocidos de la técnica.

En el caso de la administracién por via oral, la formulacién se hard facilmente combinando los compuestos activos
con vehiculos farmacéuticamente aceptables que ya son conocidos en la técnica. Estos vehiculos permiten que los
compuestos de la invencion se puedan formular en forma de comprimidos, pastillas, grageas, capsulas, formas
liquidas, geles, jarabes, soluciones acuosas, suspensiones y similares, administrados por via oral para el tratamiento
a pacientes. Los vehiculos adecuados contienen excipientes, tales como azulcares (lactosa, sucrosa, manitol y/o
sorhitol) o preparaciones de celulosa (almidén de maiz, de trigo, de arroz, de patata, gelatina, goma tragacanto,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona (PVP)). Si se desea, se
pueden afiadir agentes desintegrantes como la polivinilpirrolidona sintética, el agar o el acido alginico, o una sal
como el alginato sédico.
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Las grageas tienen un recubrimiento adecuado, para el que se utilizan soluciones concentradas de azucar que
pueden contener goma arabica, talco, polivinilpirrolidona, geles carbémeros, polietilenglicol y/o dioxido de titanio,
soluciones lacquer y solventes organicos adecuados, o mezclas de solventes. Se pueden afiadir colorantes o
pigmentos a los recubrimientos de las pildoras o grageas para su identificacion o bien para marcar diferentes
combinaciones de las dosis del ingrediente activo.

Las composiciones farmacéuticas para su administracion por via oral son capsulas rigidas de gelatina y capsulas
blandas selladas hechas de gelatina y de un plastificante, como el glicerol o el sorbitol. Las capsulas rigidas pueden
contener principios activos en la mezcla con excipientes como la lactosa, aglutinantes como los almidones y/o
lubricantes como el talco o el estearato de magnesio y, opcionalmente, también estabilizadores. En las capsulas
blandas, los principios activos deben ir disueltos o en suspension en liquidos adecuados, como aceites pastosos,
parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademéas también se pueden afiadir estabilizadores. Todas las
formulaciones para su administracion por via oral se deben presentar en dosis adecuadas para su correcta
administracion.

Para la administracién bucal, los componentes pueden adquirir la forma de comprimidos o de pastillas, formulados
de manera convencional o bajo forma de un gel hidrosoluble.

Para la administracion por inhalacion, los componentes indicados en la presente invencién deben administrarse por
medio de un aerosol en spray bajo la forma de inhaladores presurizados de dosis medidas o nebulizadores,
utiizando un propelente apropiado, como por ejemplo diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxino de carbono u otros gases adecuados. En el caso de aerosoles presurizados, una
vélvula debera liberar una dosis unitaria previamente medida. Las capsulas y los cartuchos, por ejemplo de gelatina,
de los inhaladores o de los insufladores, pueden contener un polvo mezcla del componente y un polvo de base
adecuado, como la lactosa o el almidén.

Por otra parte, el principio activo puede ser en polvo y habra que reconstituirlo con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua estéril sin pirégenos, antes de su uso.

Ademas, las composiciones también se pueden formular en preparaciones depot. Estas formulaciones de accion
prolongada se pueden administrar por medio de implantes (ya sean subcutdneos o intramusculares) o por
inyecciones intramusculares. Asi pues, por ejemplo, las composiciones se pueden formular con excipientes
poliméricos o hidrofébicos (como una emulsién en un aceite vélido), con resinas de intercambio iénico o con
pequefias cantidades de derivados solubles.

Ademas, las composiciones seran administradas mediante un sistema de liberacién prolongada, como matrices
semipermeables de polimeros hidrofobicos sélidos que contengan un agente terapéutico. Se han establecido varias
composiciones de liberacion prolongada que son conocidas por personas expertas en la técnica. Las capsulas de
liberacion prolongada, en funcién de su naturaleza quimica, pueden liberar la composicién por un periodo desde
unas semanas hasta 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica y de la estabilidad biologica del reagente
terapéutico, se pueden utilizar estrategias adicionales para la estabilizacion protéica.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener sélidos, vehiculos alfa-gel o excipientes. Como ejemplo
de estos vehiculos o excipientes, se mencionan, aunque no se limita a ellos, el carbonato de calcio, el fosfato de
calcio, varios azUcares, almidones, derivados de la celulosa, la gelatina, y polimeros tales como los polietilenglicoles.

Se pueden formar sales compatibles a nivel farmacéutico con muchos &cidos, como el clorhidrico, el sulfurico, el
acético, el lactico, el tartarico, el malico, el succinico, el citrico, etc. Las sales suelen ser solventes y son las formas
base correspondientes. En las disoluciones, la manipulacion del pH se realiza de manera habitual para optimizar las
propiedades deseadas.

Establecer dosis efectivas y regimenes de dosificacion

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso de la presente invencion deben contener cantidades
efectivas de los principios activos para conseguir el objetivo deseado, ya sean objetivos terapéuticos o profilacticos.
Una cantidad efectiva, desde el punto de vista farmacéutico, implica que la cantidad del compuesto debe ser efectiva
para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de la enfermedad, o para prolongar la vida del sujeto que se esta
tratando. Las personas expertas en la técnica podran determinar cudl es la cantidad efectiva desde el punto de vista
farmacéutico. Normalmente, se considera una cantidad diaria de entre 0,5 pg/kg y 500 g/kg, con dosis individuales
que suelen contener entre 1 y varios nanogramos de inmunoadhesina.

Para cualquiera de los ingredientes usados en los métodos de la invencion, la dosis terapéuticamente efectiva se
estima inicialmente mediante ensayos de cultivo celular. Por ejemplo, se administran diferentes dosis a distintos
animales o cultivos celulares y se compara su efecto. De este modo, se pueden identificar los rangos de
concentraciones deseadas y preparar y administrar asi dichas cantidades. La optimizacién es un proceso rutinario
para una persona no experta en la técnica.
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Una persona experta, ademas de tener en cuenta la efectividad farmacéutica, también considera la toxicidad con
respecto a los procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en experimentos con mamiferos, como
por ejemplo, para establecer la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la EDso (la dosis terapéutica
efectiva para el 50% de la poblacion). La relacion entre los efectos toxico y terapéutico es lo que se conoce como
indice terapéutico y se expresa como una proporcion entre la DLso y la EDso. Los compuestos preferidos son los que
muestran altos indices terapéuticos. Los datos obtenidos en los ensayos con cultivos celulares y en los estudios con
animales se usan para establecer un rango de dosis para los humanos. La dosificacién de dichos compuestos se
establece, preferiblemente, dentro de un rango de concentraciones que incluya la EDsp a baja toxicidad o a ninguna.
La dosificacion puede variar, dentro de este rango, en funcién de las dosis unitarias utilizadas y la via de
administracion. El médico podra establecer la formulacién exacta, la via de administracién y la dosis en funcion de la
condicion de cada paciente. (Véase, p. €j., Fingl et al., (1975), en The Pharmacological Basis of Therapeutics, cap.
1, p.1).

La dosis y la frecuencia de administracién se pueden ajustar para mantener los valores plasmaticos del receptor
quimérico de toxina o de la inmunoadhesina y asi, aportar un efecto farmacéutico, bien sea terapéutico o profilactico.
La concentracion minima eficaz (CME) podra variar en cada formulacion, pero se podra establecer partiendo de
datos in vitro y/o in vivo. Las dosis necesarias para obtener la CME dependen de las caracteristicas de cada
individuo y de la via de administracién. Sin embargo, los ensayos como los que se describen en el presente
documento, se pueden utilizar para determinar las concentraciones plasmaticas, que posteriormente se podran
optimizar en lo que respecta a la cantidad y a la formulacion.

Los rangos de dosis se pueden establecer también teniendo como referencia el valor de la CME. Las composiciones
se pueden administrar usando un régimen que mantenga los valores plasmaéticos por encima de la CME durante el
10-90% del tiempo, durante el 30-90% del tiempo, o preferiblemente, durante el 50-90% del tiempo.

Si se desea, la presentacion del compuesto puede ser en forma de un dispensador que contenga una o mas dosis
unitarias del principio activo. El acondicionamiento debe estar formado por una lamina de metal o plastico, como por
ejemplo un blister. El dispositivo o dispensador debe ir acompafiado de las instrucciones de administracion. El
dispensador también debe ir acompafiado de una nota, adherida al envase y prescrita por una agencia
gubernamental que regule la fabricacion, el uso o la venta de farmacos. Dicha nota reflejard la aprobacion de esa
agencia en lo que respecta a la forma de la inmunoadhesina para su administracién en humanos y en animales. En
la nota debe incluirse una etiqueta que indique la aprobacion, por ejemplo, de la U.S. Food and Drug Administration
para la prescripcion de farmacos, en el caso de los Estados Unidos, o bien debe incluir el inserto indicando que el
producto ha sido aprobado. Las composiciones que contienen un ingrediente de la invencién, formuladas de un
modo farmacéuticamente compatible, también se pueden preparar, disponer en un envase adecuado y etiquetar
para el tratamiento de una condicion indicada, como por ejemplo, para el tratamiento o la profilaxis de una
enfermedad mediada por las moléculas de receptor de proteina de un organismo/paciente hospedador.

Métodos de tratamiento y prevencioén de la infeccion

A un paciente que necesite un tratamiento, ya sea terapéutico o profilactico, con los receptores quiméricos de
toxina/inmunoadhesinas de la invencién (por ejemplo, contra una infeccidn por carbunco) se le puede administrar
una cantidad eficaz, desde el punto de vista farmacéutico, de los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesina
deseados, preferiblemente, de una composicién farmacéutica establecida, producida y administrada segun descrito
anteriormente. Estas formulaciones y formas de presentacion pueden variar enormemente. A continuacién se
describen los procedimientos preliminares que se pueden utilizar para deducir las cantidades eficaces y la toxicidad,
y que ademas se pueden usar para establecer los pardmetros y los regimenes terapéuticos y profilacticos, tanto en
humanos como en animales. Estos procedimientos son meramente ilustrativos y no se deben limitar a la invencion.
Ademas, son procedimientos rutinarios para una persona no experta en la técnica.

Capacidad del receptor quimérico de toxina/inmunoadhesina de reducir la infectividad en humanos: estudio sobre la
escala de tolerancia a dosis

Se deben probar los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas de la presente invencion, por ejemplo,
haciendo estudios aleatorios controlados para determinar el efecto segun la via de administracion (intravenosa o
intramuscular en caso de infeccion). También se pueden usar otras vias de administracion. Existen varios estudios
gue se pueden utilizar para monitorizar los efectos. Mediante estos estudios se puede evaluar en qué medida, los
receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas que se administren a los pacientes pueden tratar o prevenir la
infeccion. Por ejemplo, se puede observar a sujetos infectados, o no infectados pero expuestos a la infeccion, a los
que se les hayan administrado los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas y evaluarlos, después de un
tiempo, para valorar la progresion de la enfermedad en comparacién con sujetos similares infectados o expuestos a
la infeccion pero a los que no se les ha tratado.

Los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas de la presente invencién, se pueden fabricar en forma de
solucién salina tamponada, con cantidades variables de los receptores quiméricos de toxina/inmunoadhesinas, y
administrarse al paciente en varios intervalos. Se haran estudios con dosis Unicas ascendentes y con dosis multiples
ascendentes para evaluar la seguridad de la inmunoadhesina. En cada caso, se evaluara a uno 0 mas sujetos para
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cada valor de dosificacion; a algunos se les administrara la inmunoadhesina y a uno o varios, un placebo. En ambos
estudios se evaluaran los valores de las dosis multiples. Los valores de las dosis pueden variar, pero normalmente
se encuentran en rangos de nanogramo a gramo.

Las dosis se pueden administrar en un plazo de segundos, minutos, horas, semanas y meses, y se evalla la
toxicidad y el efecto farmacoldgico.

Mediante, por ejemplo, exdmenes visuales de la mucosa nasal en busca de signos de irritacion o inflamacion, se
evaluaran la seguridad y la toxicidad. Segun los métodos rutinarios, se deben hacer estudios de toxicidad de la
sangre usando ensayos de sensibilidad, como ELISA, para establecer varios componentes sanguineos, entre los
que se incluyen cantidades plasmaticas de inmunoadhesinas y rinovirus. También se deberian realizar, segun los
métodos rutinarios, pruebas de lavado nasal.

Para determinar la eficacia y la toxicidad previstas para los tiempos, en pacientes individuales y/o en poblaciones
paciente-receptor, se deben usar analisis y célculos estadisticos rutinarios.

Si, por motivos éticos, el patdgeno alcanzado por la proteina quimérica de receptor de toxina, como la bacteria del
carbunco o sus esporas, no se puede administrar a sujetos humanos en un ensayo clinico controlado, la eficacia de
la dosis proyectada sobre seres humanos se puede determinar experimentalmente en especies animales
adecuadas, como por ejemplo, en primates expuestos a la bacteria del carbunco o a sus esporas. La dosis eficaz se
puede establecer en funcién de la supervivencia de los animales tratados y controlados con varias concentraciones y
por varias vias de administracion de la proteina quimérica de receptor de toxina. Se toman muestras de sangre,
moco Yy/o tejidos de los sujetos para determinar la farmacocinética y la farmacodinadmica de la proteina quimérica del
receptor de la toxina que se ha administrado. Partiendo de estos datos, también se establecen la concentracion
minima eficaz y la via de administracién protectora de la proteina quimérica del receptor de toxina. Para establecer
la concentracién minima eficaz en sujetos humanos, se administran, a hembras y varones normales, dosis de la
proteina quimérica de receptor de toxina, por la misma via de administracion que se concluy6 efectiva en el estudio
clinico sobre sujetos animales que se describio anteriormente, y se les toman muestras de sangre, moco Y tejidos.
La concentracién de la proteina quimérica de receptor de toxina administrada al sujeto humano se puede ajustar
para obtener la misma concentracion que se concluy6 eficaz o protectora en las pruebas y muestras con animales.

Las directrices para ensayos sobre animales y humanos, el establecimiento de productos seguros y eficaces para el
tratamiento y/o la prevencién de la exposicion a patégenos como el carbunco, la toxina botulinica, la tularemia y
similares, han sido promulgadas por la United States Food and Drug Administration y estan a disposicién del publico
en publicaciones como el Registro Federal: 31 de Mayo de 2002 (volumen 67, nimero 105), Rules and Regulations,
Pagina 37988-37998. Esta regulacion estd disponible mediante acceso electronico al Registro Federal
wais.access.gpo.gov y se puede encontrar en el Codigo de Reglamentos Federales, Food and Drug Administration,
21, CFR, partes 314 y 601.

Los siguientes ejemplos ilustran diversos aspectos y realizaciones de la invencién descrita. Estos ejemplos no
limitan el alcance de la invencion reivindicada.

Ejemplos
Ejemplo 1: La construccion de los casetes de expresion de la inmunoadhesina ICAM-1 (no pertenece a la invencién)

Mediante la clonacién por RCP se prepar6 un vector que codifica para los dominios extracelulares D1 a D5 de ICAM-
1. En concreto, se amplificé un fragmento con cinco regiones Ig extracelulares de la ICAM-1 en el plasmido pCDICI-
5D/IgA (Martin, et al. J. Virol. 67:3561-8, (1993)) usando los siguientes cebadores de oligonucleétidos:

5 -TCTGTTCCCAGGAACTAGTTTGGCACAGACATC (SEC ID N.°: 6) TGTGTCCCCCTCAAAAGTC - 3.
5 - CATACCGGGGACTAGTCACATTCACGGTCACCT (SEC ID N.°: 7)
CGCGG-3

Estos dos cebadores fueron disefiados para introducir sitios Spel en los extremos 5’ y 3’ del fragmento purificado
mediante RCP (nucleétidos subrayados). Se realiz6 una RCP con una polimerasa Pfu (Stratagene) para reducir la
acumulacién de errores. El fragmento obtenido por RCP fue clonado dentro del vector PCR-Script (Stratagene) y
secuenciado antes de unirse a los casetes de IgA2 humanos (con y sin SEKDEL (SEC ID N.°: 4) en el grupo
carboxilo-terminal).

Se desarrollaron construcciones génicas para expresar en plantas la cadena J, el componente secretor y una
cadena pesada de IgA2 humanos. Se cred un vector de expresion de cadena pesada, llamado pSSpHuUA2 (Véase
FIG. 1). Este contiene una secuencia que codifica para un péptido sefial de legimina de alubia (Baumlein et al.,
Nucleic Acids Res. 14 (6), 2707-2720 (1986)). La secuencia de legimina de alubia se puede ver en el GenBank,
bajo el numero X03677, y la secuencia del péptido sefial de la legimina de alubia tiene el numero de SEC ID N.°: 10
(Véase también FIG. 8) , asi como la region constante de IgA2m(2) con espacios Spel y Sacl en medio, y el
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promotor SuperMas para impulsar la expresién de un péptido sefial y las regiones constantes de la cadena pesada
de la IgA2m(2) humana.

Los ADN que codifican para los cinco primeros dominios de la ICAM-1 humana y para el dominio Fc de la IgA2m(2)
humana se unieron a un casete de expresion de planta para hacer un constructo de expresion de la molécula
guimérica de ICAM-1, tal y como se muestra en la FIG. 2A. Todo esto se hizo mediante la clonacion del fragmento
que codifica para los cinco dominios extracelulares de ICAM-1, dentro del vector pSSPHuUA2, para generar
pSSPICAMIHUAZ. Los sitios de restriccion adecuados (5’ Spel y 3’ Spel) permitieron que el fragmento amplificado se
insertara entre el péptido sefial y el dominio C-alfa-1. En el constructo resultante, la expresion de la molécula
quimérica ICAM-1 esta bajo el control del promotor SuperMas (Ni et. al., 1995) y de la secuencia terminadora nos,
en el extremo 3'.

El constructo de la molécula quimérica ICAM-1 resultante no tiene regiones variables. Tras la transformacién del
mMARN, se cree que la escision del péptido sefial depositara la uniéon de la cadena pesada de la ICAM-1 dentro del
reticulo endoplasmatico (RE) de la célula de planta. Se afiade ADN que codifica para una sefial de retencién a RE
(RSEKDEL, SEC ID N.°%: 5) al extremo 3’ de la cadena pesada con el fin de impulsar el nivel de expresion del
constructo. La secuencia de aminoacidos SEKDEL (SEC ID N.°%: 4) es la secuencia sefial de consenso para la
retencion de proteinas en el reticulo endoplasmatico de las células de plantas. Esta secuencia se muestra para
mejorar los valores de acumulacion de anticuerpos en plantas (Schouten et al., Plant Molecular Biology 30:781-793
(1996)). En la FIG. 2B se muestra la secuencia de aminoacidos del constructo de la molécula quimérica ICAM-1.
Antes de usarlos para el bombardeo de particulas, se verifican tanto la secuencia de ADN como el marco
transformador del constructo.

Se ha observado recientemente que la union de la cadena J con la IgA tiene lugar en el aparato de Golgi (Yoo et al.,
J. Biol. Chem. 274:33771-33777 (1999)), y que las construcciones de la cadena pesada sin SEKDEL (SEC ID N.°: 4)
también suceden alli. El fragmento de ICAM-1 se clona dentro de un casete de expresion con el dominio constante
de IlgA2m(2) sin SEKDEL (SEC ID N.% 4).

Ejemplo 2: La expresion en plantas de la inmunoadhesina ICAM-1 asociada (no pertenece a la invencion)
A. Los vectores de expresion de la inmunoadhesina

El plasmido pSSPICAMHuUA2 [SEC ID N.°: 9 y FIG. 8A] tiene una longitud de 6313 bp. Los nuclettidos 49-1165
representan al Superpromotor (Ni et al., Plant Journal 7:661 -676, (1995)). Los nucleétidos 1166-3662 contienen una
secuencia que codifica para un hibrido constante de ICAM-1 humana/lgA2m(2) humana, con secuencias de enlace.
Se afiade (nt 1186-1192) una secuencia Kozak (Kozak, Cell 44(2):283 -92 (1986)) para mejorar la iniciacion de la
transformacion y el péptido sefial de legimina de alubia (nt 1189 1257; Baumlein et al., Nucleic Acids Reg. 14
(6):2707-2720 (1986)). La secuencia de la regiéon constante de IgA2m(2) humana (nt 3663-3633), ya se ha publicado
anteriormente (Chintalacharuvu et al., J. Imm. 152:5299-5304, 1994). Al final de la cadena pesada (nt 3634-3654) se
afade una secuencia que codifica para la sefial de retencion SEKDEL [SEC ID N.°: 4] a reticulo endoplasmético. De
la sintesis de nopalina en el extremo 3’ derivan los nucledtidos 3663-3933 (sefial de terminacion y poliadenilacion;
Depicker et al., 1982). El resto del plasmido se deriva del vector pSP72 (Promega).

El plasmido pSHuJ (FIG. 8C) tiene una longitud de 4283 bp. Los nucledtidos 14-1136 representan al Superpromotor
(Ni et al., Plant Journal 7:661 -676, (1995)) y los nucle6tidos 1137-1648 se muestran en la FIG. 8 [SEC ID N.°: 1] y
constituyen una secuencia que codifica para la cadena J humana que contiene el péptido sefial nativo (Max and
Korsmeyer, J Imm. 152:5299-5304, 1985) junto con las secuencias de unién. Se incluye (nt 1162-1168) una
secuencia Kozak (Kozak, Cell 44(2):283-92, 1986) para mejorar la iniciacion de la traduccion. De la sintesis de
nopalina en el extremo 3’ derivan los nucleétidos 1649-1902 (sefial de terminacion y poliadenilacion; Depicker et al.,
J Mol Appl Genet I(6):561-73 (1982)). El resto del plasmido se deriva del vector pSP72 (Promega).

El plasmido pSHuSC (FIG. 8D) tiene una longitud de 5650 bp. Los nucleétidos 13-1136 derivan del Superpromotor
(Ni et al., Plant Journal 7:661-676 (1995)) y los nucle6tidos 1137-2981 constituyen una secuencia que codifica para
el componente secretor humano que contiene el péptido sefial natural (Krajci et al., Biochem and Biophys. Res.
Comm 158:783, (1994)) junto con secuencias de ligaciéon [SEC ID N.°: 12]. Se incluye (nt 1151-1157) una secuencia
Kozak (Kozak, Cell 44 (2):283-92, 1986) para mejorar la iniciacion de la transformacion. De la sintesis de nopalina
en el extremo 3’ derivan los nucledtidos 2982-3236 y proporcionan una sefial de terminacion y poliadenilacion, segin
se describe en Depicker et al., J Mol Appl Genet | (6):561-73 (1982)). El resto del plasmido se deriva del vector
pSP72 (Promega).

El plasmido pBMSP-1 (SEC ID N.°: 13 y FIG. 8E) procede de pGPTV-KAN. Becker et al., en Plant Molecular Biology
20, 1195-1197 (1992), describen nuevos vectores binarios de plantas con marcadores seleccionables, situados en el
borde izquierdo del ADN-T, y secuencias por fuera de los bordes izquierdo y derecho. Los nucleétidos 18-187 de
pBMSP-1 representan el borde derecho del ADN-T y los nucleétidos 1811-775 representan el promotor SuperMas.
Los nucleétidos 2393-2663 representan el promotor de la nopalina sintasa (Depicker et al., J Mol Appl Genet I(6):561
-73, 1982); los nucledtidos 2698-3492 codifican para el gen NPTII (confiriéndole resistencia a la kanamicina), y los
nucleétidos 3511-3733 son la sefial de poliadenilacién del gen 7 de A. tumefaciens (Gielen et al., Embo J 3:835-46,
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1984). Los nucleétidos que codifican al gen NPTII y los nucleétidos 4317-4464 representan el borde izquierdo del
ADN-T.

El plasmido pBMSP-1 spJSC [SEC ID N.% 14 y FIG. 8F] es un derivado de pBMSP, que contiene J y SC bajo el
control del Superpromotor. En este plasmido, los nucledtidos 1-149 representan el borde izquierdo del ADN-T. Los
nucleétidos 955-733 son la sefal de poliadenilacion del gen tumefaciens, los nucleétidos 1768-976 que codifican
para el gen NPTII (aportandole resistencia a la kanamicina) y los nucleétidos 2073-1803 representan el promotor de
la nopalina sintasa. Los nucle6tidos 2635-3768 representan el promotor SuperMas, los nucle6tidos 3774-5595
codifican para el componente secretor humano y los nucle6tidos 5603-5857 representan la sefial de la
poliadenilacion nopalina-sintasa. Los nucle6tidos 5880-6991 representan el promotor SuperMas, los nucleétidos
7007-7490 codifican para la cadena de uniéon humana y los nucleé6tidos 7504-7757 representan la sefial de la
poliadenilacion nopalina-sintasa. Los nucleétidos 7886-8057 representan el borde izquierdo del ADN-T.

El plasmido pGPTV-HPT, que codifica para la enzima que confiere resistencia a la higromicina, es accesible
comercialmente a través del Max-Planck-Institut fir Zuchtungsforschung (Alemania). Lo describe Becker en Plant
Molecular Biology 20, 1195-1197 (1992).

B. La transformacion de las plantas y la expresion de la inmunoadhesina ICAM-1 en plantas

Los casetes de expresion descritos anteriormente se usaron para producir inmunoadhesina en plantas. Se
bombardean tejidos de hoja de tabaco (N. tabacum cv Xanthi) con los plasmidos pSSPICAMHuUA2, pSHuJ, pSHuUSC
y pBMSP-1 y se seleccionan los microcallos transformados, en agar nutritivo, en presencia de kanamicina. Cada
microcallo, indicativo de la transformacion de casos independientes, se separa del tejido precursor y se cultiva en
agar nutritivo en presencia de kanamicina.

Se examinan los tejidos de los callos para observar la expresion del transgén. Se observa que el callo n.° 7132
expresa una inmunoadhesina ICAM-1 quimérica y una cadena J por inmunoblot y por RCP (datos no mostrados).
Este callo no muestra ADN codificado a SC. El callo se da bien en el cultivo y, una vez se acumula suficiente masa,
el n.° 7132 se bombardea de nuevo, esta vez con dos de los plasmidos descritos anteriormente, PBMSP-1 SpJSC,
gue contiene casetes de expresion para la cadena J y el SC, y pGPTV-HPT, que contiene un casete de expresion
para el gen hpt | y que aporta resistencia a la higromicina. Después de un periodo de seleccion y crecimiento en
agar nutritivo, se identifican varios transformantes independientes, por medio de inmunoblot, que expresan la
molécula quimérica de ICAM-1, la cadena J y el SC en varias fases de ligacién.

La FIG. 3 muestra la expresion de la molécula quimérica de ICAM-1 en callo de tabaco transformado de forma
independiente. La FIG. 3A muestra inmunoblots de geles de SDS-PAGE no reductora, cuyas muestras, que
contienen diferentes callos de tabaco transformados (C) y extractos acuosos (Aq), migran y prueban la presencia de
ICAM humana. La solubilidad de la inmunoadhesina nos asegura que la extraccion se podria realizar facilmente y la
similitud de las sefiales nos lleva a creer en la reproducibilidad de la expresion. La FIG. 3B muestra inmunoblots de
geles de SDS-PAGE no reductora que contienen diferentes fracciones de inmunoadhesina parcialmente purificada
del callo Rhi107-11. Las transferencias se sondearon con anticuerpos frente a la ICAM humana (~ICAM), cadena
pesada de la IgA humana (~a), componente secretor humano (~SC) y cadena J humana (~J). En segundo lugar, se
usaron anticuerpos conjugados con enzimas segun necesidad para etiquetar las bandas inmunopositivas con
fosfatasa alcalina. La especificidad del inmunoblotting se comprueba por un fallo en la deteccion de bandas
inmunopositivas en extractos de callos no expresables (no se muestra). EI PM esperado para una molécula
guimérica de ICAM-1 dimerizada, sin glicosilacion, es de 173.318; es probable que esta forma esté presente en la
banda que migra justo por debajo de los marcadores de 250 kD, pues es inmunopositiva para la ICAM-1 y la cadena
pesada. Esta banda también es inmunopositiva para el SC (PM total esperado de ~248 kD) pero no para la cadena
J, algo inesperado, en cierto modo, teniendo en cuenta la via candnica para la asociacion de la SIgA, lo que implica
dos tipos celulares (para mamiferos) y necesita de la presencia de cadena J antes de asociarse al SC. Una
inmunoadhesina tetramérica, que contenga una sola molécula de cadena J y una sola molécula de SC, tiene un PM
esperado de ~440 kD, previo a la glicosilacién. Hay evidencias de varias especies con pesos moleculares muy por
encima de los 200 kD, inmunopositivas segun el método de las cuatro puntas.

Para producir transformantes estables, tanto en plantas como en animales, se usa el bombardeo con
microproyectiles impregnados de ADN (revision de Sanford et al., Meth. Enz. 217:483-509, 1993). Se realizan
transformaciones mediadas por particulas con los vectores que codifican para la inmunoadhesina de la presente
invencion, usandose el acelerador de particulas PDS-1000/He, fabricado por Bio-Rad. El acelerador de particulas
PDS-1000/He utiliza presion por helio para acelerar las microparticulas impregnadas de ADN hacia las células diana.
Su naturaleza fisica la convierte en una técnica muy versatil y facil de usar. Hemos transformado con éxito el tabaco
con los cuatro componentes de la IgA secretora simultaneamente.

El procedimiento biolistico basico se realizé como se indica a continuacion: se prepar6é una suspension de
microproyectiles mezclando 60 mg de particulas en 1 ml de etanol absoluto. Se procedié al agitado; se eliminaron
25-50 pl y se afiadieron a un tubo estéril microcentrifugador. Después de proceder al microcentrifugado durante 30
segundos, el etanol se elimind y se volvid a suspender la resina en 1 ml de agua estéril, para posteriormente
centrifugarla durante 5 minutos. Se retird y la resina se volvié a suspender en 25-50 pl de una solucién de ADN que
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contiene una mezcla de ADN plasmidico, por lo general, aunque no siempre, en cantidades equimolares. La
cantidad de plasmido afiadida variaba entre 0,5 ng y 1 ug por preparacién. Gradualmente se fueron afiadiendo: 220
pl de agua estéril, 250 pl de 2,5M CaC12, y 50 pl de 0,1M espermidina. La mezcla se agit6 durante al menos 10
minutos y, a continuacion, se centrifugd durante otros 5 minutos. Se elimino el sobrenadante y el microproyectil de
ADN se precipité en 600 pl de etanol absoluto, se mezclé y centrifugd durante 1 minuto. El etanol se eliminé y la
resina se volvio a suspender en 36 pl de etanol. Se aplicaron diez pl de una suspension, lo mas uniformemente
posible, sobre el centro de una hoja Kapton (DuPont) para que el etanol se evaporase. El macrocarrier y el disco de
ruptura se colocaron en la unidad. Bajo la pantalla de parada se colocdé una placa petri con hojas de tabaco
esterilizadas por filtracion. A 28-29 mm Hg se evacu6 la camara y luego se bombarde6 la diana de nuevo. El
protocolo para el tabaco esta optimizado, pero también para otras plantas, variando parametros como la presion de
He, la cantidad de particulas recubiertas, la distancia entre el macrocarrier y la pantalla, y la distancia de vuelo
desde la pantalla de parada hasta el tejido.

Los casetes de expresion para moléculas quiméricas de ICAM-1 también se unieron a vectores binarios para ser
usados en una transformacion por Agrobacterium. Se introdujo un vector binario de Agrobacterium, disefiado para la
expresion de la cadena J humana y el componente secretor humano, y conferir también resistencia a la kanamicina,
en una cepa de A. tumefaciens LBA4404. La molécula quimérica ICAM/IgA de otro vector binario también se us6
para transformar LBA4404. Cultivos de ambas cepas se dejaron incubar toda la noche y se usaron simultdneamente
con hojas de tabaco, segun el protocolo estandar (Horsch et al., Science 227:1229-1231, 1985).

Se siguid un protocolo estandar para la regeneracion de discos de hojas de tabaco, tanto procedentes de
bombardeo como de transformacion por Agrobacterium (Horsch et al., Science 227:1229-1231, 1985). Dado que las
plantas transformadas, regeneradas por bombardeo de tejido, suelen ser inactivadas después de la maduracion, las
plantas de tabaco transgénicas se transformaron por Agrobacterium, lo que implica una mayor expresion de plantas
maduras.

Ejemplo 3: La purificacién de la inmunoadhesina ICAM-1 asociada (no pertenece a la invencion)

La inmunoadhesina expresada segun el ejemplo 2 fue purificada. Para facilitar el desarrollo de los procesos de
extraccion, se cultivd una gran cantidad de callos. Un esquema de purificacion parcial aportd una concentracion
estable, disponible en condiciones amortiguadoras variables, para la investigacién de las ulteriores técnicas
cromatograficas con las inmunoadhesinas (véase FIG. 3). Se extrajeron los callos con una licuadora, que estrujo el
tejido entre las dos cuchillas de acero inoxidable, mientras se bafiaba en una solucion amortiguadora de citrato de
sodio (0,6 M, pH 7,4) y urea (concentracion final de 2 M). Se precipit6 el jugo (~1 ml/g peso fresco), tras pasarlo por
un filtro grueso de estopilla, con 0,67 volumenes de sulfato de amonio saturado. Después de centrifugar y hacer una
extraccion cuidadosa, obtuvimos una resina verde, en un volumen pequefio de 50 mM de citrato sédico (pH 6,6) con
un homogenizador Dounce. Tras un centrifugado adicional, se recogié un sobrenadante marron claro y se purifico
parcialmente, durante un intercambio de tampdén en modo desalinizante, pasandolo por una columna Sephadex G-
100. El intercambio de solucion desalinizante/tampon amortiguador permitid la preparacion de una concentracion
purificada parcialmente (~0,2 ml/g peso fresco de callo) en un tampon deseado; para la elucion se utilizé la columna
G-100 con 0,25 X de tampon de fosfato salino. Esta elucion parece ser estable durante al menos 10 dias a 2-8 °C.

Ejemplo 4: La inmunoadhesina ICAM-1 inhibe la infectividad por rinovirus humano (no pertenece a la invencién)

Se demostrd que la infectividad de las células por el rinovirus humano se inhibe por la accién de la inmunoadhesina
preparada en el ejemplo 3. El extracto de callos preparado segun el ejemplo 3 compiti6 con éxito para unir un
anticuerpo monoclonal anti-ICAM a una ICAM-1 soluble. La FIG. 4 muestra los datos de un ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Para el ensayo, se revistieron placas de 96 pocillos con 0,25 pgml de
ICAM-1 soluble. Los cuadrados representan la concentracion creciente de sICAM y los circulos representan las
cantidades crecientes de extracto de callo (fraccion G-100 esterilizada por filtracién) usada para competir con la
ICAM adherida para una cantidad constante de un anticuerpo murino (ICAM antihumano). Después de lavar los
recipientes, se detectd un anticuerpo murino adherente con un anticuerpo antimurino conjugado a la peroxidasa del
rabano. La actividad de la enzima adherente fue medida a 490 nm, con ortofenilendiamina como sustrato. Los datos
(cuadrados, sICAM; circulos, extracto) se describen por medio de curvas siginoides de la forma OD490=y=y0+a/[l+e
-{(x-x0)/b}], donde a=y max., yO=y min., b=la inclinacién de la parte de la curva que cambia rapidamente y x0=al
valor de x al 50% del nivel de respuesta. Respecto a la ICAM-1 soluble, el extracto de inmunoadhesina sobre el que
se hace el ensayo contiene el equivalente de 250 pg ICAM/mI; esto es una estimacion debido a los efectos de avidez
esperados de los compuestos diméricos y tetraméricos de las fusiones de cadenas pesadas de ICAM-1. Asi pues,
ELISA demostré que la inmunoadhesina compite con la ICAM-1 soluble para unirse a un anticuerpo monoclonal anti-
ICAM.

La competitividad de ELISA permite hacer la valoracion cuantitativa de la recuperacion de la actividad, comparando
las cantidades normalizadas de varias fracciones necesarias para obtener una respuesta del 50%. Después de la
purificacién, expresamos la concentracion de la preparacién de inmunoadhesina como una dilucién reciproca, o lo
gue es lo mismo, el niumero de mililitros en los que se debe diluir un miligramo de inmunoadhesina para obtener una
respuesta del 50%. ELISA facilitara el desarrollo del proceso de purificacion para la inmunoadhesina.
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Un ensayo de efecto citopatico (ECP) demostré la capacidad especial de la inmunoadhesina parcialmente purificada
para inhibir la infectividad del rinovirus humano en las células humanas (FIG. 5). Se preincub6 el serotipo del
rinovirus RVH-39 con la ICAM-1 humana, con una composicion ICAM/IgA (aportada por el Dr. Tim Springer) o con
extractos de callo que expresan nuestra inmunoadhesina ICAM-1/SIgA u otro anticuerpo diferente, para
posteriormente colocar en una placa cada una de las mezclas con células HeLa S3 a 33 °C. Tres dias después, se
fijaron las células viables y se tifieron con una solucién metandlica cristal violeta; una densidad 6ptica a 570 nm
facilita el célculo proporcional de la viabilidad celular.

Dos extractos derivados de Rhi 107-11 y que contienen la inmunoadhesina, inhiben claramente la capacidad del
virus para infectar y matar las células HelLa (FIG. 5A, triangulos hacia arriba y hacia abajo). Como los extractos solo
estaban purificados parcialmente, también hicimos ensayos con un extracto preparado de la misma manera pero
gue contenia IgA2m(2) humana dirigida contra la doxorrubicina, un agente utilizado en quimioterapia. Dicho extracto,
gue tenia una inmunoglobulina similar con una especificidad de unién no relacionada, no pudo inhibir la infectividad
del rinovirus y demostré que la expresion de la unién ICAM-1/cadena pesada aporta especificidad a la inhibicion. El
ensayo ECP demostro, tal y como se esperaba, la capacidad diferencial de la ICAM-1 soluble y un ICI-5/IgA (Martin
et al., 1993) para inhibir la infectividad del virus (FIG. 5B). En la FIG. 5B se muestra el rango de expansion del ICsg
para la ICAM-1 soluble (1,35 pg/ml) y del IC1-5/IgA (0,12 pg/ml; 11,3 veces menos).

Ejemplo 5: Produccion y purificacion de las inmunoadhesinas y estudios clinicos y toxicolégicos (no pertenece a la
invencion)

La produccion de suficiente inmunoadhesina para las necesidades clinicas y toxicoldgicas propuestas se realiza por
medio de la elaboracion de plantas de tabaco transgénicas. Las plantas transgénicas que expresan inmunoadhesina
(sin sefial de retencion a RE) se generan por transformacion mediada por Agrobacterium. Se prevé que la falta de
sefial de retencion a RE mejore la unidn, pues la SIgA naciente se procesa por todo el aparato de Golgi, incluyendo
la red del trans Golgi, donde el SC se une mediante enlaces covalentes a la dIgA, tal y como se sugiere desde los
experimentos de pulso y caza (Chintalacharuvu & Morrison, Immunotechnology 4:165-174, (1999)). Como la
transformacion mediada por Agrobacterium es mucho mas probable que genere plantas con niveles consistentes de
expresion transgénica, también es probable que la descendencia de estas plantas se use para producir
inmunoadhesina de uso clinico.

Con el fin de maximizar los niveles de expresion y crear una auténtica linea pura, es conveniente crear plantas
homocigotas. La mayor produccion de plantas (de la generacion TO) puede autofecundarse en el invernadero antes
de que la semilla se recoja. Se espera que una cuarta parte de las plantas T1 sean homocigotas. Se cultivan en el
invernadero y las muestras de las semillas de varias plantas germinan por separador en un medio con kanamicina.
Se prevé que toda la descendencia (T2) de las plantas homocigotas sea de color verde. Se prevé que sean blancos
o amarillentos algunos de los descendientes de las plantas heterocigotas. La homocigoticidad queda confirmada
cruzando semillas salvajes y extractos de inmunoblot de los descendientes.

Durante una campafia de produccion, se deben encajar continuamente la cosecha y el procesado, en especial
teniendo en cuenta que se pueden obtener multiples cosechas de una sola plantacién, por ejemplo, de las plantas
que se cortan al nivel del suelo en una cosecha y vuelven a crecer para posteriores cosechas. Para desarrollar una
escala de produccion de inmunoadhesinas es importante decidir la cantidad necesaria de inmunoadhesina
terminada, tener en cuenta los niveles de expresion (mg de inmunoadhesina presente/kg de peso fresco de tabaco),
conocer la tasa de crecimiento de las plantas y el peso estimado de una planta media, y la produccion total del
esquema de purificacion (fijado en un 20%). Si se establece una necesidad total de 3 g de inmunoadhesina
terminada, se necesitan 4 cosechas, cada una con una produccion estimada de 1 g de inmunoadhesina terminada.

Se establece el espacio necesario para el cultivo de las plantas, teniendo en cuenta estos objetivos y parametros y
el numero necesario de plantas. La FIG. 6 muestra una evaluacion de las necesidades de produccion para fabricar 1
g de inmunoadhesina terminada. En este diagrama, se ilustra el nimero de plantas necesarias para 1 g de
inmunoadhesina, con un rendimiento del 20%, a niveles de expresiéon y peso de plantas esperados. A diferentes
niveles de expresion de inmunoadhesina (mg/kg de peso fresco) y una recuperacion global (ajustada al 20%), se
puede determinar el peso de cada planta, y de esta manera el nimero total de plantas para un objetivo de
produccién especifico (1 g/cosecha) contenido en una ventana (cuadro punteado) de posibilidades razonables. El
namero de plantas necesarias disminuye, inversamente, con el nimero especificado de periodos de crecimiento y
recrecimiento. La produccién esperada de biomasa, que es en funcion del tiempo y de las condiciones de
crecimiento, influye sobre el momento de cosechar y el periodo entre cosechas. Estos periodos de crecimiento se
pueden ajustar a las realidades del programa de purificacion, espaciando las fechas de plantacion y cosechado. Por
ejemplo, para obtener 1 g de inmunoadhesina terminada derivada de planta, con un nivel de expresion razonable de
100 mg de inmunoadhesina/kg de peso fresco, se necesitan 250 plantas, siempre y cuando se recojan a un peso de
200 g/planta (~80 dias después de haber germinado). En esta escala, estas plantas requieren aproximadamente 10
m? de espacio de cultivo y se recogen dos veces en 150 dias.

Procesar mas de 50 kg de biomasa al mismo tiempo exige varias operaciones a gran escala que tienen su
contrapartida en la industria de procesado de alimentos. En dicho proceso hay que hacer manejo de materiales a
granel, reduccién de tamafio, prensado vy filtrado. Se utiliza una prensa Vincent y un sistema de filtracion Durco para
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procesar de manera eficiente estas cantidades. La fase de prensado conlleva el uso de un sencillo tampén de citrato
sédico y urea. Estos componentes amortiguan el extracto, ayudan a prevenir la oxigenaciéon de los compuestos
fendlicos y de su unién a proteinas (Gegenheimer, Methods in Enzymology 182:174-193, 1990; Loomis, Methods in
Enzymology, 31:528-544, 1974; Van Sumere et al., The Chemistry and Biochemistry of Plant Proteins, 1975) y
garantizan la solubilidad de la inmunoadhesina durante la posterior precipitacién acida.

La filtracion de lipidos acido-insolubles y de proteinas (~90% del total) es seguida de una ultrafiltracion del flujo
tangencial para concentrar las inmunoadhesinas y eliminar las proteinas pequefias, en concreto las fendlicas. La
diafiltracion facilita la eliminacion de moléculas pequefias y permite un intercambio de tampon en la preparacion,
para preservarlo durante un corto periodo de tiempo y posteriormente continuar con la cromatografia. Tanto la SP-
sefarosa (que liga a pH 5,0 o inferior) como la Q-sefarosa (que liga a pH 5,5 o superior) estan entre los intercambios
de iones que se pueden usar para filtrar la inmunoadhesina. Son faciles de conseguir, escalables, robustas y tienen
altas capacidades. En concreto, existen para formatos de cama expandida, lo que reduce la severidad de los pasos
previos de filtracién. La cromatografia de intercambio catidnico, mas selectiva que la cromatografia de intercambio
anioénico, se usa en primer lugar. La inmunoadhesina se purifica a partir de varias especies de proteinas
potencialmente presentes, hasta el punto de que al menos el 95% de la proteina esta en forma de ICAM-I/IgA,
ICAM-1/dIgA o ICAM-I/SIgA, mientras que la presencia de dominios de ICAM-1 divalentes y tetravalentes son
criticos para la potente actividad antiviral. Se prueba la inmunoadhesina purificada para comprobar que tenga
niveles aceptables de endotoxina, de alcaloides, como la nicotina, y de carga biol6gica. También se controlan los
niveles de actividad (definidos por ELISA y ensayos ECP), la concentracion proteica, el pH y la apariencia.
Posteriormente, se determina la estabilidad de los lotes clinicos de inmunoadhesina para asegurar que los pacientes
reciben una inmunoadhesina potente. Se ha observado incluso, que los extractos purificados parcialmente son
estables durante 10 dias en condiciones de refrigeracion. Se comprueba también la concentracién y la potencia de la
inmunoadhesina formulada clinicamente (en solucion tamponada de fosfato salino) cuando se guarda a -20 °C, 2-
8 °C y 37 °C durante un periodo de 3 a 6 meses.

Ejemplo 6: Las inmunoadhesinas tienen glicosilacion especifica de plantas (no pertenece a la invencion)

Se analizan las inmunoadhesinas producidas para determinar el patron de glicosilacion presente. Cabanes-
Macheteau et al., Glicobiologia 9(4):365-372 (1999), demostro la presencia de varios restos de glicosilacion, tipica
de plantas, en un constructo de anticuerpo expresado en planta. Sus métodos son usados para demostrar que las
inmunoadhesinas que se produjeron segun los ejemplos 1, 2 y 3 siguen un patrén de glicosilacion especifica de
plantas. Esperamos que esta diversidad también sea una fuente de variabilidad para la inmunoadhesina. Si bien se
ha demostrado que los extractos crudos tienen actividad antiviral in vitro (no se muestran datos), la glicosilacion
como tal no parece afectar a la potencia. La N-glicosilacion (la FIG. 2 muestra que, solo en la molécula quimérica
ICAM-1, hay quince sitios potenciales) probablemente contribuye a la diversidad de bandas que se ven en los
inmunoblots. Las preparaciones de inmunoadhesina son digeridas con N-glicosidasa A, antes de la transfeccion,
mostrando que la diferencia en los patrones de bandas se rompe y genera bandas mas pequefias y discretas. De
este modo, las glicoformas se caracterizan inicialmente con geles de poliacrilamida reductora y no reductora.
Ademas, las fracciones digeridas y pseudodigeridas se examinan con ensayos ECP y ELISA, demostrando el efecto
de la N-glicosilacion sobre la potencia y la concentracién in vitro.

Ejemplo 7: La inmunoadhesina ICAM-1 inactiva el rinovirus humano (no pertenece a la invencion)

La inmunoadhesina preparada segun los ejemplos 1, 2 y 3 se lleva a cabo por su capacidad de inactivar el HRV
porque se une al virus, bloquea su entrada e induce la formacion de capsidas virales vacias. Para medir la union de
la inmunoadhesina al HRV, se procede a incubar la inmunoadhesina con [3H]Ieucina etiquetada HRV-39 durante 30
minutos, para afadirla luego a células HelLa durante 1 h. Después del lavado, las células y el virus unido se separan
gracias al Triton X-100 y [3H] y se miden con un detector de centelleo.

Se compara la inactivacién de HRV-39, por incubacién con la inmunoadhesina, con la inactivacion de HRV por
sICAM-1. El HRV-39 no se inactiva directamente hasta que llega a un grado significativo (<0,5 loglO reduccién de
infectividad), por incubacion con sICAM-1 monomérico; sin embargo, la incubacién con ICI-5D/IgA reduce la
infectividad en aproximadamente 1,0 log1l0 (Arruda et al., Antimicrob. Agents Chemother. 36:1186-1191, 1992;
Crump et al., Antimicrob. Agents Chemother. 38:1425-7, 1994). Con el fin de comprobar la capacidad de la
inmunoadhesina para inactivar el HRV-39, 106 dosis infectivas al 50% de tejido cultivado (TCIDso) de HRV-39 se
incuban en un medio con concentracion de sICAM-1 o inmunoadhesina igual a diez veces la ICso de cada molécula
de ese virus, 0 en un medio estable, durante 1 h a 33 °C sobre una plataforma oscilante. Cada composicion virus-
inmunoadhesina o virus-medio se diluye luego en diez veces, y la concentracidon se determina en las células HeLa
en placas de 96 pocillos.

El efecto de la inmunoadhesina sobre el HRV unido a las células hospedadoras se comprueba mediante inoculacién
de las células HelLa con el HRV-39 a MOI de 0,3 en presencia o ausencia de la inmunoadhesina. La absorbancia
tiene lugar durante una hora a 4 °C, se lavan las células y el medio se sustituye, con o sin la inmunoadhesina. Se
incuban las células durante diez horas a 33 °C (para que se pueda producir un turno de replicacién) y se recogen los
virus por medio de la congelacién/descongelacion de las células. El virus se concentra en las células Hela.
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El compuesto ICAM-IGA (IC1-5D/IgA) es mas eficaz que el sICAM-1 para inducir cambios en la conformacion del
HRV, llegando incluso a formar particulas virales vacias y no infecciosas (Martin et al., J. Virol. 67:3561-8, 1993).
Para examinar la capacidad de la inmunoadhesina producida conforme a los ejemplos 1, 2 y 3 para inducir cambios
en la conformacién de HRV que provoquen la liberacién del ARN viral, la inmunoadhesina purificada se incuba con
[3H] leucina etiquetada HRV-39 durante 30 minutos y luego se cubre el virus con un gradiente de sacarosa al 5-30%.
Después de proceder al centrifugado durante 90 minutos a 40.000 rpm, se recogen las fracciones, se miden [3H] y se
valora su infectividad. (Se obtienen sedimentos intactos de HRV a 149S con un gradiente de sacarosa y capsidas
vacias sin sedimento de ARN a 75S (Martin et al., J. Virol. 67:3561-8,1993)). Debido a su valencia aumentada, se
espera que la inmunoadhesina ICAM/SIgA sea mas eficaz que la ICAM-IgA en lo que respecta a la induccion de
particulas vacias no infecciosas.

El efecto inhibitorio de la inmunoadhesina purificada en un panel de serotipos principales y minoritarios de HRV (que
no usa ICAM-1 como receptor) se examinara por medio del ensayo ECP. La capacidad de la ICAM-1 de inhibir la
infeccion por HRV varia entre los aislados virales. Se ha demostrado (Crump, et al., Antimicrob. Agents Chemother.
38:1425-7, 1994) que la ECso para la sICAM-1 varia de 0,6 pg/ml a > 32 pug/ml cuando se experimenta sobre un
panel de serotipos de receptores principales de HRV con células HelLa. Nuestro panel contiene nueve serotipos
principales (HRV-3, -13, -14, -16, -23, -39, -68, -73 y -80) y el serotipo minoritario HRV-1A.

Ejemplo 8: Estudios clinicos que demuestran la capacidad de la inmunoadhesina ICAM-1 de reducir la infectividad
en los humanos: estudio sobre la escala de tolerancia a dosis (no pertenece a la invencion)

La inmunoadhesina de la presente invencion se probé en dos ensayos controlados aleatoriamente para determinar
el efecto de la administracion intranasal de la inmunoadhesina en infeccion, la respuesta IL-8 y la enfermedad en
dos resfriados experimentales causados por rinovirus. Estos dos estudios evallan la inmunoadhesina tomada por
los sujetos antes o después de la inoculacion del rinovirus. Los protocolos clinicos usados aqui se basan en
protocolos usados previamente para evaluar la eficacia contra una infeccién por rinovirus de la molécula ICAM-1
soluble y recombinante (Turner, et al., JAMA 281:1797-804,1999).

A. Los sujetos

Los sujetos han sido seleccionados en comunidades universitarias de la Universidad de Virginia, Charlottesville. Es
necesario que los sujetos gocen de buena salud, sean no fumadores y tengan edades comprendidas entre los 18 y
60 afios. Se excluye a sujetos con un historial de enfermedades alérgicas o rinitis no alérgica, anatomia nasal o
mucosa anormal, o que hubieran sufrido alguna infeccion del aparato respiratorio las dos semanas anteriores al
estudio. También se excluye a mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o que no estén tomando ningun
medicamento anticonceptivo. Para el estudio experimental de exposicién al virus (véase a continuacion fase /), es
necesario que se pruebe la susceptibilidad de los sujetos al virus de estudio, mediante la concentracion plasmatica
de anticuerpo neutralizante de 1:4 o menos para el virus, determinada 90 dias antes del inicio del estudio.

B. Medicacion del estudio

La inmunoadhesina de la presente invencion se formula en una solucién tamponada de fosfato salino (PBS) a 2,6
mg/ml en spray. El placebo es una PBS y tiene una apariencia idéntica a la del compuesto activo. Las soluciones se
administran usando un frasco equipado con una bomba de spray nasal de dosis medida. La bomba suministra 70 pl
de la solucién, que contiene 183 pg de la inmunoadhesina en cada aplicacién. Se administran dos aplicaciones por
cada orificio nasal, seis veces al dia (en intervalos de 3 horas), siendo la dosis diaria total 4,4 mg. Esta es la misma
dosis, en mg proteina/dia, que se uso para la ICAM-1 soluble en el estudio de infeccion de la tremacamra (Turner et
al., JAMA 281:1797-804, 1999). Un mol de inmunoadhesina tiene cerca del doble de masa que un mol de sICAM-1.
Sin embargo, teniendo en cuenta las diferencias de la actividad in vitro entre los compuestos sICAM-1 e ICAM/IgA,
la inmunoadhesina es mucho mas efectiva, en lo que respecta a la molaridad, que la sICAM-1. Por lo tanto, esta
cantidad es un célculo conservador sobre la cantidad necesaria. Esta es la dosis utilizada, salvo en el caso de que
los estudios de escalada de dosis reflejen problemas con dicha dosis.

C. Disefio del estudio

Se hacen estudios con dosis Unicas ascendentes y con dosis multiples ascendentes para evaluar la seguridad de la
inmunoadhesina. En cada caso, se evalla a tres sujetos para cada valor de dosificacion; dos de ellos han recibido la
inmunoadhesina y uno el placebo. En el estudio con dosis Unicas ascendentes, se evallan cuatro valores de dosis.
La dosis individual mas baja es la mitad de la dosis que se establecia en el estudio de exposicion, y la dosis
individual mas alta es el doble de la que se establecia en el estudio de exposicion. Los valores de las dosis son
como se indica a continuacion: una aplicacion en cada orificio nasal (366 pg en total), dos aplicaciones en cada
orificio nasal (732 ug en total), tres aplicaciones en cada orificio nasal (1098 g en total) y cuatro aplicaciones en
cada orificio nasal (1464 pg en total).

Se usan los mismos valores de dosis en los estudios de dosis mdltiples ascendentes. Los sujetos reciben dosis cada
tres horas (seis veces al dia) durante cinco dias. En ambos estudios, los sujetos son evaluados a la misma dosis,
pudiendo alterarse el comienzo de cada uno de los niveles siguientes hasta que quede claro que no hay toxicidad
aguda en el nivel anterior. A todos los sujetos se les administra una dosis Unica 21 dias después de la primera dosis,
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y posteriormente, a las seis semanas, como seguimiento (para determinar el anticuerpo sérico contra la
inmunoadhesina).

A otro grupo de doce sujetos se les administra una dosis de dos aplicaciones en cada orificio nasal (732 pg en total),
y se les hace un lavado nasal a las horas 1, 2, 4, 8 y 16 (a dos sujetos en cada una de estas horas). Los lavados se
analizaron en Panorama Research mediante ELISA para calcular la semivida in vivo de la inmunoadhesina. La
cantidad total de la inmunoadhesina que se debe usar en una escalada de dosis y en estudios de determinacion de
semivida (en un total de 28 sujetos) sera de aproximadamente 270 mg.

D. Estudios de toxicidad

Ademas del registro rutinario de eventos adversos, la toxicidad de la inmunoadhesina se estudia de tres maneras.
En primer lugar, antes de administrar la primera dosis y después de la Ultima, los investigadores realizan un examen
visual de la mucosa nasal, en concreto, buscan signos de irritacion o de inflamacién. Se anota cualquier cambio
visible. En segundo lugar, se realizan estudios estandar de toxicidad en la sangre sobre las muestras recogidas
antes del tratamiento y después de la ultima dosis, en los dias 1, 4 y 8 (y 21 en los estudios de dosis mltiples
ascendentes) del estudio. En tercer lugar, se guardan y congelan las muestras de suero para determinar si la
inmunoadhesina es capaz de pasar, a traves de la mucosa nasal, hasta la sangre. Esto se realiza de dos maneras.
En primer lugar, mediante la técnica ELISA se mide la presencia de la inmunoadhesina en las muestras de suero. En
este examen, los anticuerpos de IgA antihumana adsorbidos en las placas de microconcentracion capturan cualquier
inmunoadhesina que haya en el suero, y son detectados por un anticuerpo anti-ICAM. La sensibilidad de los
examenes se establece usando muestras de suero humano normal con concentraciones conocidas de la
inmunoadhesina. Por otra parte, los anticuerpos anti-ICAM pueden ser adsorbidos en las placas para capturar la
inmunoadhesina del suero que podria ser detectada por un anti-IgA. En segundo lugar, la presencia de la respuesta
inmune a la inmunoadhesina se lleva a cabo con el método ELISA, que utiliza la inmunoadhesina adsorbida a las
placas de microconcentracion. Cualquier anticuerpo de antinmunoadhesina del suero se une y es detectable con la
IgG o la IgM antihumanas. Se comparan las muestras de suero previas y posteriores al tratamiento y cualquier
cambio en la concentracion es considerado una prueba de la absorcion de la inmunoadhesina. En caso de encontrar
pruebas positivas de los anticuerpos de antinmunoadhesina, se realizan estudios para distinguir la actividad del anti-
ICAM-1y la del anti-IgA.

Se examina a los pacientes por un posible desarrollo de una reaccion alérgica a la inmunoadhesina. (En estudios
anteriores, no se produjeron episodios adversos de reacciones a la ICAM soluble aplicada por via topica en la nariz
0 a planticuerpos aplicados por via topica en la cavidad oral). Los individuos que muestran sintomas de alergia nasal
son examinados en busca de anticuerpos IgE de antinmunoadhesina especifica en fluidos de lavado nasal
utilizando la técnica ELISA en dos pasos (R&D Systems).

E. Analisis estadistico

El tamafio de la muestra de estos estudios se basa en estudios anteriores que siguen el modelo de exposicién al
rinovirus. El tamafio de la muestra prevista para los estudios de proteccion debe ser adecuado para detectar una
reduccion en la incidencia de resfriados clinicos desde el 75% en el grupo del placebo al 25% en el grupo del
tratamiento activo a valores unilaterales de a=0,05 y 1-$=0,80. Ademas, el tamafio de la muestra debe ser suficiente
para detectar un cambio en la puntuacion total de sintomas de 5 unidades, asumiendo una desviacidn estandar de
5,8 unidades.

Ejemplo 9: Estudios clinicos que demuestran la capacidad de la inmunoadhesina para reducir la infectividad en los
humanos: estudios de exposicién (no pertenece a la invencion)

Los estudios de exposicion se usan para demostrar que el tratamiento con la inmunoadhesina de la presente
invencion protege contra los resfriados clinicos o reduce los sintomas del resfriado después de una exposicién al
virus.

A. El virus de desafio

El virus de desafio utilizado en este estudio es el rinovirus 39 (HRV-39). El rinovirus tipo 39 es un grupo importante
de rinovirus que necesita la ICAM-1 para adherirse a las células. Se ha comprobado la seguridad de los virus de
desafio seleccionados atendiendo a directrices de consenso (Gwaltney et al., Prog. Med. Virol. 39:256-263, 1992).
Todos los sujetos fueron inoculados con aproximadamente 200 dosis infectivas al 50% de tejido cultivado (TCIDso).
El virus se administr6 en forma de gotas en dos aplicaciones de 250 pl por orificio nasal, espaciadas entre si unos
15 minutos, mientras los sujetos permanecian en posicién supina.
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Tabla 5

Dia

0 1 2 3 4 5 6 7-14 21

Horario del estudio de preinoculacion

Medicacion 6 dosis 6 dosis 6 dosis 6 dosis 6 dosis

Inoculacion hora 4

Puntuacion de m/n m/n m/n m/n m/n m/n n
sintomas

Lavado nasal m m m m m m

Muestra de suero X X

Horario del estudio de preinoculacion

Medicacion 6 dosis 6 dosis 6 dosis 6 dosis 6 dosis

Inoculacion hora 0

Puntuacién de m/n m/n m/n m/n m/n m/n n
sintomas

Lavado nasal m m m m m m

Muestra de suero X X
Nota

En ambos estudios en los dias 1-5, se aplican dosis a las horas 0, 3, 6, 9, 12y 15

m = mafiana

n = noche

B. Disefio del estudio

Se realizan dos estudios aleatorios de exposicion al rinovirus (véase Tabla 5). Se evalla la misma formulacion de la
inmunoadhesina de la presente invencion en estudios previos y posteriores a la inoculacion. En ambos estudios, se
administran seis dosis diarias de la medicacion durante cinco dias. A cada sujeto se le asigna recibir aleatoriamente
la inmunoadhesina o su placebo correspondiente, en el momento de unirse a cada estudio. Se trata de un estudio
ciego y todo el personal del ensayo clinico, los sujetos y los empleados de Panorama Reseach continlan ciegos
hasta que se han recogido todos los datos.

En el estudio preinoculacion, la administracion del medicamento comienza cuatro horas (dos dosis) antes de la
exposicion al virus. El virus de desafio se administra una hora después de la segunda dosis de inmunoadhesina (o
placebo) y las cuatro dosis restantes de la medicacion a estudio se administran segin horario durante el primer dia.
En este estudio, dieciocho sujetos reciben el tratamiento activo y dieciocho sujetos reciben el placebo.

En el estudio posinoculacion, la administracion de los medicamentos comienza 24 horas después de la exposicion al
virus. Se eligi6 este momento porque ya se habia usado en otros estudios de proteccion frente a una exposicion a
virus, y porque los sintomas del resfriado ya son claros (Harris & Gwaltney, Clin. Infect. Dis. 23:1287-90, 1996). El
virus desafio de este estudio se administra por la mafiana del dia 0 del estudio, aproximadamente 24 horas antes de
recibir la dosis de la medicacién objeto de estudio, por la mafiana del dia 1 del estudio. En este estudio, 36 sujetos
reciben el tratamiento activo y 18 sujetos reciben el placebo.

Se aisla a cada sujeto en habitaciones de hotel desde el dia 0 del estudio (el dia de la exposicién al virus) hasta el
dia 6. Cada uno de estos dias se realiza una puntuacion de sintomas y un lavado nasal para aislar los virus, por la
mafiana, antes del la primera dosis de la medicacion, y una segunda puntuacién de sintomas cada noche. El dia 6
del estudio, los sujetos ya no permanecen aislados pero se siguen registrando las puntuaciones de sintomas cada
noche hasta el dia 14. Los sujetos vuelven al lugar de estudio el dia 21 y se les recoge una muestra de suero para
detectar los anticuerpos de la antinmunoadhesina. La cantidad total de la inmunoadhesina que se debe usar en
ambos estudios de exposicion al virus (sobre un total de 54 sujetos) es de aproximadamente 1200 mg.

C. Aislamiento viral

La propagacion del virus es detectado por el aislamiento del mismo en cultivo celular. Los ejemplares del lavado
nasal se recogen mediante la instilacion de 5 ml al 0,9% de solucién salina en cada orificio nasal. Este lavado se
expulsa dentro de un vaso de plastico y se refrigera durante una o dos horas hasta que se realizan los cultivos
virales. La inmunoadhesina se elimina de los ejemplares gracias a un tratamiento con el anticuerpo anti-ICAM-1
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adsorbido a un gel de agarosa (Affi-Gel 10, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif.). Una parte de cada ejemplar
procesado se guarda a -80 °C y otra parte se inocula en dos tubos de células HelLa, una linea de células HelLa
enriquecida para la producciéon de ICAM-1 (Arruda et al., J. Clin. Microb. 34:1277-1279, 1996). Los rinovirus se
identifican por ensayos normales de efecto citopatico. A los sujetos cuyo cultivo viral sea positivo en cualquiera de
los dias del estudio posexposicion se les considera infectados. El calculo de las concentraciones virales en los
ejemplares guardados a -80 °C se hace con diluciones en diez veces sobre placas de microconcentracién con
células Hela.

Los anticuerpos contra el virus de desafio son detectados por concentraciones plasmaticas neutralizantes, hechas
con los métodos estandar (Gwaltney et al., Diagnostic Procedures for Viral Rickettsial and Chlamydial Infections,
paginas 579-614, American Public Health Association). Los ejemplares de suero para las pruebas de anticuerpo se
recogen durante el proceso de seleccion, inmediatamente antes de la exposicién al virus (aguda), y de nuevo 21
dias después (convalecencia). Los sujetos con un aumento de al menos cuatro veces la concentracion de
anticuerpos contra el virus de desafio, al compararse la muestra de suero de la etapa de convalecencia con la
muestra de suero de la etapa aguda, se consideran infectados.

D. Evaluacién de la gravedad de la enfermedad

La gravedad de la enfermedad se valora tal y como se describid anteriormente (Turner et al., JAMA 281:1797-804,
1999). Las puntuaciones de sintomas se registran antes de la exposicion al virus (punto de referencia) y dos veces
al dia a intervalos aproximados de doce horas durante los siguientes 6 dias. De los dias 7 a 14 de estudio, los
sujetos registran sus puntuaciones de sintomas una vez al dia, por la noche. En cada evaluacion, a los sujetos se
les pide que analicen la gravedad méxima de los siguientes ocho sintomas, en el intervalo desde la ultima
evaluacion de sintomas: estornudos, rinorrea, obstruccion nasal, dolor de garganta, tos, dolor de cabeza, malestar y
frio. A cada sintoma se le asigna una puntuacion de gravedad de 0 a 3, que se corresponde con una gravedad
sintomatica de: ausente, leve, moderado o grave. Si los sintomas estan presentes en el punto de referencia, la
puntuacion de los sintomas correspondiente al punto de referencia se eliminara del informe de puntuacion
sintoméatica. La puntuacion mas alta de las dos evaluaciones diarias sera tomada como la puntuacion diaria para
cada sintoma. Las puntuaciones diarias de los sintomas para los ocho sintomas individuales se suman para obtener
la puntuacion total diaria de los sintomas. Se suma la puntuacion total diaria de los sintomas para los 5 primeros
dias tras la exposicion al virus (dias 1 a 5 del estudio) y por la noche del dia 5 del estudio se les pregunta a todos los
sujetos: «¢ Consideras que has tenido un resfriado?». De los sujetos que hayan tenido una puntuacion total de los
sintomas de al menos 6, y que hayan tenido al menos tres dias de rinorrea 0 que su impresion subjetiva haya sido
que si hayan tenido un resfriado, se dice que han sufrido un resfriado clinico.

El peso de las secreciones nasales expulsadas se determina durante los dias 1 a 7, dandoles a cada sujeto
paquetes de pafiuelos nasales previamente pesados. Una vez usados los pafiuelos, se guardan en bolsas de
plastico herméticas. Todas las mafianas se recogen y se pesan los pafiuelos usados y los no usados del paquete
original.

E. Ensayo IL-8

Estudios recientes han sugerido que la respuesta inflamatoria del hospedador, en concreto la interleucina 8 (IL-8),
puede estar relacionada con la patogénesis de los sintomas del resfriado comin debido a la infeccién por rinovirus.
Las concentraciones de IL-8 en los lavados nasales se determinan con un ELISA comercial (R&D Systems,
Minneapolis, Minn.) tal y como se ha descrito anteriormente (Turner et al., JAMA 281:1797-804, 1999).

F. Estudios de toxicidad

Los estudios son los mismos tanto para el estudio de exposicion como para los estudios de escala a dosis descritos
en el ejemplo 8.

G. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiza de la misma manera que el descrito en el estudio de escalada de dosis del ejemplo
8.

Los ejemplos y discusiones anteriores, aunque predominantemente dirigidos a las inmunoadhesinas ICAM-1, se
pueden adaptar facilmente, por una persona experta, para lograr y aplicar el uso de otros tipos de inmunoadhesinas
activas contra otros tipos o subtipos de virus o patdégenos bacterianos. Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones
de inmunoadhesina antibacteriana, usando el receptor de la toxina del carbunco (ATR) como proteina del receptor.

Ejemplo 10: Construccion de los casetes de expresion de la inmunoadhesina del ATR (no pertenece a la invencion)

Mediante clonacion por RCP se prepara un casete que codifica para una porcién del dominio extracelular del
receptor de la toxina del carbunco humano (ATR). En concreto, un fragmento de 523 bp, que codifica para los
aminoéacidos 44-216 (los llamados dominio A del factor de von Willebrand), se amplifica desde un plasmido ATR
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(Bradley et al., 2001) o desde un plasmido TEM8 (St Croix et al., 2000) usando los siguientes cebadores de
oligonucledétido:

5-GACCTGTACTTCATTTTGGACAAATCAGG-3 (SEC ID N.°: 91)
5-GAGCTCAAAATTGAGTGGATGATGCCT (SEC ID N.°: 92)
TGCAGAG-3

El segundo cebador (SEC ID N.%: 92) esta disefiado para introducir un sitio Sac | en el extremo 3’ del dominio de
codificaciéon del dominio extracelular del ATR (subrayado sélido). Se realiza una RCP con una polimerasa Pfu
(Stratagene) para reducir la acumulacion de errores. Se amplifica un segundo fragmento de 124 bp, que contiene un
extremo 5’ de region no traducida y un péptido sefial de planta, a partir de un plasmido 8ATG-TOPO n.°4 (que es un
clon por RCP de un extremo 5 de region no traducida optimizada de planta y un péptido sefial del vector de
clonacion Invitrogen pCR4-TOPO), usando los siguientes cebadores de oligonucleétido:

5-GGTACCACTTCTCTCAATCCAACTTTC-3’ (SEC ID N.°: 93)
5-GTCCAAAATGAAGTACAGGTCAGCCAA (SEC ID N.°: 94)

ACTAGTAGAGGTGAACAAAAGC-3’

El primer cebador (SEC ID N.°: 93) esté disefiado para introducir un sitio Kpn | en el extremo 5’ del fragmento por
RCP (subrayado sodlido). Los dos fragmentos de RCP tienen 20 nt de secuencia complementaria (punteado). Los
dos fragmentos de RCP se mezclan y se amplifica un fragmento de 626 bp usando SEC ID N.°: 93 y SEC ID N.°: 92.
El fragmento obtenido por RCP fue clonado dentro del vector PCR-Script (Stratagene) y secuenciado antes de
clonarse entre los sitios Kpn 1y Sac | del vector pMSP-colCAM, dando como resultado el plasmido pMSP-ATR-IgA2.
Esto se traduce en una fusion genética del dominio extracelular de ATR y del dominio constante de la IgA2 humana.
Este dominio constante de la IgA2 humana ha sido sintetizado para usar los codones de manera Optima para la
expresion de las células de tabaco. La secuencia completa de nucleétidos y aminoacidos de la fusion ATR-IgA2 (la
inmunoadhesina) se muestra en la FIG. 10. En el constructo resultante, la expresién de la molécula quimérica ATR-
IgA2 esté bajo el control del promotor SuperMas (Ni et. al., 1995) y de la secuencia terminadora ags, en el extremo
3.

Se elimina todo el casete de expresion (promotor+ATR-IgA2+terminador) del compuesto pMSP-ATR-IgA2, que tiene
la enzima de restriccion Asc |, y se clona dentro del vector binario del plasmido Ti Agrobacterium pGPTV-kan-ocs,
dando como resultado el plasmido pGPTV-kan-ocs-ATR-IgA2. El vector pGPTV-kan-ocs deriva del pGPTV-kan
(Becker et al., 1992), que fue modificado de la siguiente manera. La secuencia entre los sitios Eco Rl y Hind Ill de
pGPTV-kan, que contiene el gen uid A, se elimina y reemplaza con el extremo 3’ del gen terminador ocs (MacDonald
et al., 1991) orientado al gen npt Il, mas los sitios de restriccion para Asc | y Sac |. El propdsito de este terminador
adyacente al borde derecho del ADN-T es eliminar la interferencia transcripcional con el transgén, debido a que la
transcripcion se origina en el ADN de planta, fuera del borde derecho (Ingelbrecht et al., 1991).

La secuencia entre los bordes del ADN-T del plasmido pGPTV-kan-ocs-ATR-IgA2 se muestra en la FIG. 11. Las
secuencias por fuera de los bordes izquierdo y derecho son como se describe (Becker et al., 1992). Los nucleétidos
18-187 representan el borde derecho del ADN-T. Los nucledtidos 311-630 representan el extremo 3’ de la region
terminadora ocs. Los nucledtidos 927-1976 representan el promotor SuperMas. Los nucledtidos 1990-2017
representan el extremo 5’ no traducido del gen psaDb de Nicotiana sylvestris (Yamamoto et al., 1995). El contexto
del codén de iniciacién AG (nucledtidos 2012-2026) esta disefiado para unirse al encontrado en los genes de planta
altamente expresados (Sawant et al. 1999). Los nuclettidos 2018-2086 forman una secuencia de codificaciéon para
una nueva version del péptido sefial de la legimina Vicia faba (Baumlein et al., 1986). Los nucleétidos 2087-2605
forman una secuencia de codificacion para el dominio A del factor de von Willebrand de ATR (Bradley et al., 2001).
Los nucledtidos 2606-3631 forman una secuencia de codificacion de la regién constante de la IgA2m(2) humana
(Chintalacharuvu et al., 1994). Los nucleétidos 3794-4108 derivan del terminador agropina sintasa (ags). Los
nucleotidos 4530-4800 representan el promotor NOS (Depicker et al., 1982). Los nuclettidos 4835-5626 codifican
para el gen NPT Il (y confieren resistencia a la kanamicina). Los nucledtidos 5648-5870 son la sefial de
poliadenilacion del gen 7 de A. tumefaciens (Gielen et al., 1984). Los nucle6tidos 6454-6602 representan el borde
izquierdo del ADN-T.

También se ha desarrollado un constructo para la expresiéon en plantas de la cadena J humana y del componente
secretor. Este constructo, pGPTV-hpt-ocs-35SJ/SC, se basa en el vector pGPTV-hpt-ocs, que se ha derivado del
mismo modo que se ha descrito anteriormente para el pGPTV-kan-ocs. La secuencia entre los bordes del ADN-T del
plasmido pGPTV-hpt-ocs-35SJ/SC se muestra en la FIG. 12. Las secuencias por fuera de los bordes izquierdo y
derecho son como se describe (Becker et al., 1992). Los nucleétidos 1-149 representan el borde izquierdo del ADN-
T. Los nucleétidos 733-955 son la sefial de poliadenilacion del gen 7 de A. tumefaciens (Gielen et al., 1984). Los
nucleotidos 980-2002 (complemento) representan el gen hpt (y confieren resistencia a la higromicina).
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Los nucledtidos 2049-2318 (complemento) representan el promotor NOS (Depicker et al., 1982). Los nucleétidos
2898-3230 representan el promotor 35S del virus mosaico de la coliflor (CaMV), que promueve la expresion del gen
del componente secretor humano y su péptido sefial nativo (nucleétidos 3236-5056); y los nucleétidos 5060-5445
representan la sefial de poliadenilacion del gen rbcS-E9 del guisante (Mogen et al., 1992).

Los nuclettidos 5457-5788 representan una segunda copia del promotor 35S del CaMV que promueve la expresion
del gen de la cadena J (de unién) humana y de su péptido sefial nativo (nucleétidos 5797-6273); y los nucleétidos
6281-6494 representan el terminador del gen 7. Los nucleétidos 6501-6819 (complemento) representan el extremo
3’ del gen terminador ocs. Los nucleétidos 6944-7113 representan el borde derecho del ADN-T.

Ejemplo 11: La transformacion de plantas y la expresion de la inmunoadhesina de ATR en plantas (no pertenece a la
invencion)

Los casetes de expresion descritos anteriormente se usaron para producir inmunoadhesina en plantas por medio de
la transformacién mediada por Agrobacterium. Los plasmidos pGPTV-hpt-ocs-35SJ/SC y pGPTV-kan-ocs-ATR-IgA2
se introducen por separado dentro de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens. Los cultivos de ambas cepas se dejan
incubar toda la noche y se usan simultaneamente con hojas de tabaco, segun el protocolo estandar (Horsch et al.,
1985). Se selecciona el tejido de planta transformado en un medio de regeneracién que contiene kanamicina (100
pg/ml) e higromicina (25 pg/ml).

Las plantulas que se regeneran en presencia de antibidtico se seleccionan para la expresion transgénica. Esto se
logra preparando extractos del tejido de la hoja en un tampdn de fosfato salino (PBS) y monitorizando los extractos
clarificados sobre un papel de nitrocelulosa. Estos «puntos» seleccionados se examinan con un antisuero conjugado
de alcalina fosfatasa especifico para la IgA humana, la cadena J o el componente secretor. A las plantas que den
positivo en el primer cribado se les haran mas cribados, incluyendo el Western blot y el RCP. Es de esperar que la
inmunoadhesina ATR-IgA2 tenga un PM de la subunidad de 59 kDa. Debido a la dimerizacion natural de la region
constante de cadena pesada, se espera que también se formen dimeros de ~118 kDa. Estos dimeros se vuelven a
dimerizar dentro de la célula de planta en presencia de la cadena J, formando una molécula de ~252 kDa. Al afiadir
el componente secretor, se observa una especie molecular de ~320 kDa.

La presencia de un péptido sefial en el compuesto de la cadena pesada quimérica, la cadena J y el componente
secretor es importante para favorecer la formacién de una inmunoadhesina multimérica. Tras la transformacién del
mMARN, se cree que la escision del péptido sefial depositara cada proteina dentro del reticulo endoplasmatico (RE)
de la célula de planta. Se espera que la formacion de la inmunoadhesina multimérica tenga lugar en el RE y los
corpusculos de golgi; la molécula formada sera excretada posteriormente desde la célula.

Ejemplo 12: Purificacion de la inmunoadhesina ATR formada (no pertenece a la invencion)

La purificacion de la inmunoadhesina ATR formada se puede conseguir siguiendo basicamente el método descrito
para la inmunoadhesina ICAM-1 del ejemplo 3 arriba mencionado.

Ejemplo 13: La inmunoadhesina ATR inhibe la accion de la toxina sobre las células de mamifero (no pertenece a la
invencion)

Los casetes de expresion descritos anteriormente se usan para producir la inmunoadhesina formada, purificada a
partir de extractos de plantas. La inmunoadhesina purificada se usa para proteger a las células CHO-K1 de la
muerte en un bioensayo sencillo. Las células CHO-K1 tienen el receptor al que se une el PA en la superficie celular,
pero no son sensibles a la toxina. Mueren cuando se exponen al PA y a la LFN-DTA, una proteina de fusion
compuesta por los 255 aminoacidos de N-terminal de LF unidos a la cadena catalitica A de la toxina diftérica. Esta
toxina recombinada explota las mismas interacciones de receptor LF-PA que se necesitan para la union y entrada de
las proteinas nativas LF y OF. Para probar el efecto protector de la inmunoadhesina, las células CHO-K1 se mezclan
con una cantidad mayor de ATR-IgA2 en presencia de una cantidad constante (t6xica) de PA y LFn-DTA, y se
evalla el efecto posterior sobre la sintesis de proteinas. El ATR-IgA2 es un inhibidor eficaz de la accién de la toxina,
que inhibe la accion de la toxina a concentraciones molares mas bajas que la ATR soluble.

Ejemplo 14: La inmunoadhesina ATR inhibe la accion tdxica de la toxina en sujetos humanos (no pertenece a la
invencion)

La inmunoadhesina purificada se prepara en un tampon aceptable desde el punto de vista farmacéutico y se
administra a sujetos humanos infectados por carbunco. La via de administracion puede ser un inhalador en aerosol o
una inyeccion. Los sujetos que estan en las etapas finales de la infeccion, que normalmente mueren, son protegidos
de la accién de la toxina gracias a la inmunoadhesina.

Ejemplo 15: Construccion de un casete de expresion de la inmunoadhesina ATR alternativo (no de la invencion)

Se prepara, mediante clonacién por RCP, un casete que codifica para todo el fragmento extracelular del ATR
humano (los aminoacidos 24-320). En concreto, se amplifica un fragmento de 878 bp a partir del plasmido ATR
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(Bradley et al., 2001) o a partir de un plasmido TEM8 (St Croix et al., 2000) usando los siguientes cebadores de
oligonucledétido:

5-GGGGGACGCAGGGAGGATGGGGGTC (SEC ID N.°: 95)
CAG -3

5-GAGCTCCCGTCAGAACAGTGTGTGG (SEC ID N.°: 96)
TGGTG-3’

El segundo cebador (SEC ID N.%: 96) esta disefiado para introducir un sitio Sac | en el extremo 3’ de la regién de
codificaciéon del dominio extracelular del ATR (subrayado sélido). Se realiza una RCP con una polimerasa Pfu
(Stratagene) para reducir la acumulacion de errores. Se amplifica un fragmento de 121 bp, que contiene un extremo
5’ no traducido y un péptido sefal de planta, a partir del plasmido delta, ATG-TOPO n.° 4, usando los siguientes
cebadores de oligonucleétido:

5-GGTACCACTTCTCTCAATCCAACTTTC-3’ (SEC ID N.°: 93)
5-ATCCTCCCTGCGTCCCCCAGCCAAACTAGTA (SEC ID N.°: 97)

GAGGTGAACAAAAGC-3’

El primer cebador (SEC ID N.°: 93) esta disefiado para introducir un sitio Kpn | en el extremo 5’ del fragmento
obtenido por RCP (subrayado soélido). Los dos fragmentos obtenidos por RCP tienen 20 nt de secuencia
complementaria (punteado). Los dos fragmentos obtenidos por RCP se mezclan y se amplifica un fragmento de 981
bp usando SEC ID N.%: 93 y SEC ID N.°: 96. El fragmento obtenido por RCP es clonado dentro de un casete de
expresion de planta para formar una fusion genética con la IgA2 humana de la misma manera que el dominio parcial
extracelular del ATR (ejemplo 1).

Con una construccion alternativa que siga el mismo método se podrian amplificar los aminoacidos 41-227.

Ejemplo 16: La produccion de una proteina quimérica del receptor de la toxina del carbunco: CMG2-IgG y
anticuerpos anti-PA de alta afinidad

La construccion de CMG2 unida a la IgG (CMG2-IgG) y los anticuerpos anti-PA de alta afinidad

Hace poco tiempo se sintetizaban fragmentos de ADN que codifican a las regiones variables de las cadenas pesada
y ligera del codon optimizado anti-PA y un fragmento que codifica a la porcion del dominio extracelular del receptor
de la toxina del carbunco humano (CMG2). Tanto el CMG2 como las secuencias de la region variable de la cadena
pesada del anti-PA se unieron por separado a los fragmentos de ADN que codifican para los dominios de regiones
constantes de la cadena pesada de la IgG1 humana en un vector binario de Agrobacterium, bajo el control de un
promotor de plantas constituyente (CaMV35S) y una secuencia de la sefial de poliadenilacion al extremo 3’. Se
prepard un vector similar de cadena kappa para la region variable de la cadena ligera 1H. La construccion de estos
vectores se describe en detalle méas abajo.

Se utilizd la herramienta «Signal IP» para predecir el sitio de escision del péptido sefial de CMG2, que tiene lugar
entre los aminoacidos 33 y 34*. Usando una tabla de uso de codones derivada de genes de plantas de alta
expresion, disefiamos y sintetizamos un fragmento de ADN de 697 bp que incluye un extremo 5’ corto no traducido,
el péptido sefial de la proteina de almacenamiento albimina 2S2 de Arabidopsis thaliana 8, y los aminoéacidos 34-
232 de CMG2 (FIG. 14). La parte codificada de CMG2 se corresponde con la usada por Scobie et al. como una
proteina soluble®. Tras confirmar la secuencia, este fragmento se clond entre los sitios Kpn | y Sac | del vector
pMSP-IgG, que ya tiene la region constante de la IgG1 humana, para formar el pldsmido pMSP-CMG2-IgG. Esto se
traduce en una fusién genética del dominio extracelular de CMG2 y de la region constante de la IgG1 humana. Esta
region constante de la IgG1 humana ha sido sintetizada para usar los codones de manera éptima para la expresion
de las células de tabaco. En el constructo resultante, la expresion de la molécula quimérica CMG2-IgGl esta bajo el
control del promotor CaMV35S47 de alta expresion y del extremo 3’ del gen terminador ags. En la figura 14 se
muestra la secuencia esperada de amino&cidos de la proteina madura.

Todo el casete de expresion (promotor+CMG2-1gGl+terminador) se subclona, a partir del compuesto pMSP-CMG2-
IgG, dentro del vector binario del plasmido Ti Agrobacterium pGPTV-kan-ocs, dando como resultado el plasmido
pGPTV-kan-ocs-CMG2-IgG. El vector pGPTV-kan-ocs deriva de pGPTV-kan, que a su vez deriva del vector binario
mas comun pBIN19.48 El casete de expresion usa un extremo 5’ no traducido del gen de Nicotiana sylvestris psaDb,
el cual favorece la traduccion.*® El contexto del codén de iniciacion AG esta disefiado para unirse al encontrado en
los genes de planta altamente expresados.

Para expresar el anticuerpo anti-PA, se sintetiza un fragmento de ADN, que codifica para el dominio variable de la
cadena pesada 1H y que tiene codones optimizados de planta, con un sitio Sac | en el extremo 3’ de union a nuestra
secuencia de la region constante de la IgG1 humana con codén optimizado. De igual manera, también se sintetiza
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una secuencia de codificacion para el dominio Vk del anticuerpo 1H, con un sitio Hind Ill en el extremo 3’ para unirse
a nuestro dominio constante kappa humano con codén optimizado. Estas secuencias incorporan el mismo dominio 5’
UTR vy el péptido sefial que el que se usé con el gen CMG2. Ambas regiones variables se clonaron en vectores de
expresion separados bajo el control del promotor CaMV35S, junto con las correspondientes regiones constantes de
las cadenas pesada y ligera.

La produccion proteica en el tabaco usando un sistema de expresion transitoria mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

Dos cepas de Agrobacterium portadoras de casetes de expresion de las cadenas pesada y ligera 1H se coinfiltraron
en las hojas de Nicotiana benthamiana, recogida 7 dias después y procesada inmediatamente para proceder a la
purificacion de amtic:uerpo.51 De manera similar se infilir6 en las hojas una cepa de Agrobacterium portadora del
casete de expresion CMG2-IgG. Mediante cromatografia de proteina A, se fraccionaron y prepararon los extractos
de hojas procedentes de plantas de tabaco transitoriamente transfectadas. Gracias a este enfoque rapido, de alta
capacidad y facilmente reproducible, purificamos pequefias muestras de 1H y CMG2-1gG.

La tabla 6 muestra los resultados de un experimento tipico.

Tabla 6. Aislamiento y purificacion de proteinas a partir de hojas de N. benthamiana transfectadas transitoriamente.

gramos pHa/gm pg/gm producidos
Proteina hojas (ELISA) lg recuperados (OD280) nmoles
1H 1gG 100 18 1740 17,4 11,6
CMG2-1gG 74 Sin datos 1140 15,4 9,8

Mediante SDS-PAGE se separaron las proteinas purificadas, bajo condiciones reductoras y no reductoras y sujetas
a una tincion de plata (FIG. 15). La preparacion de 1H IgG contenia una sola banda de 150 kDa, que se redujo a dos
bandas de 50 y 26 kDa. Con la técnica del Western blot se confirmé que estas dos bandas eran cadena pesada
gamma y cadena ligera kappa (no se muestra). La preparacion CMG2-1gG que se eluy6 a partir de la proteina A era
una mezcla heterogénea de proteinas, con la banda mas grande a 45 kDa bajo condiciones no reductoras y a 29
kDa bajo condiciones reductoras. El tamafio esperado, basado en la secuencia de aminoacidos, de un monémero
CMG2-1gG es 58 kDa. Bajo condiciones reductoras se ve una banda pequefa a 53 kDa, lo que probablemente
represente el monoémero intacto CMG2-IgG. Las bandas de migracion mas rapidas son las de los productos de
degradacion proteolitica que carecen del dominio VWA/I y de todo, o parte, del Cyl. Todas las bandas han
reaccionado con antisuero anti-lgGl (datos no mostrados).

La preparacion de CMG2-IgG migrd de nuevo bajo condiciones reductoras en SDS-PAGE vy el gel se usé para tefir
con Coomassie bandas en membranas PVDF. Tres trozos, que contienen los fragmentos 53, 34 y 29 kDa (FIG. 15)
se enviaron a las instalaciones de estructura molecular de UC Davis para someterse a una degradacion de Edman
(secuenciacion de aminoacidos N-terminal). No se pudo recuperar ninguna secuencia de la banda 53 kDa. Esto
sugiere la presencia de residuos «bloqueados», lo cual es coherente con el Gln esperado para el amino terminal de
CMG2. Los amino terminales de los fragmentos 34 y 29 kDa estaban en los aminoacidos 268 y 297 respectivamente
(aminoacidos en negrita con los nimeros 1y 2 en la figura 14). Estos resultados son coherentes con los modelos del
dibujo en la figura 15.

Ejemplo 17: Comprobar la actividad de la toxina anticarbunco in vitro de la proteina quimérica del receptor de la
toxina del carbunco

Este ejemplo demuestra los métodos de comprobacion de la actividad de la toxina anticarbunco de las proteinas
quiméricas de receptor de toxina y de las inmunoadhesinas descritas en el presente documento.

Se examinaron el planticuerpo 1H IgG purificado y la antitoxina CMG2-1gGl para analizar su capacidad de neutralizar
el PA en un ensayo con macréfagos murinos donde se emplea la toxina letal. Se observé una supervivencia de
células murinas macréfagas RAW 264.7 tras la administracion de PA mas factor letal (100 ng/ml PA, 50 ng/ml LF),
asi como con distintas concentraciones de 1H IgG o CMG2-1gGl de planta.25 Se preincubaron proteinas antitoxina
con toxinas durante unos minutos antes de afiadir a los macrofagos. Después de tres horas de exposicion a toxinas,
se realizé un ensayo indirecto de viabilidad. La concentracion de 1H IgG de planta determiné que el anticuerpo tenia
un ICsp de ~0,3 pg/ml, muy similar al del mismo anticuerpo de células de animal (no se muestra). La preparacion
CMG2-1gG también protegia a los macréfagos en el rango de concentracién 1-10 pug/ml. Esto sugiere que CMG2-IgG
es una antitoxina potente.

Ejemplo 18: La proteina del receptor de la toxina del carbunco. Variantes de la inmunoadhesina CMG2-IgG

Este ejemplo demuestra modificaciones significativas hechas para mejorar la estabilidad y la produccion de las
proteinas quiméricas de receptor de toxina y de las inmunoadhesinas descritas en el presente documento.
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La produccion y la expresion de las variantes

Mediante RCP, se introdujeron modificaciones en torno al sitio Sac | en la unién entre los dominios de codificacién
de la CMG2 y la IgG del constructo CMG2-1gG. Se eliminaron catorce aminoacidos que no pertenecian al dominio
VWA/I tal y como se define en la estructura cristalina® (V1 en la figura 14). Dicha secuencia de 14 aminoacidos y su
secuencia nucleétida correspondiente se pueden ver a continuacion:

TEILELQPSSVCVG (SEC ID N.°: 102)
act gaa atc cta gaa ttg cag ccc tca agt gtc tgt gtg ggg (SEC ID N.°: 103)

El dominio Cyl de la variante 2a (V2a en la figura 14) fue eliminado, ya que el analisis anteriormente citado sugeria
que habia sitios sensibles a la proteasa en dicho dominio. En la variante 2b tanto los 14 aminoéacidos y como el
dominio Cy1 se eliminaron. En la variante 3 el domino Cyl no se elimina, pero los 14 aminoacidos se sustituyeron por
un enlace flexible (GlysSer)s.

Todas estas cuatro variantes y el original CMG2-IgG se expresaron transitoriamente en N. benthamiana y se
purificaron a partir de extractos de hojas por cromatografia de proteina A. Ademas, el CMG-IgG original se expreso
junto con una cadena kappa humana. Las mismas cantidades de cada proteina se sometieron a SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras y reductoras, y el gel se tifié con azul Coomassie (FIG. 16). Todas las variantes contienen
mucha mas cantidad de la forma de mayor peso molecular que el original CMG2-IgG. Las variantes V1 y V3 parecen
tener los mismos fragmentos de degradacion (30 y 33 kDa) que el original CMG2-IgG, mientras que la variante V2a
tiene dos fragmentos diferentes de 30 kDa aproximadamente. La secuenciacion amino terminal de estos fragmentos
(rodeada por una caja e identificada con los niumeros 4 y 5 en la figura 16) revel6 que comienzan justo antes de la
region bisagra de V2a (FIG. 15).

La variante V2b, que contiene solamente el dominio VWA/I de CMG2 y Cy2/Cy3 de IgG, fue mas estable que las
otras. En condiciones reductoras (banda 11, figura 16) la mayoria de la proteina aparece en una banda 50 kDa, con
muy poca degradacion aparente (el tamafio esperado de esta proteina, en términos de secuencia de aa, es 46,5
kDa). En condiciones no reductoras (figura 16, banda 5) hay grandes bandas a ~40 kDa y a ~97 kDa. Ambas bandas
se reducen hasta el monémero de 50 kDa, lo que indica que se corresponden con formas monoméricas y dimeros
con puentes disulfuro (no se muestran datos). La cromatografia por exclusion de tamafio (SEC) de la proteina V2b
muestra un solo pico a 75 kDa (figura 17). La combinacion de técnicas SDS-PAGE y SEC sugiere que la proteina es
una mezcla de dimeros con puentes disulfuro y dimeros unidos por enlaces no covalentes, probablemente ligados
por interacciones entre los dominios Cy3.

La expresion de CMG2-1gG en presencia de la cadena ligera kappa

También es interesante saber lo que ocurre con la CMG2-IgG expresada en presencia de la cadena kappa. Se
forma una escalera de bandas que comienza con aproximadamente 137 kDa y se incrementa en unidades de 35
kDa (banda 6, figura 16). Cuando se reduce, esta escalera forma tres bandas de 60,40 y 28 kDa (banda 13). La
banda de 28 kDa es cadena kappa y la banda de 60 kDa es toda CMG2-1gG. La banda de 40 kDa desde este carril
(nimero 3 en figura 16) se sometio a la degradacién de Edman, lo que mostré que su amino terminal estaba en
VV196. Esto demostré que la cadena kappa podia prevenir la escision de Cy1, pero no la de la secuencia extra de 14
aminoacidos de CMG2.

Pruebas de actividad de la antitoxina

El CMG2-IgG original y el CMG2-1gG V2b fueron examinados para observar la actividad de la antitoxina en el
ensayo de proteccion macréfaga, junto con un control negativo de anticuerpo (FIG. 18). EI CMG2-V2b IgG fue
superior al original, y las demas variantes mostraron niveles intermedios de actividad (datos no mostrados). La
concentracion de CMG2-1gG V2b que se necesitd para neutralizar la actividad de la toxina del carbunco en un 50%
(ICs0) fue de 35 ng/ml (promedio de dos ensayos, tabla 2). Esto se compara favorablemente con anticuerpos anti-PA
que estan siendo desarrollados por Human Genome Sciences (ICso = 50 ng/ml),>* Elusys (ICso = 80 ng/ml) *” y Avanir
(IC s0= 30 a 70 ng/ml).”® La proporcién molar de CMG2-IgG V2b a PA en el ICs es de 0,38, lo que significa que cada
molécula de CMG2-1gG V2b puede neutralizar casi tres moléculas de la toxina letal del carbunco.

Analisis estructural

Al superponer tres estructuras cristalinas: IgG Fc (1E4K en la Base de Datos de Protel’na553), el dominio VWA/I de
CMG2 (con puentes disulfuro internos, 1SHU34) y CMG2 ligado a PA (1T6836), se deriva un modelo previsto de
coémo debe ser la estructura del CMG-IgG V2b y de cdmo se debe unir a PA (figura 19). La cromatografia por
exclusién de tamafio sugiere que casi toda la CMG2-IgG Var2b tiene forma dimérica, sin embargo, los analisis SDS-
PAGE sugieren que al menos el 50% de los dimeros no estan unidos por enlaces covalentes. Esto puede ser debido
a la forma del dominio VWA/I de CMG2, que es mas globular que el dominio Cy1 de la inmunoglobulina, siendo este
mas alargado (FIG. 19). Un impedimento estérico evitara que las cisteinas de las regiones bisagra de la IgG Fc se
acerquen demasiado y formen puentes disulfuro eficaces.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2426 194 T3

La expresion de CMG2-1gG en presencia de CMG2-kappa

Se formoé un compuesto formado por los 199 primeros aminoacidos de CMG2 y un dominio constante de cadena
kappa humana (CMG2-kappa). CMG2-kappa fue expresada transitoriamente junto con la variante 1 o la variante 3
(ambas contienen dominios Cy1 intactos); las proteinas resultantes se purifican por medio de Proteina-A-Sefarosa.
En ambos casos, las especies moleculares dominantes fueron un par de bandas de aproximadamente 180 y 160
kDa (FIG. 20). En condiciones reductoras se observan bandas de 57 kDa, 34 kDa y 13 kDa. Los inmunoblots (no se
muestran) demostraron que la banda 57 kDa contenia cadena pesada de IgG, mientras que las bandas mas
pequefias reaccionaron al antisuero especifico de cadena kappa. El tamafio de la banda mas pequefia seria
coherente con la incisién de los 14 aminoacidos entre el dominio VWA/I de CMG2 y la region constante kappa. Las
principales bandas no reducidas reaccionaron con anti-lgG y antisuero anti-kappa, y probablemente representan las
moléculas tetraméricas unidas con dos «cadenas pesadas» y dos «cadenas ligeras». Estas moléculas fueron
probadas con ensayos de proteccion macrofaga RAW. La ICso fue de 44 ng/ml para VI/k y 32 ng/ml para V3/k (tabla
2). Debido a su mayor tamafio, la proporciéon molar antitoxina: PA a ICso fue muy inferior en las nuevas proteinas:
0,25 para VI/k y 0,18 para V3/k.

Tabla 7. ICso calculada (ng/ml) y relacion molar de antitoxina a PA en ICsp. Las preparaciones de la CMG2-IgG
original y de las variantes se mezclaron con 80 ng/ml de PA y 80 ng/ml de factor letal en ensayos de proteccion
macréfaga RAW (véase protocolo, D. 1.5). Los resultados provienen de ensayos en tres dias diferentes.

Ensayo 20/07/05 Ensayo 27/07/2005 Ensayo 28/07/2005
Variante ICso Relacién Molar ICso Relacion Molar ICso Relacion Molar
Original
CMG2-IgG 242 2,16 - - 224 2,00
V1 - - - - 197 1,80
V2a - - - - 67 0,72
V2b 41 0,45 - - 28 0,31
V3 - - - - 100 0,91
V1/K - - 44 0,25 - -
V3/K - - 32 0,18 - -

Eliminacion de IgG por medio de FcyR y del efecto N-glicano

Los mecanismos implicados en la neutralizacién in vivo y en la eliminacion de la toxina del carbunco y/o de la
infeccion por B. anthracis por varias antitoxinas que estan en desarrollo, no son bien conocidos. En el caso de los
anticuerpos y las inmunoadhesinas, la neutralizacion in vivo de los compuestos toxina-antitoxina depende de su
interaccion con FcyR. Muchos tipos de leucocitos tienen receptores celulares de superficie para los dominios Fc de
la IgG, conocidos como FcyR. Unir los compuestos antigén-anticuerpo a estas células mediante la interaccion de Fc-
FcyR puede dar como resultado diversas respuestas como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) y la internalizacién de los compuestos receptor-ligando.

Las estructuras cristalinas muestran que FcyR se une a la region bisagra mas baja de Cy2 del dominio Fc de cadena
pesada. % Los estudios genéticos y bioquimicos han identificado residuos de aminoacidos que modulan esta
interaccion, asi como la funcion del N-glicano de 1gG Fc. Los N-glicanos son estructuras de oligosacéaridos unidas
mediante enlaces covalentes a ciertos reS|duos asparagina de las glicoproteinas. El analisis de la estructura
cristalina sugiere que el N- gllcano del Asn®’ de IgG humana estabiliza una conformacion especifica del dominio Fc
que promueve la union FcyR.> (FIG 21). La eliminacién de este N-glicano reduce drasticamente la afinidad de la
IgG con las tres principales isoformas de FcyR in vitro, pero no afecta a la semivida in vivo.>” %%

Todavia no se conoce el efecto de la glicosilacién o la ausencia de la misma sobre el efecto protector de CMG2-1gG
contra la toxina letal del carbunco o contra la infeccion por B. anthracis. Si la eliminacion/destruccion eficaz de los
complejos antitoxina-PA se ve afectada por la union al FcyR, puede verse afectado también por el estado de
glicosilacion de la antitoxina. Los cientificos de Avanir Pharmaceuticals compararon la actividad in vivo de formas
glicosiladas y no glicosiladas de dos de sus compuestos anticuerpo-anti-PA, y descubrieron muy pocas diferencias
en relacion a la eficacia protectora Llegaron a la conclusion de que la neutralizacion de la toxina letal no esta
mediada por el efecto Fc. Sin embargo, fue un solo experimento, y observaron una disminucion de la eficacia de uno
de los anticuerpos no glicosilados. Por este motivo, se analizaran las formas no glicosiladas (la forma analizada en
estos ejemplos) y las glicosiladas de la inmunoadhesina CMG2-1gG.

Se observan diferencias sutiles en los N-glicanos de las glicoproteinas de animal y de planta, g/ algunos han
expresado su preocupacion sobre la inmunogenicidad/alergenicidad de las glicoproteinas de plantas. YLa 1H 1gG
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y la CMG2-IgG de estos ejemplos se ha elaborado usando la region constante no glicosilada de la cadena pesada.
Se cree que la inmunogenicidad no va a ser un gran problema para una neutralizacién del tratamiento contra el
carbunco basado en una inmunoadhesina hecha de planta, incluso si fuera glicosilada. Si la inmunogenicidad
llegase a ser un problema importante, deberia ser posible modificar genéticamente las plantas para «humanizar»
sus N-glicanos.®*®’

Conclusién

Una inmunoadhesina de planta, que consiste en un dominio extracelular del receptor de la toxina del carbunco
humano CMG2 unida al dominio Fc de la IgG1 humana (CMG2-IgG), pudo proteger a los macrofagos de raton de los
efectos letales de la toxina letal del carbunco a concentraciones nanomolares. La actividad especifica de la
inmunoadhesina parece ser comparable a los mejores anticuerpos monoclonales.

Ejemplo 19: Otras variantes quiméricas de CMG2-1gG

Este ejemplo demuestra modificaciones significativas que se pueden hacer para mejorar la estabilidad y la
produccién de las proteinas quiméricas de receptor de toxina y de las inmunoadhesinas descritas en el presente
documento.

La variante 2b serd modificada para aumentar aun més su rendimiento. La introduccion de un enlace flexible
(GlysSer)s entre los dominios VWA/I 'y Cy2 (véase la estructura en la figura 19) dara como resultado una variante con
un alto porcentaje de dimeros unidos por puentes disulfuro que la hardn mas estable y/o activa in vivo. Los 14
aminoacidos entre el dominio CMG2 VWA/| y el Ck en el compuesto CMG2-kappa también se podran sustituir por un
enlace (GlysSer)s. Estas dos nuevas proteinas se producirdn en tabaco transfectado transitoriamente y seran
purificadas mediante cromatografia de proteina-A-sefarosa. Se comprobard que se hayan unido correctamente y
que tenga la estabilidad esperada. Las constantes de enlace serdn determinadas por resonancia del plasmén
superficial. Su actividad se compara a la de las inmunoadhesinas existentes mediante ensayos de proteccién
macréfaga RAW. No se prevé que la glicosilacion afecte a la actividad en este ensayo celular. Sin embargo, la
glicosilacion puede afectar a la actividad in vivo, de modo que después de seleccionar la inmunoadhesina antitoxina
mas potente, el sitio de glicosilacion en el dominio Cy2 se volvera a introducir. Tanto las versiones glicosiladas como
las no glicosiladas seran probadas in vivo.

Complejos moleculares que intervienen en la expresion de CMG2-IgG en el tabaco

La variante 4 sera idéntica a la variante 2b pero con un enlace flexible, y serd construida mediante la union de un
fragmento de ADN que codifica para el dominio VWA/I méas el enlace (GlysSer); a partir de la variante 3
(aminoacidos 1-196, figura 14) a un fragmento de ADN que codifica para la region bisagra y los dominios constantes
Cy2-Cy3 a partir de la variante 2b (aminoacidos 298-531, figura 14).

Ademas, CMG2-kappa se modificara, pues se sustituiran los 14 aminoacidos extras por el enlace flexible (GlysSer)s.
Cada variante serd emplazada en un casete de expresion bajo el control de un promotor constitutivo de planta
(CaMV35S, u otro promotor de nuestra eleccion) y una secuencia de la sefial de Poliadenilacic’m del extremo 3’ en
planta. El casete de expresion serd clonado dentro del vector binario pGPTV, 8 y el plasmido resultante sera
transformado dentro de la cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens.

Tabla 8
Inmunoadhesina Disposicion del dominio N.° esperado de
sitios de enlace
a PA
V2b CMG2-Cy2-Cy3 2
V4 CMG2-(G3S)s-Cy2-Cy3 2
VWA/I-GGGSGGGSGGGS-EPKSCDKTHTCP-
CH2-CH3
V3/CMG-kappa CMG2-(G3S)s-Cy1-Cy2-Cy3/ 4
CMG2-(G3S)s-Ck

Tras seleccionar la antitoxina mas potente (usando el ensayo de proteccion macréfaga), se llevard a cabo una
mutagénesis dirigida al sitio para convertir un codén de Gin (en la posicion 381 en la figura 14) a Asn, usando un kit
comercial.

El sistema de expresion transitoria en el tabaco

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens que llevan un vector binario para la expresién de las variantes 2b, 4, 5 0 6,
o dos cepas de Agrobacterium que llevan la variante 3 mas la nueva CMG2-kappa, seran infiliradas en hojas de

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2426 194 T3

Nicotiana benthamiana (en torno a 100), junto con una cepa adicional que lleva un vector binario (P19) que codifica
para un supresor viral de silenciacion. El supresor de silenciacién se usa para conseguir altos niveles de expresion.

Después de la infiltracién, cada Agrobacterium transfiere su ADN-T (que contiene los casetes de expresion) desde el
vector binario a las células vegetales, donde estéa integrado y transcrito. La inmunoadhesina se acumula en grandes
cantidades en las hojas, que se recogen 7 dias después de la infiltracibn y se procesan para obtener la
inmunoadhesina purificada. Pueden producirse pequefias cantidades de cada una de estas cinco proteinas
quiméricas anticuerpo (<5 mg), suficiente para hacer andlisis in vitro y de cultivos celulares, al igual que en los
estudios dglneutralizacic’)n de toxina in vivo de rata, en un corto espacio de tiempo usando el sistema de expresién
de tabaco.

La purificaciéon a pequefa escala y la caracterizacién biofisica de la inmunoadhesina

Se homogenizan las hojas de tabaco (N. tabacum o N. benthamiana) y se extraen en una solucion tamponada
acuosa, se centrifugan y se filtran para eliminar los sdlidos; posteriormente, las proteinas con dominios 1gG-Fc
intactos seran purificadas por cromatografia de proteina-A-sefarosa, dializadas por PBS y esterilizadas por filtracion.
La proteina purificada se tifie con una tincion Coomassie y luego se procede a la técnica del inmunoblot usando
anticuerpos contra la IgG1 humana (o cadena kappa). Se utilizan cuatro criterios para evaluar el éxito en esta etapa.
En primer lugar, una proteina quimérica, purificada por proteina A, estara formada por especies de un tamafio. En
segundo lugar, debera tener un peso molecular coherente con la(s) secuencia(s) para la(s) que codifica(n) la(s)
proteina(s). En tercer lugar, reaccionara con un antisuero anti-lgG. En cuarto lugar, tendra una actividad mayor en el
ensayo de proteccion macréfaga RAW que la de la composicion actual CMG-IgG V2b. Mediremos la cinética de
unién de las inmunoadhesinas al antigeno protector (List Biological Labs) por resonancia del plasmén superficial en
un BlAcore (Pharmacia Biosensor), que se usara para calcular el K.

La proteccion de macréfagos de ratén contra la toxina desafio.

La supervivencia de células macrofagas de ratbn RAW 264.7 (ATCC N.° TIB-71), tras la administracion de CMG2-
IgG y de la toxina, se determinard basicamente como se describe.®® Antes de afiadir las células, concentramos la
CMG2-1gG desde 10 a 1000 ng/ml y la preincubamos con la toxina (80 ng/ml PA, 80 ng/ml LF) durante 30 minutos.
Después de tres horas de exposicion a la toxina, se realiza un ensayo de viabilidad indirecta utilizando MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio). Incubamos las células en un medio con 2 mg/ml MTT
durante 30 minutos, las solubilizamos en isopropanol acido (40 nM HC1, 0,5% SDS en 90% de alcohol isopropilico)
y medimos la absorbancia en Asgs. El porcentaje de células que sobreviven a la toxina desafio, a una dosis
especifica de reactivo, comparado con las células de tratamiento simulado, se mide por analisis MTT ((promedio de
pocillos de la prueba - promedio de los 8 pocillos solo con toxina) x 100%/promedio de los 8 pocillos sin toxina). Los
valores de ICso (concentracion de antitoxina con actividad neutralizada al 50%) se estiman a partir de la curva de
respuesta a dosis. La relacion molar efectiva, o la relacidn antitoxina-toxina a ICsp, también se determina para cada
proteina quimérica.

El enlace flexible (GlysSer)s implica una mejora medible en la unién de los dimeros por puentes disulfuro, en la
actividad neutralizante in vitro, o en ambos.

Ejemplo 20: La actividad de la antitoxina CMG2-IgG en modelos animales de infeccién por carbunco

Este ejemplo demuestra las pruebas sobre animales que se pueden realizar para identificar las proteinas quiméricas
de receptor de toxina y las inmunoadhesinas de la presente invencion.

La presencia o ausencia del N-glicano del dominio Fc de la inmunoadhesina seleccionada puede afectar a la eficacia
in vivo contra la toxina o contra una exposicion a una espora de B. anthracis, debido a las distintas interacciones con
los receptores de Fc y/o semivida en suero de la antitoxina. Tanto las formas aglicosiladas como las glicosiladas de
CMG2-1gG se comprueban en un ensayo de neutralizacion de toxina de rata Fischer. Después se llevan a cabo
pruebas de formas in vivo, semivida o ambas, sobre conejos, seguidas de un ensayo de exposicién a esporas en
conejos. Para los ensayos de neutralizacién in vivo de toxina de rata se necesitan unos 3 mg de cada antitoxina,
procedente de las transfecciones transitorias de tabaco. Para los estudios de farmacocinética y de exposicion a
esporas en conejos se necesitan unos 200 mg de cada toxina, que seran purificados a partir de tabaco transformado
de forma estable.

La neutralizacion in vivo de la toxina del carbunco en ratas Fischer

Los experimentos de neutralizacion in vivo de la toxina del carbunco se realizan usando formas glicosiladas y
aglicosiladas de CMG2-IgG, basicamente como lo describe lvins.®® Anestesiamos, en una camara anestésica con
isoflurano EZ (Euthanex Corp, PA) siguiendo las directrices del fabricante, a ratas macho de Fischer 344, con
catéteres en la vena yugular, y con pesos de entre 200 g y 250 g (Charles River Laboratories). Les administramos
una dosis de antitoxina (0,25 y 0,12 nmoles/rata, correspondiente a 1 y 0,5 veces molar, equivalente a la toxina
letal), a través del catéter, a 0,2 ml PBS/0,1% BSA pH 7,4. Cinco minutos mas tarde, se les administra la toxina letal
(PA 20 upg/LF 4 ug de 0,2 ml/200 g rata). El control negativo es una IgG1l humana hecha de planta (nuestro
laboratorio). Se usan cinco animales en cada grupo (5 animales/grupo x 2 dosis x 2 antitoxinas = 20 animales), y
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cuatro animales en cada uno de los controles (4 animales/grupo x 2 dosis de control de IgG = 8 animales). Se
observa a los animales por posibles molestias y para conocer el momento de la muerte y la supervivencia, valorada
en funcién de parada respiratoria y ausencia de latido. Mantenemos a las ratas bajo el efecto de la anestesia hasta 5
horas después de la exposicion a la toxina letal, o hasta la muerte, para minimizar el malestar. Las ratas que
sobreviven 5 horas se monitorizan durante un periodo de tiempo mas largo (hasta 72 horas). Las muestras de suero
se recogen de las ratas que sobrevivieron al intervalo de 5 horas y se les analiza la concentracion de la antitoxina
por medio de ELISA. En un estudio similar, un anticuerpo producido por Avanir Pharmaceuticals protegia a todos los
animales contra esta dosis de toxina letal de 0,5 veces molar equivalente a la toxina.? Podemos esperar que con
nuestra inmunoadhesina hecha de planta suceda lo mismo. Si es necesario, repetiremos los experimentos con
inmunoadhesina en relacion molar inferior a la toxina letal. La dosis minima efectiva se determina para cada una de
las dos formas de antitoxina.

Los parametros farmacocinéticos en conejos

Para establecer la farmacocinética (PK) de la CMG2-1gG inyectada por via intravenosa (i.v.), inyectamos CMG2-1gG
a una dosis de 10 mg/conejo i.v. a la arteria auricular de conejos holandeses enanos (tres por grupo; de 1,5 a 2,0
kg). Se recogen muestras de sangre de la arteria auricular de cada animal una hora antes de la inyeccion, a las
horas 1,4y 8, ylosdias 1, 2, 3, 4,5, 6, 8, 10, 12, 15, 17, 19 y 21 después de la inyeccion. Obtenemos el suero tras
la coagulacion y centrifugacion, y lo guardamos a -80 °C hasta realizar el analisis.

La concentracién de CMG2-IgG en las muestras de suero de los conejos se mide con la técnica funcional ELISA. La
CMG2-1gG purificada se usa como un patrén. Con el antigeno protector (List Biological Labs), a una concentracion
de 1 pg/ml, se recubren los pocillos (100 pl/pocillo) de las placas de microtitulacion (Costar Corp.), que se dejan
incubar toda la noche a 4 °C. El antigeno sin ligar es eliminado y los pocillos se bloquean con PBS + 5% de leche en
polvo desnatada, durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, se aspira la solucion de bloqueo. Las muestras y el
patron se aplican sobre la placa recubierta de PA, durante 1 h a 37 °C, para luego lavarlo tres veces. Para continuar
este proceso, afiadimos peroxidasa del rabano (HRP) de IgG antihumana de cabra, conjugada durante 1 ha 37 °C, y
luego lo lavamos tres veces. Los compuestos de anticuerpo se detectan afiadiendo un sustrato de HRP e incubando
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El desarrollo del color (absorbancia a 405 nm) se determina usando un
lector de microplacas Benchmark. Realizamos la prueba de ELISA para conocer la interferencia del suero de conejo
y la unién no especifica.

Los parametros descriptivos de PK se determinan por métodos estandar independientes de modelo,” basados en
los datos de concentraciéon en suero por tiempo para la CMG2-IgG. La referencia de tiempo predosis para la
administracion i.v. se asigna al valor de concentracion de la primera referencia de tiempo que se toma para los
céalculos de PK. Se analiza el caso de cada conejo para obtener la concentracion sérica maxima (Cmax), €l tiempo
necesario para llegar a la Cmax, la zona por debajo de la curva, la eliminacion sistémica, la semivida terminal y la
biodisponibilidad absoluta (F).

La exposicion de los conejos a aerosoles con esporas de Bacillus anthracis

Los modelos de animales se han desarrollado para estudiar la proteccién pasiva de la infeccion por carbunco en
conejillos de indias®® ™ 2, ratones” "* " y conejos’®. Una ventaja de los modelos de ratén es que se necesita mucha
menos antitoxina. Sin embargo, la mejor proteccion con anticuerpos anti-PA se ha observado en conejos“‘ 7 asi que
planeamos utilizar este mismo modelo para probar nuestra CMG2-IgG.

A partir del mes 16, las proteinas quiméricas de receptor de toxina, tanto glicosiladas como aglicosiladas, se
probaran en un estudio profilactico de preexposicion. Si los conejos estan protegidos (100% a la méaxima dosis de
antitoxina) en este estudio, entonces haremos un estudio de tratamiento posexposicion que empezaria en torno al
mes 21. Los conejos holandeses enanos (1,5 a 2 kg) se distribuiran aleatoriamente en grupos que contengan cuatro
machos y cuatro hembras. Durante la etapa de profilaxis preexposicion, los conejos recibiran, el dia 0, una Unica
dosis de CMG2-IgG i.v. (1, 2 0 4 mg de CMG2-IgG/conejo por la arteria auricular) o una solucién tamponada de
fosfato salino (PBS) i.v. como control, de 30 a 45 minutos antes de la exposicion a las esporas del carbunco. Para
evaluar la eficacia posexposiciéon, expondremos a los conejos a las esporas en el dia 0, y luego se les dara una
Unica inyeccion i.v. de 4 mg de CMG2-IgG/conejo a las horas 24, 36 y 48, después de la exposicion, o de PBS i.v.
48 h después de la exposicion. Siguiendo el protocolo estandar, solo se expondra a los conejos por el hocico. La
dosis de aerosol objetivo de exposicion para el desafio es 200 veces el 50% de la dosis letal (LDso) de la cepa Ames
(Ames LDsp = 1,05 x 10° esporas76). Las dosis reales de exposicion se determinaran a partir de la concentracion
inicial y de un volumen acumulado por minuto que se recoge a lo largo de toda la exposicién. Se observara a todos
los animales dos veces al dia durante 28 dias posexposicion. Se recogerdan muestras de sangre y suero
preexposicion y en los dias 1, 2, 7, 10, 14, 21 y 28 posexposicién. Siempre que sea posible, las muestras de sangre
y suero se obtendran de los animales moribundos que se hayan muerto recientemente («en el momento de la
muerte») y se analizaran para buscar B. anthracis. El dia 28, los animales supervivientes seran sacrificados, pero se
recogeran y cultivaran sus pulmones, bazos y ganglios linfaticos intratoracicos. Las muestras de suero seran
esterilizadas por filtracién y consideradas no infecciosas por cultivo antes de enviarlas a Planet Biotechnology,
donde se realizaran andlisis ELISA para determinar los valores séricos de CMG2-lgG (como en D.2.3) y las
concentraciones de anti-PA de conejo (descritas mas abajo).
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La medicién de la respuesta del anticuerpo anti-PA de conejo a las inmunoadhesinas

Estudios anteriores han encontrado que los conejos protegidos de la inhalacion de carbunco por anticuerpos
monoclonales anti-PA desarrollaron unas concentraciones protectoras de sus propios anticuerpos anti-PA. La
técnica de ELISA, similar a la utilizada para establecer los valores de CMG2-IgG en el suero, se utilizara para medir
la respuesta inmune contra PA en los conejos expuestos a las esporas del carbunco. En este ensayo se recubren
las placas de microtitulacion con PA a una concentracion de 1 pg/ml y se dejan incubar durante toda la noche a 4 °C.
El antigeno no ligado se elimina por lavado y se bloquean los pocillos. Luego, se aspira la solucién de bloqueo. Las
diluciones de las muestras de suero se incuban en la placa durante 1 hora a 37 °C. Afiadimos, durante 30 minutos a
37 °C, un conjugado de peroxidasa del rabano de IgG anticonejo de cabra (Santa Cruz Biotech), y para desarrollar el
color afladimos sustrato HRP y dejamos incubar 30 minutos a temperatura ambiente. El desarrollo del color
(absorbancia a 405 nm) se determinara por lector de microplacas Benchmark. La dilucion del suero resultante a una
sefial de densidad 6ptica de 1,0 se usara como medida a la respuesta (concentracion).

Ejemplo 21. Proteinas quimeéricas del receptor de la toxina botulinica (no pertenece a la invencion)

Las proteinas quiméricas del receptor de la toxina botulinica se construyen mediante la fusion de un receptor de la
toxina botulinica a una region constante de cadena pesada. De modo que se construyen la sinaptotagmina | (STI) de
las proteinas quiméricas del receptor de la toxina botulinica y la SV2 de las proteinas quiméricas del receptor de la
toxina botulinica.

La fusion del receptor de la toxina botulinica a la cadena pesada

Las porciones de STI (fragmento STI) y de SV2 (fragmento SV2), esas secuencias de aminoacidos suficientes para
unirse a la toxina, se fusionan con la region constante de cadena pesada con secuencia(s) proteinacea(s)
adicional(es), necesaria(s) para la acumulacion, la solubilidad, la purificacion, la resistencia a la proteasa y las
siguientes modificaciones para alterar la inmunogenicidad o para aumentar la semivida en el paciente y la seleccion,
como la posibilidad de interaccionar favorablemente con gangliésidos como Gtlb y Gdla. Los enlaces polipéptidos,
como ((Gly)xSer)n, también se incluyen para aislar las necesidades de plegado y la funcionalidad de estas
secuencias. Las secuencias de aminoacidos que codifican para estos polipéptidos, se optimizan de modo que
incluyan el uso de codones sinGnimos, para evitar la recombinacion durante la clonacion y la transformacion, y para
evitar la expresion de la pequefia inhibicion mediada por ARN.

Los fragmentos del receptor de proteina botulinica fusionados a la regién constante de cadena pesada también
pueden ser homomultimeros y heteromultimeros de los fragmentos STl 0 SV2. En el caso de los homomultimeros, el
fragmento de receptor de la toxina botulinica fusionado a la region constante de cadena pesada es una cadena
simple de polipéptidos donde esta presente, una 0 mas veces, la secuencia del fragmento STI o del SV2, por
ejemplo, la secuencia del fragmento esté presente en serie en una secuencia simple de aminoacidos primarios. Se
espera que los fragmentos de enlace multimerizados aumenten la afinidad aparente del enlace, por un efecto de
avidez, y por lo tanto que se incremente la potencia. En el caso de los heteromultimeros, el fragmento del receptor
de la toxina botulinica fusionado a la regién constante de cadena pesada es una cadena simple de polipéptidos
donde esta presente, una o mas veces, la secuencia del fragmento STI o del SV2, por ejemplo, la secuencia del
fragmento esta presente en serie en una secuencia simple de aminoacidos primarios. La posicion de las secuencias
del fragmento repetidas en la matriz lineal es variada para aumentar la avidez del enlace y asi aumentar la potencia.

La proteina quimérica del receptor de la toxina botulinica

Cada uno de los fragmentos de receptor de la toxina botulinica descritos anteriormente se fusiona a la region Fc de
IgG o IgA, en particular, al amino o carboxilo terminal de las regiones constantes de cadena pesada 1,2y 3 (a1, a2,
a3 y y1, y2 y y3) o a las regiones constantes de cadena pesada 2 y 3 (02 y a3 o y2 y y3). También se podran
construir regiones quiméricas constantes de cadena pesada. Por ejemplo, se puede usar una regidon quimérica
constante de cadena pesada yl, y2, a2 y a3 para favorecer la purificacion por medio de cromatografia de afinidad de
Proteina G.

La proteina quimérica del receptor de la toxina botulinica mejorada con regién constante de cadena pesada

Cada uno de los fragmentos del receptor de la toxina botulinica anteriormente descritos se fusiona con la region Fc
de IgG o de IgA, igual que antes, en cadenas polipeptidicas separadas, y también a la region constante de la cadena
ligera (k o A), tanto en el amino terminal como en el carboxilo terminal. Las regiones constantes de anticuerpo se
unen durante la sintesis y la maduracion celular formando moléculas tetraméricas, donde las regiones constantes de
las cadenas ligera y pesada se unen, de un modo candnico, por interacciones proteina-proteina con enlaces
covalentes y no covalentes entre los diversos dominios constantes.

La proteina quimérica del receptor de la toxina botulinica mejorada con dominio constante de cadena pesada y un
dominio variable de anticuerpo

Al complejo formado por un fragmento del receptor de la toxina botulinica y por una regién constante de cadena
ligera se le aflade una regién variable de anticuerpo con una especificidad de unién que mejora el rendimiento del
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sefiuelo. Para mejorar el rendimiento del sefiuelo se pueden usar los siguientes tipos de especificidad de la region
variable: una especificidad de enlace antigangliésido, para orientar al sefiuelo hacia las membranas sinapticas,
donde se sabe que se concentra la toxina botulinica; una especificidad de enlace que dirige al sefiuelo a apartarse
de las membranas sinapticas hacia otros componentes séricos o celulares, como los que participan en la eliminacion
mediada por el dominio Fc, para garantizar una destruccion rapida de la toxina botulinica; una especificidad
antitoxina para favorecer la unién de la toxina o favorecer un reconocimiento mas amplio de la toxina, haciendo que
las regiones variables reconozcan otras secuencias de aminoacidos de toxina, que se pueden utilizar para facilitar
los cruces de toxinas y para mejorar los enlaces.

Los multimeros de orden superior

Las fusiones de los multimeros de orden superior con IgA se forman mediante la unién de los polipéptidos descritos
anteriormente con los dominios constantes de cadena pesada a2 y a3, lo que conlleva la posterior fusion de la
cadena de union (cadena J) y el componente secretor (SC) o la proteina de proteccién (PP).

Los multimeros de orden superior también estan formados por la fusion de los polipéptidos descritos anteriormente
con las regiones constantes de cadena pesada de la IgM, los cuales favorecen la union de la cadena J y la unién de
varios (cinco) anticuerpos con el receptor sefiuelo del tipo IgM.
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de la presente invencidn. Toda la documentacion que se cita indica los niveles de competencia en la técnica a la que
pertenece la invencion.

Una persona experta en la técnica apreciara facilmente que la presente invencion esta adaptada para llevar a cabo
el objeto, la finalidad y las ventajas mencionados, y los inherentes a ellos. Los métodos y las composiciones que se
describen en el presente documento ilustran realizaciones preferidas, son ejemplos, y no se proponen como
limitaciones del alcance de dicha invencion.

La invencion que se describe de forma ilustrativa, se puede poner en practica debidamente en ausencia de cualquier
elemento o elementos, limitacion o limitaciones que no son explicitados en el presente documento. Los términos y
las expresiones que se han empleado se usan como términos de descripcién y no de limitacion, y no se tiene
intencién, con el uso de estos términos y expresiones, de excluir ningun equivalente de las caracteristicas mostradas
0 descritas, 0 partes de ellas. Se reconoce que algunas modificaciones son posibles dentro del alcance de la
invencion reivindicada. Asi pues, se debe entender que, aunque la presente invencién se ha descrito en base a
realizaciones preferidas, personas expertas en la técnica pueden recurrir a caracteristicas opcionales,
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modificaciones o variaciones de los conceptos descritos en el presente documento.

Ademas, donde las caracteristicas 0 aspectos de la invencién se describen en términos de grupos Markush o de
otras alternativas agrupadas, las personas expertas en la técnica reconoceran que la invencion también esta
descrita en términos de miembros individuales, o miembros de subgrupos, dentro del grupo Markush, u otro grupo, y
de exclusion de miembros individuales donde corresponda.
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REIVINDICACIONES
1 Una proteina quimérica de receptor de toxina formada por:

un complejo inmunoglobulinico, que a su vez esta compuesto por al menos un fragmento de cadena pesada de la
inmunoglobulina G (IgG) y

una proteina de morfogenia capilar 2 (CMG2) de la proteina de receptor de la toxina del carbunco, a la que le faltan
los residuos de aminoacidos de SEC ID N.°: 102, unidos por enlaces covalentes con la cadena pesada de la IgG, o
un fragmento de la misma.

2 Una proteina quimérica de receptor de toxina, como indicado en la reivindicacién 1, en forma de dimero con
otro receptor quimérico de toxina de la reivindicacion 1.

3 Una proteina quimérica de receptor de proteina, de las reivindicaciones 1 o 2, cuyo complejo
inmunoglobulinico esta formado, ademé&s, por un fragmento de una cadena ligera de inmunoglobulina,
preferiblemente una cadena kappa o lambda.

4 Una proteina quimérica de receptor de toxina, de las reivindicaciones 1 a 3, cuya cadena pesada de IgG, o
un fragmento de la misma, y a cuya CMG2 de la proteina de receptor de la toxina del carbunco le faltan los residuos
de aminoacidos de SEC ID N.°: 102, que estan unidos por enlace covalente por medio de la unién (GlysSer)s.

5 Una proteina quimérica de receptor de proteina, descrita en las reivindicaciones anteriores, cuyo dominio
Cy1 de la cadena pesada de IgG se omite.

6 Una proteina quimérica de receptor de toxina, de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el enlace covalente
entre la CMG2 de la proteina de receptor de la toxina del carbunco y la cadena pesada de IgG es la bisagra de
inmunoglobulina.

7 Una proteina quimérica de receptor de toxina, descrita en las reivindicaciones anteriores, cuyo fragmento de
la cadena pesada de IgG solo contiene las regiones constantes 2 y 3 de la cadena pesada.

8 Una proteina quimérica de receptor de toxina, descrita en las reivindicaciones anteriores, donde la cadena
pesada de IgG y la proteina del receptor de la toxina del carbunco son proteinas humanas.

9 Una proteina quimérica de receptor de toxina, descrita en las reivindicaciones anteriores, donde la proteina
guimérica CMG-IgG tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 114

10 Una composicion formada por una CMG2 de una proteina quimérica de receptor de toxina, de cualquiera de
la reivindicaciones de 1 a 9, y por material de planta.

11 Una composicion, como la descrita en la reivindicacion 10, cuyo material de planta sea seleccionado dentro
del siguiente grupo: paredes de células de planta, organulos de plantas, citoplasma de plantas, células de planta
intactas, semillas de plantas y plantas viables.

12 Un método para reducir la union de un antigeno de carbunco a una célula hospedadora in vitro. El método
consiste en: poner en contacto al antigeno de carbunco con la proteina quimérica de receptor de toxina de
cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 9, donde la proteina quimérica de receptor de toxina se une al antigeno de
carbunco y se reduce la unién del antigeno de carbunco con la célula hospedadora.

13 Una proteina quimérica de receptor de toxina, descrita en las reivindicaciones de 1 a 9, para utilizar como
medicamento sobre pacientes 0 animales.

14 Una proteina quimérica de receptor de toxina, descrita en las reivindicaciones de 1 a 9, para utilizar en la
prevencion o en el tratamiento contra la infeccién por carbunco, o contra los efectos de la toxina del carbunco.

15 Un vector de expresion que codifica para la CMG2 de la proteina quimérica de receptor de toxina, segin se
describe en las reivindicaciones de 1 a 9.

16 Un método de produccion de una proteina quimérica de receptor de toxina, de cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 9, que esté formado por la introduccion de un vector de expresién de la reivindicacion 15 en
una célula hospedadora; y la expresion del complejo inmunoglobulinico y de la CMG2 de la proteina del receptor de
la toxina del carbunco para formar una proteina quimérica de receptor de toxina.

17 Un método, indicado en la reivindicacion 16, donde el hospedador es una planta.

18 Una composicion farmacéutica formada por una proteina quimérica de receptor de toxina, descrito en las
reivindicaciones de 1 a 9, y un vehiculo farmacéuticamente valido.
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FIGURA 3

A RWCAHCAQCHQCMCM

B.RS J G SG RS J GSG

~ICAM ~a ~sC -

Expresion de ICAM-1-SIgA en callos de tabaco transformados individualmente. Inmunoblots de geles de SDS-
PAGE no reductora, cuyas muestras, que contienen diferentes callos de tabaco transformados (C) y extractos
acuosos (Aq), migran y prueban la presencia de ICAM humana (A). Los marcadores de PM estan indicados, y el
patrén de referencia (R) fue una mezcla (~75 ng de cada) de ICAM humana (~75 kD) y SIgA humana (>>250
kD). La solubilidad del planticuerpo nos asegura que la extraccion se podria realizar facilmente y la similitud de
las sefales nos lleva a creer en la reproducibilidad de la expresion. B. Inmunoblots de geles de SDS-PAGE no
reductora que contienen varias fracciones del planticuerpo parcialmente purificado a partir de callos Rhi107-11.
= jugo, G = fraccién G-100, SG = fraccion G-100 esterilizada por filtracion (el que se utiliza en ensayo ECP) y
RS = una mezcla de patrones de referencia de SIgA humana (75 ng) y de ICAM-1 humana (75 ng). Las
transferencias se sondearon con anticuerpos frente a la ICAM humana (~ICAM), la cadena pesada de la IgA
humana (~a), el componente secretor humano (~SC) y la cadena J humana (~J). En segundo lugar, se usaron
anticuerpos conjugados con enzimas segun necesidad para etiquetar las bandas inmunopositivas con fosfatasa
alcalina. La especificidad del inmunoblotting se comprueba por un fallo en la deteccion de bandas
inmunopositivas en extractos de callos no expresables (no se muestra). El PM esperado para una ICAM-1
dimerizada, sin glicosilacion, es de 173.318; es probable que esta forma esté presente en la banda que migra
justo por debajo de los marcadores de 250 kD, pues es inmunopositiva para el ICAM-1 y la cadena pesada.
Esta banda también es inmunopositiva para el SC (PM total esperado de ~248 kD) pero no para la cadena J,
algo inesperado, en cierto modo, teniendo en cuenta la via candnica para la asociacion de la SIgA, lo que
implica dos tipos celulares (para mamiferos) y necesita de la presencia de cadena J antes de asociarse al SC.
Una inmunoadhesina tetramérica, que contenga una sola molécula de cadena J y una sola molécula de SC,
tiene un PM esperado de ~440 kD, previo a la glicosilacién. Hay evidencias de varias especies con pesos
moleculares muy por encima de los 200 kD, que son inmunopositivas segun el método de las cuatro puntas.
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FIGURA 7A

l. REGION C-a-1 DE LA IG HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
>sp | P01376 | REGION C CADENA ALFA-1 IG HUMANA ALC1 — Homo sapiens (Humano).

10 28 30 40 S0 60
: ] | ! J ! !
ASFTSPEVFP LSLCSTOQPDG NVVIACLVOG FFPQEPLSVT WSESGOGVTA RNFPPSQDAS
70 80 50 100 110 120
. | ]
GDLYTTSSQL TLPATQCLAG KSVICHVEHY TWRSQDVIVF CPVPSTIPPTF SPITEPTPSP
210 140 150 160 170 180
| | I i - . !
SCCHPRLSLH RPRALEDLLLG SEANLTCTLT GLRDASGVTF TWIPSSGKSA VOGPPERDLC
is0 200 210 220 230 240
| I . | "} }
GCYSVSSVLP GCAEPWNHGK TFTCTARAYPE SKTIPLTATLS ESGNTFRPEV HLLPPPSEEL
250 260 270 280 ‘290 - 300
|- - | | i I I
ALMELVTLTC LARGFSPHDV LVRWLDGSQE LPREXYLTHWA SRGEPSCOGTT TFAVISILEV
310 320 EXT:] 340 A50
I | ! | |
AAEDWKRGDT FSCHVGHEAL PLAFTOKTID RLAGEPTHVN VSVWVMAEVDG TCY
[SEC ID N.°: 16]
SECUENCIA DE CODIFICACION
. . [+ ] =1
+ EAECCOCOAC cAagoocoaag gicticocye toagoccorg cagtacccoag coagatggga &0
acgEggocat cgoctgoctg gtocagggot tCLLCCCOCa §OAgCCactc agtgigacct 120
ggageganag cogacaggyc grgaccgoca QAAACEECCT ECCCAgCCAg GACGCCCOCS 180
g9geccigta CACCRCIAgE agecagcias CCCLOCCOSC Cacacagigc cragooggcoa 240
2gECCOtgac atgocacgty asgcactacd Cgastcocag cocaggatgrg BCCgEgocck oo
"SCECASCECE CLCAACCCCA CCUACCCCAE CECCCTLCAAE CCACCLACT CCoAECCoCCD JE0
cartgcrtgcca coococgacty ECRCTGCACE Jacoggooct CoAGQDACCCg CECCCAGOEE 420
cagaagegaa CCTLOACQLOE acACtgasCg HEctgagsga EgCCEEAGHE QLCAEEECEA- 480
Cctgghcgid ctcaagtggg asgagegory LLCAAQHACT RCCTOEGCHE GacCECEtgEg 540
gergetacay cUtgoecagE SLoCtgocgyg gcoctgtgooga gocacggaac catgggaage 00
CCELCACLTY cASTHCCHCE LACCOCQAGE CCA3gACCCC GCLABCCYCT ACCCLOTCAA 6ED
sBAEcCcggsaa CACATECCYY COCHaggicc ACCTEQOLgoc QoogQoogtcyg Qaggagorgg T20
coctgaacoa gitggtgacg cbgacgtgcc tggoACcgogy CLCCAgECCC AAGQACYTIC T8O
CSQLICICig gCtycagoyy Ctcacaggagc cgococcgiga QRAQEACCTS ACTLoGQEAT BiD
CTCggcagaa goccagcciy gocaAcCCacoch COLfCgoLgt gAcCAfCAta Ctacgegrgg 500
cAGCCOROSE cbggaagaag gOODAacAcCE ECccctglAt ggigggccac gaggccctge 260
CgCrggocet Cacacagisg ACCALCOBOT SCEtggcogy tABACCCACE catgtcaatg lp2d
fgtctgttge catggcoyggeg 9tggacggca Cocgekactg a 1961
[SEC ID N.°: 15]
GenBank
J00220
LOCUS i HUMIGCCS8 2533 bp ADN PRI 02-DIC-1998
DEFINICION Regién constante de la cadena pesada alfa-1 de la inmunoglobulina de homo sapiens
(gen IGHA1L), SCD parcial.
N.° AC(;ESO J00220
VERSION J00220.1 GI: 184743
PALABRAS CLAVE -
FUENTE humano
ORGANISMO Homo sapiens
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FIGURA 7B

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 2533)
AUTORES Takahashi, N. , Ueda, S., Obata, M. , Nikaido, T. , Nakai, S. y Honjo, T.
TITULO Structure of human immonoglobulin gamma genes: Implications for evolution of a gene family
REVISTA Cell 29, 671-679 (1982)
MEDLINE 83001943
COMENTARIO Esta secuencia forma parte de una regidon multigénica que contiene los genes de la cadena
pesada de inmunoglobulina gamma-3, gamma-1, pseudo-épsilon y alfa-1.
CARACTERISTICAS Situacion/Calificadores
fuente 1..2533

/organismo = “Homo sapiens”
/db_xref = “taxén: 9606”
/cromosoma = “14”
/mapa = “14q32.33”
[clon = “cosmid Ig13; Ig-gamma3-122”
/tipo_tejido = “placenta; higado”
/germline
intrén <1..141
/nota = “alfa-1 intron J-C”
exon 142..447
/gen = “IGHA1”
gen <142..>1638
/gen = “IGHA1”
SCD union a (<142..447,662..1021,1244..1638)
/gen = “IGHA1”
/comienzo_codon = 3
/producto = “regiodn constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina alfa-1”
/n_proteina = “AAC82528.1”

/db_xref = “Gl = 184749”

feranslations®SPTSPKVPPLSLCSTOPDGNVVIACLVOGFFPQEPLSVIWSESG
OGVTARNFPPSQDASGDLYTTSSQLTLPATQCLAGKS VTCHVKHY THESQDVTVRCEV
PSTPPTPSPSTPPTPSPSCCHPRLSLHRPALEDLLLGSEANLTCTLTGLRDASGVTFT
WTPSSGKSAVOGPPERDLCGCYSVSSVLPGCAE PWNHGKTFTCTARYPESKTPLTATL
SKSGNTFRPEVHLLPPPSEELALNELVTLTCLARGFS PKDVLVRWLOGSQELPREKYL
TWASRQEPSQGITTFAVTISILRVAAEDWKKGDTFSCHVGHEALPLAFTOKT IDRLAGK

PTHVNVSVVHAEVDGTCY *
intrén 448..661
/gen = “IGHA1”
/nota = “A”
axon 662..1021
/gen = “IGHA1”
intron 1022..1243
/gen = “IGHA1”
/nota = “B”
exon 1244.>1638
/gen = “IGHA1”
CONTADOR BASE 490 a 866 c 753 g 424 t

ORIGEN

1 ggtccaactg ¢Bggectgty gtgcaggage tgrgtgacca tggggcetgre accaggocte
61 tCtgrgcrgg grtoctccag tatagaggag aggcagctata gaggagaggg cocgegtcote
121 acagcgcACLt ctgtgttcca geat 9 3 a ggktct g ctgagcctet
181 geagcaccca gecagatggg aacgrggeca. £Ogeetgeet ggtecaggge gcrecrecece -
241 aggagtcact cagtgtgacc tggagcgana geggacaggg cgtgaccgcc agasscttcc
301 cacccagcca ggatgectce ggggacctgr B cgag cag gccg sccccgcogg
J61 ccacacagtg CCtagccgge angtccgrga CACGCEACHE ga2gractac scgamtccca
421 gcodggatgt gactgrgect tgcccaggte agagggcagg ctgg9g99agtyg ggucggggcs
481 acccegtcgt gécftgacac tgcgectgea ¢oegtgrtec ccacagggag CCgoccotee
S$41 actcacacca gagtggacco cgggecgage cccaggiggt ggtggtggac aggeeaggag
601 ggacgaggcy goggcatggy gaagtatgrg ccgaccagcet caggcecacct cbccactceoa
661 grrccctcaa CLCcacctac CCCALCECCE tCaacteCcas CLRCCCTAtE TCCCICATgE
721 tgcCAcCECe gactgreact goaccgaccg gooctegagg accTgctctt aggrrcagaa
781 gcgaaccica ©grtgcacact gaccggccotg agagatgcocct caggegrcoac ct:ceccEElQ
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Bcgcccteaa

tacagcgcgt
Acttgoaccg

ggraggreca’

ggcctgccoe
cgaggcaggc
CCALCCCCLY
gaghtecacs
acgtgcctygg
caggagcrge
ACCACCACET
gacagcLict
Btcgaccgct
gRCOQCACCE
ccBagcagce
gygasngEggc
ck ggcacccc
grggrgcagn
gecgggtren
ttgEccetga
caggctagoos
tocagggocs
tcaggacgtc
actggggcacy
gcggascgrc
::CIﬂgttCl
atcaggcace
ECCCACCECE
grggcatray
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gtgggaagag
ccegtgtoor
CEgoCtacce
gacceogete
cEoECLooca
tgaggggcca
cccageecee
Egotgoogee
cacgcggott
coogogagan
togoegtgac
cCTgCaTage
tggcgghtaa
gcractgage
ccacgotter
cagggcatgg
catgagactt
aggccteget
gagagacgea
gagagcogee
aagoaaggcg
cactgggagy
cCcactgacge
tgggcacagg
cacagcccag

gEoCEgenees

AACCECACAag
CCeTaagcss
aag

FIGUR

cgcegtical
gcegggrogt
cgagtccaag
ggggcocctge
atccrgggor
agacacagee
tgacectggoe
gecgroggag
cagccoccaag
gtacctgecet
cagcatacty
gggccacgag
acccacccat
cgcecgecey
atccggegce
acaggganga
tccaceetgg
ggtgtgagat
Catgoceeyy
EccggeTgta
caggtagegg
acaagcresa
atgCaggaag
CgCAcCacLCa
ACCCAgQEERE
ctaggcccct
accCCoTeEca
apctaggace

ATC

ggaccacceqg
gocgagocat
acccogctea
TCAQEGCECE
ccagrgorca
cogggrgcoc
CCCTAGCCED
gagerggece
gacgtgcLggy
tgggcacces
£gcacggcay
geocotgeoge
gtcantgegt
cocccageee
tgtccgteca
acacceectg
tgrgagtgey
cttaggccryg
ACAQTUCTGA
geTgggag9g
Erggagtogc
g38gg99ctcce
g3gcaceLce
cacccacaca
AgaAlRgCCh
ctggetEeces
§gEagecce
canagcatag

agcgtgacct
ggaaccatgy
ccgcoaccct
ggtttgcaaa
cgccaagtac
accagagecag
.Cagghaacac
toBaRCHAaYCT
teegergace
9gcaggages
ccgaggaceg
CggccECcas
cTgrEgLcat
Cgaatasast
teCctcagegt
ccetgagcee
agtegtgagt
ccaaggcagyg
otgagcageg
aatagggagg
gagggagesa
aeCaccctag
ccttaaccac
tatgoctgag
ggggagtece
tgtgtcteca
gectoootgee
acagggagog

ctgrggotge
Gaagacctes
ctCaaaatco
gCcatactcce
acagggasac
aggggctece
attccggeeo
ggtgacgoeyg
gcaggggrea
cagcoaggge
gaagaagggg
acaghagacec
gg9cgseggry
ccatgctococ
ctcagcacte
€g99g9ggcee
grgagagtge
cacagcccag
gcacggooge
graaaaggan
g93gctggaec
Egggtagace
actgctcige
CCCTECagga
cccccaagee
cegtgcacag
coggccaagre
gocacgrggg

[SEC ID N.%: 52]

Il. REGION C DE CADENA DE LA IG ALFA-2 HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
>sp | P01877 | ALC2_REGION C DE CADENA DE LA IG ALFA-2 HUMANA - Homo sapiens (Humano)

b 20 30

] | I
ASPTSPKVFP LSLDSTPQDG NVVVACLVQG

40 50 60

. : i I
FFPOEPLSVT WSESGONVTA RNFPPSQDAS

*

70 80 50 100 110 120

I ] I | | I
GDLYTTSSQL TLPATQCPDG KSVTCHVKHY TWPSQDVTVP CPVPPPPPCC HPRLSLHRPA

ut; 140 150 160 170 180
! - ' | I |
LEDLLLGSEA NLTCTLTGLR DASGATFTWT PSSGKSAVQG PPERDLCGCY SVSSVLPGCA

19? za? 210 220 - 230 240
' I i I I
QPWNHGETFT CTARHPELKT PLTANITKSG NTFRPEVHLL PPPSEELALN ELVTLTCLAR.
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FIGURA 7D
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SECUENCIA DE CODIFICACION

Catococgac
Acgrggtogt
ggegcghaang
ggoaccrota
agEcogrgac
geoceagkoos
TcgaggAacch
argCCcLoTgg
cacctgagog
BgCCACTEEE
CACTRATCYE
cgccgoogee
gecteagees
BQAAGCACEE
cgaccAGoBE
rggtgIgoca
grasfsccoac
ge

GenBank
J700221
LOCUS
DEFINICION

N.° ACCESO
VERSION

PALABRAS CLAVE

ORGANISMO
FUENTE

REFERENCIA

AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE
PUBMED

REFERENCIA

AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE
PUBMED

REFERENCIA

AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE

cagccccang
cgcatgesty
cggacagaag
CaCccacgago
atgccacgty
cCccaccLoco
gCECcELaggt
EgccacctEc
EgeccEcEgt
coatggggag
CAACALCACR
gapggagccy
caaggatgry
gaccEgggca
ACEgQC9ogty
cpaggecctyg
CcCcacgtoaat

Jrceecoege
gresagggen
gcgacegoca
BgoCEGCLOA
aagCactaca
ccatgergee
Ecagaagcga
ncctggacge
ggctgctaca
ACCTECacCh
adACESHOAL
gCectgaacy
cEgatEcgot
toccoggcagg
geagecaigy
CCgEEgacet
gCgreTgToy

240

|

tgagoctcgn
ECEESCCTCa
gaadcTTCoT
cEcrgocgge
cCHasTCCCag
ACCCCCOACTE
aCCECREgED
cCEeARg Ty
gegegteeag
gCactoctge
acacagcoog
agocrgatgac
ggcrgceggg
agcocagcca
ncbgghaagas
4= 1+4-14.1-T-F.3
CCarggCoaga

Ig humana de germline
HUMIGCD7
Cadena H de Ig humana de germline
constante de alelo extremo 3’.
J00221
J00221.1 GI:184756

humano
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;

Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

2516 bp

1 (bases 1 a 2516)
Ellison.J. y Hood. L.

Linkage

and

sequence

homology

250

‘aoo

| |
VISILRVAAE DWKKGDTFSC

[SEC ID N.°: 18]

q -1

CagoaccCCC CBAgALgOGA (1]
goagCCACTC agtgtgacce 120
ACCLAgCcag getgoCtoog 180
cacacagtge cCagacggen 240
cCcaggaTtgLg actgEgocct Jon
HLegotgcac cgaccggcce 360
CACACTgACC §gQectgagag 420
SAAGAGCGEL GLECAAGgAC 480
tgtectgoct goctgtgcce 540
CCACCEOgAG CLgaagacCes [1-]-]
geecgaggbs cocckgctgc E50
gotgacgtge ctggcacgkeg TI0
gTgacaggag crgoccogeg TAOD
599CACCACe Aaccttooorg Bad
ggg¥ggacacc TLotcorgoa * 200
§accaccgac cyctrggogg - 9ED
SOEggacggE ACCTQCLACE 1020
1022

[SEC ID N.°: 17]
ADN PRI 11-ABR-2001

of

heavy chain constant region genes
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (6), 1984-1988 (1982)
82197621
6804948
2 (bases 737 a 1016)
Flanagan.J.G. y Rabbitts.T.H.
Arrangement of human immunoglobulin heavy chain constant regiongenes implies
evolutionary duplication of a segment containing gamma, epsilon and alpha genes

Nature 300 (5894). 709-713 (1982)
83088998
6817141
3 (bases 49 a 229; 425 a 514)
Hisajima, H., Nishida,Y., Nakai, S., Takahashi, N., Ueda, S. and
Honjo, T.

Structure of

the

human

immunoglobulin

Region: G E A B: alfa-2 A2m (I) Region

two human

pseudogene: implications for itsevolutionary origin
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.80 (10), 2995-2999 (1983)
83221529
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PUBMED
REFERENCIA
AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE
PUBMED
COMENTARIO

CARACTERISTICAS

fuente

gen

intrén

SDC

exon

intrén

exon
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FIGURA 7E

6407005
4 (bases 1 a 2516)
Flanagan, J.G., Lefranc, M.P. y Rabbitts, T.H.
Mechanisms of divergence and convergence of the human
immunoglobulin alpha 1 and alpha 2 constant region gene sequences
Cell 36 (3), 661-688 (1984)
84130179
6421489
(3) también informa sobre el gen alfa-1 completo y parte del alelo alfa-2 A2m (2)
(bases 737-2516; véase Tabla de sitios). La comparacion de las tres secuencias
sugiere que el alelo alfa-2 A2m (1) podria ser un hibrido del gen alfa-1 y del alelo alfa-
2 A2m (2). La region bisagra de los genes alfa esta al principio del dominio CH2. La
region bisagra alfa-1 tiene 13 aminoacidos més que la de alfa-2. Ambas regiones
bisagra estan formadas por repeticiones en tAindem de una secuencia aproximada de
15 bps. La primera repeticion se produce en el extremo 5 del mARN del sitio de
union, y no es codificante. Los autores (3) sugieren que esta estructura repetitiva
proporciona un mecanismo posible para el gran nimero de variaciones observadas
en las regiones bisagra. Hay una insercién de 30 bp acopladas, delecién de 2 bp en
alfa-2 en relacioén a alfa-1 (a partir de base 97).
(1) también informa sobre los genes de region C épsilon-1 y épsilon-2 (pseudogén).
Los autores (1) determinaron la union fisica entre épsilon-1 y alfa-2, y entre épsilon-2
y alfa-1. (2) también informa del dominio CH2 alfa y épsilon-2.
Esta entrada es parte de una region multigénica (regién B), que incluye los genes
gamma-2, gamma-4, epsilon-1y alfa-2. Véase segmento 1 para mas comentarios.
Fuente de informacion completa;
ADN gendmico humano, Igl0 cosmidico (1), (3); Clon H-lg-alfa-25 de ADN
placentario (2); ADN gendmico de TOU II-5 biblioteca clon lambda-TOU-alfa2 (para
A2m (2) alelo) (3).

Situacion/Calificadores

1..2516

/organismo = “Homo sapiens”

/db_xref = “tax6n:9606"

/mapa = “14q32.33”

/germline

<1..1621

/gen = “IgH”

/nota = “IGHA2”

<1..163

/gen = “IgH”

/nota = “alfa-2 intron J-C”

union ( <164..469.684 ..1004, 1227.. 1621)

/gen = “IgH”

/nota = “contiene region constante”

/comienzo_codén =3

/producto = “inmunoglobulina de cadena pesada alfa-2”

/n.°_protein a= “AAB59396.1”

/db_xref = “Gl: 184761”

/translat ione*SPTSPKVFPLSLDSTPODGNVVVACLVOGPE POEFLSVINSESD

WTWPPPWMWLWSSOLWPAMPMWWPBWCW
Pwncmm.sm&mmﬁsmrmmmmtmmsmnmr
PERDLCCCYSVSSVLPGCAQPHNKGET FTCTARHPELKTPLTAN I TKSCNTFRPEVAL
LPPPSEMWLTMGPSPMVRHIQGSOELPREmﬂhSRQEPﬁm
TPAWSILWMEWWPSMGHMPM?NHIDMWW
DGTCY"

164..469 “

/gen = “IgH”

/nota = “G00-119-333"

470..683

/gen = “IgH”

Inota = “alfa = 2 intron A”

684..1004
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intron

exén

variacion

variacion

variacion

variacion

variacion

variacion

variacion

variacion
variacion

variacion

CONTADOR BASE

ORIGEN

ES 2 426

194 T3

FIGURA 7F

/nota = “t en A2m (1); a en A2m (2).

/nota = “g en A2m (1); a en A2m (2).

/nota = “c en A2m (1); ten A2m (2)".

/nota = “c en A2m (1); g en A2m (2)".

/nota = “t en A2m (1); a en A2m (2).

/nota = “tg en A2m (1); ca en A2m (2)".

/gen = “IgH”
1005..1226
/gen = “IgH”
/nota= “alfa-2 intrén B”
1227..1621
/gen = “IgH”
1434

/gen = “IgH”
1441

/gen = “IgH”
1465

/gen = “IgH”
1486

/gen = “IgH”
1553

/gen = “IgH”
1573..1574
/gen = “IgH”
1602..1606
/gen = “IgH”

/nota = “tggac en A2m (1); cggat en A2m (2)".

2060

/nota = “c en A2m (1); t en A2m (2)".

2384

/nota = “a en A2m (1); c en A2m (2)".

2390

/nota = “c en A2m (1); g en A2m (2)".

488 a 861 c

1 ggtccaaccg caggeccatg
61 ctctgtgctyg ggttcectocs
121 atggcacgag ggccgcegtee

754 g

413 t

gtgcaggage
grgragaggs
tcacagegca

tgtgtaacct

gaggcaggta
ctctgrgcLc

181 aaggrectec cgctgag

241 crggtccagg getLcthoce
301 aacgrgaccg ccagaaactt
36} agcagccage tgacccrgee
421 gtgaageact acacgaatec
481 ggctgyyyey t99g9Cg9gy
541 cccoacagyyg agccogocect
601 gtggtggtgyg acaggccagg
661 ctcaggocat CLCTCCACTC
721 getgcaccga coggeectey
781 actgaccgge ctgagagatg
841 gagcgergrt caaggaccac

$01 ccrgccetgge tgrtgcceage:

961 ccccgagotg aagaccecac
1021 ctcggggece cgeceagrge
1081 ccaatcctgg gcrccagrge
1141 ccaggacaca gcccagggeg
1201 ccctgacctg gotcccrace
1261 gcocgeegteg gaggageotgyg
1321 cttcagcecc aaggatgtge
1381 gaagtacctg acttgggcat
1441 gaccagcbra ctgcgegrgyg
1501 ggrtgggecac gaggeectge
1561 taAACCCACC Cargrtcaatg
1621 agceogeerge Crgtecceac
1681 tecareccgge gectgtotgt
1741’ tggacaggga agaataccee
1801 creseenccs tggtgegagt

cgacagcace.
ccaggagcca
cccacectage
ggccacacag
cageeaggat
ccaccecgee
tcactcacac
8ggggcgagy
cagteecces
aggacctgcet
ceteeggege
crgagegtga
catggascca
tasccgccaa
tctggrtege
tcatgecaag
cccaccagag
ctececaggasa
cectgaacyga
tggeoocgeey
cceggeaggs
cogcogagga
egerggeett
rgtecgeegt
cecrgaataa
ceatcetcag
ctgeectgag
gtgagttgty

6

agatg
ctcagtgtga
caggatgeet
tgcccagacy
grgactgege
ctgeccctgac

atggggctge
cagectgee
cagcatcecce
g9ancgryggt
cocrggagcoga
ccggggacet
gcaagtccgt
cctgescagg
actgcgeceg

cagagtggac
cgggggcacy

599a8993C9

acct

cetaggceea
cacctEeace
cctotgtyge
Tggggagace
catcacaaaa
augcaca.::
tacacaggga
cagaggggee
cacatcccgg
gceggtgecy
gcrgeagggg
gceceageeag
crtggaagasg
cacacagaag
catggcggag
acrccarger
ggecccagea
ccteg9ssgy
agtgtgagag

2

tgetge

gaagcgaace
tggacgeece
tgctacaqgey
tccacctgea
ctcocggtgggt
€ccggoctrtge
aacrtgaggca
cteLeatcee
ccegeggree
ctgacgrgee
tcacaggage
ggcaccacca
gg9ggacacce
aceaccgacc
gtggacggca
ccecenagea
cttgggaang
ccecTggoac
tgrgrggegc

caccaggcet
(3= <-1--1-0.1
gaccagcocco
cgcegcatgc.
aagcggacag
gracaccacg
gacatgeeac
tcagagaggco
caccegrgrt
gecccaggag
tectgaccag
cccgactgte
tcacgtgcac
caagtgygaa
tgtccagrgt
ctgetgecca
ccagaccckg
ctocececee
ggcrgagggg

ctgeceagee
accegcrgec
tggeacgegy
tgcccegego
ccrrcgetgt
tcrccrgeat
gereggeggg
cctgetaceg
geccceacgee
ggcragggea
ccccacgaga
a8g9gaggcece



1861
1921
1981
2042
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

gctggtgrga
gcacatgeece
gectetgger
gegcaggtag
aggacaagcet
cgcatgcagg
acargcacac
cagacccagt
cceecaggee
C3gaccecte
cccaactagg

ES 2426 194 T3

FIGURA 7G

gatcttaggt ctgccaagge
<ggacagtec tgagtgagca
gtagetggga gggaataggy
tggcaggage ggcgagggag
ccaggagggc cccaccacce
aaggggcace tcceccecaac
tcacactcac. atatacgeet
tccagaasay ccaggggagt
CCLCtggcLt coccrgtgrte
ccaggcagcc cctgtteocct
acccaaagca tagacaggga

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

aggcacagce caggatgggt totgagagac
gtggcatgys Cgtttgrecc tgagagagoe
agggtaaaag gagcaggcta gcoaagaang
tgaggggcty gactccaggyg ccccactggy
tagtgggtgg goctcaggac grooccaccga
CACACELQCLE TgLacggggc acgtgggeac
gagccoegoa ggagtggaac gttcacagee
ceCotoctaa goeccoaage teageotgot
CCAcCtgtgea CAagALCAgGC acCaActcca
gcCctggeeaa grcrCccatt cottoetaag
9599CCgeat ggggtggcar cagasg

[SEC ID N.%: 53]

REGION C DE LA IG GAMMA-1 HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)

>sp | P01857 | GC1_REGION C DE LA IG GAMMA-1HUMANA - Homo sapiens (Humano)

10

* - 1
ASTKGPSVFP
70

I
GLYSLSSVVT
130

I
PEVFLFPPRP
130

|
STYRVVSVLT
250

|
LTENQVSLTC

310

I
QOGHVESCSY

20

SECUENCIA DE CODIFICACION

¢ctccaccaa
goacagcgge
ggaacecagg
gaceccacee
acatctgcaa
Batctegtga
€§tcagecet
sggEcacactyg
acgrggacgy
gcacgeaceg
agracaagrg
angocoasagy
EQBCCAAGAR
ecgtggagey
_tggactocgs
agcagoggan
agaagagcee

| e 40 50 60
I : | |
LAPSSKSTSG GTAALGCLVE DYFPEPVIVS WHSGALTSGV HTFPAVLQASS
g: 50 w00 110 130
. i |
VPSSSLOTUT YICWVNHKPS WTKVDEKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGS
150 150 160 170 180
| I | ! : }
KOTLMISRTP EVICVVVDVE HEDPEVEFNW YVDGVEVHNA KTHKPREEQYN
2ﬂ? 210 220 210 250
| 1 - I I
VLHOQDWLNGK EYKCKVSNEKA LPAPIEKTIS KAKGOPREPRQ VYTLPPSRDE
zs? 270 280 250 " 300
I - | | . I
LVEGFYPSDI AVEWESHGOQP ENWYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLIVDHSRW
ile izp
I
MHEALHNHYT QKSLSLSPGK
[SEC ID N.°: 20]
g =1
HIFSEEATCY gGLCILCoCee tggcaccctc ctecaagage acctotgggg (1]
€CtOggctgc CLogEcAsgy ACEACEEECE CHALCEgGtg macoggbgreogh 120
CgCCCLgacc agcogcogtgc ACACCLEECC OJCEgQECCEA CAQECEDCAD 180
CCECAGCAQE GroStgaccy TOCCCLCCAS CAGQELEOOGE ACCCAagacct 250
COEgaskcac AsgCCCAgCA ACACCIAQYE GJOACAAgAEA HLLgagocca Joo
CAARBCLCAC ACATgCCCAC CQUOCCORgE ACCUSANCEC CLODGSOUAC A60
CCLCLECCOC CCaAAACCCA AQQACACCCt CATSALCSLSC Coglcccctg 420
©HL53T99ty gacgtgagot Acgamgaccc TOAggtcadg CCCAACTOGE 180
€9rogdggty CAtAALGSEh Agacmasgec QCg59aG9ag cagtacamca 540
9gCOgrcagt gECCLcacog LCCtgcaccd ggacEggctg aatggonsgg 00
CAROQLCECS aAfAAAGCSE Ecoccagoocoe cabcgagaas accatotooa &5D
gCagoecocgs ganccacagy tgtacaccot gococcatcc coggacgegc T30
ccafggtcags CLgacctgoc tggtcaaagg ctictatcoc agégacatig 780
§34989CaAC gggcagcogy AQAACHACTS CAAQACCACH CCTUCCCOLOC B40
CHOCLECEEC EECCTCEACR oABgCTeac COLggacnag agcASOLoge 300 -
CHECLECECN CGELCOgtgR COCAtgagge -ECTOcacasc cACLACcace SE0
ELCCCEQLEE Segggtanac ga 292
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GenBank

J700228

LOCUS
DEFINICION

N.© ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE

ORGANISMO
FUENTE

REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA
MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTICAS
fuente

gen
intrén

SDC

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

ES 2426 194 T3

FIGURA 7H

[SEC ID N.%: 19]

HUMIGCC4 2009 bp ADN PRI 02-DIC-1998
Regién constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina gamma-1 de homo
sapiens (gen IGHG1) Scod. Parc.
J00228
J00228.1 G1:184739
humano
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 2009)
Takahashi, N. , Ueda, S., Obata, M., Nikaido, T. , Nakai, S. y Honjo, T.
Structure of human immonoglobulin gamma genes: Implications for evolution of a gene
family
Cell 29, 671-679 (1982)
83001943
Esta secuencia forma parte de una region multigénica que contiene los genes de la
cadena pesada de inmunoglobulina gamma-3, gamma-1, pseudo-épsilon y alfa-1.
Situacion/Calificadores
1..2009
/organismo = “Homo sapiens”
/db_xref = “taxén: 9606”
/cromosoma = “14”
/mapa = “14q32.33”
/clon = “césmido Ig13; Ig-gamma3-122”
/tipo_tejido = “placenta; higado”
/germline
<1..>1803
/gen = “IGHG1”
<1..209
/gen = “IGHG1”
unién (<210..503, 892..936, 1055..1384, 1481..1803)
/gen = “IGHG1”
/comienzo_codén =3
/producto = “regién constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina gamma-1 “
/n_proteina = “AAC82527.1”
/db_xref = “Gl: 184747"
/translations® STXGPSVFPLAPSSKSTSCGTAALGCLVEDY FPEPVTVSHWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ! CHVNEKPSHTKVDKKVEPRSC
DRTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPRPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLRODWLNGKEYXCKVSNKALPAPTERTY
SKARGOPREPQVYTLFPSRDELTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGOPENNYETT
PPVLDSDES FFLYSKLTVDKSRHOQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLE POK ™
563
/gen = “IGHG1”
/sustituir = “ “
593
/gen = “IGHG1”
/sustituir = “ “
614
/gen = “IGHG1”
/sustituir = “ “
633
/gen = “IGHG1”
/sustituir = “ “
643
/gen = “IGHG1”
/sustituir = “ “
654
/gen = “IGHG1”
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diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

diferencia_misc

CONTADOR BASE

ORIGEN

121
181
241
g1
361
421
481
541
€01
661
721
r81
Bal
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1821
1681
1741
1E01
1B61
1921
1581

418 a

Bgctttctgg
ggcaggrgge
cctogoggac
gcggrcacat
ggcaccctcc
cTtacttocco
cacctecceg
gceorecage
caccaaggrg
aagcaggctc
caaggcagge
gagagggrct
caggccetge
mggacccoge
gacacctict
cLtgtgacaa
ccagctcaag
ggtgctgaca
gEctEcctet
acatgcgrgyg
gacggcgcgg
taccaggeag
aagtgcaagg
aaaggtggga
tgccctgaga
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaasaace
agcaagctca
argeatgagg
Egagtgegac
gcacgracce
gcccrgggoo
tgagrggcac

[sustituir =
684
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FIGURA 71

/gen = “IGHG1”

“«

[sustituir =
692

“

/gen = “IGHG1”

/sustituir =
765...766

/gen = “IGHG1”

“«

[sustituir =
1475

/gen =
[sustituir =
1578

/gen =
[sustituir =

698 c

ggeaggecag
gecageaggt
agrrasgaac
ggcaccacet
cccaagagea
gaaccggtga
gcrgoeeeac
agotogggca
gacaagaaag
agcgckcoctyg
ccocgtetgee
ccrggeteee
acacaaaggg
cccrgaccta
ctocoteccag
apCtcacaca
gcgggacagg
cgeccaccee
teeccccaaa
tggcggacgt
aggegcacaa
tcagegtect
tctecaacasa
cccgtggggt
gcgaccgceg
tgcceccake
gccoctatce
m:n.agu:cac
ccgtggacaa
ctctgcacaa
ggccggcaag
ccegeacaca
ceegegagac
9agggaggeoa

“

“IGHG1”

“IGHG1”

5669 327

gocctgacett
gfacacccaa
ccaggggcct
cetetkgecage
ccectgyagy
cggtgregry
agtccccagyg
cccagaccea
ttggtgagag
cotggacgca
EctEcacccy
tcccaggotc
gcsggtgcey
agcccacece
attocagcaa
tgeccaccge
tgeccragag
catctctcee
accceaggas
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctoccca
gcgagggcca
tascaacctee
ecgggatgag
cagcgacatec
gecocecocogtg
9agcag9rog
ccactacacy
ccecgeTece
creeceagac
tgrgatggee
gagegggee

t

ggccttggyy
tgcccatgag
ctgegectgg
cEccaccang
cacagcggcc
gaactcagge
ACECTBCLCC
carcrgcaac
gccagcachg
Ecccggerac
gagcoceciooge
tgggcaggca
ggctcagacc
aasggccasa
CCeccaatct
gcccaggtaa
tagcectgeat
tcagcacctg
accstcetga
gaccetgagg
BagCeyesog
cacecaggact
gcccocatcy
cactggacaga
cgtectacag
ctgaccanaga
gcogrggage
ctggacteeg
cagcagggga
cegaagagce
coggcrceeg
gcocageacg
ccceccacgg

cagggagggg
cccagacace
gccgagoeet
ggcccatoyg
ttgggctgce
gccctgacca
ctcagoagey
gtgaatcaca
ggagggaggg
gcagooocag
cogoceeace
caggccaggt
cgecsagage
CLCTCCACLT
tcteocogoa
gccagcccayg
ccagggacay
aactcctogg
tceccecggac
ccaagrtcas
pggagcagta
ggccgaatgg
aganaaccac
ggecggceeg
agcagccceg
scceggtcag
gggagagcaa
scggcrecEs
acgcececee
tctoectges
cggrcgcacy
g3aacaaage
gcocaggooga

gcraaggtga
ggacgergaa
gteccacace
tctoceccoct
tggtceagna
gcggegLgea
tggtgaccge
agecccagcaa
tgrteegoegg
cccagggcag
catgeecagg
geccectaace
catatccggg
cctecageteg
gagccCaaat
gecLogocot
gcoeccageeg
gggacogica
coccegaggee
ctggtacgeg
chacageacy
caaggagcac
ccccaaagee
gcccacceeo
agaacecacag
cctgaccoge,
cgggeageey
CLLECECtaC
atgcreogey
Eccgggcaan
aggacgcLey
agecagegee
grergaggce

[SEC ID N.° 54]

IV. REGION C DE LA IG GAMMA 2 HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

>sp | P01859 | GC2_REGION C DE LA IG GAMMA-2HUMANA - Homo sapiens (Humano)

10

20

3o

40

50

&0

1 | | I
ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS

70

Bo

g0

100

l10

65

120



| !
GLYSLSSVVT VPSSNFGTQT YTCNVDHKPS

130
: |
LFPPKPKDTL
190

_ |
VVSVLTVVHQ
250

|
QVSLTCLVKG

ilo0

]
VFSCSVMHEA LENHYTQKSL

140

|
MISRTPEVTC
200

|
DWLNGKEYXC
250
FYPSDIAVEW

320

150

!

VVVDVSHEDP

210

!

KVSNKGLPAP

-270

t

ESNGQPENNY
326

SLSPGK

SECUENCIA DE CODIFICACION

goccrccacca
agcacageey
tggaactcag
ggaccctact
tacacctgeoa
aaacgrcgtg
cTcrLccege
gtggcygtog
gtggaggrge
grggtcagey
aaggtcteca
cagcecocgag
caggccagee
gagagcaatyg
ggctcckece
gretteccat
tecetgrete

GenBank
J00230
LOCUS
DEFINICION

N.° ACCESO
VERSION

PALABRAS CLAVE

ORGANISMO
FUENTE

REFERENCIA
AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE
PUBMED
REFERENCIA
AUTORES
TITULO

Ag9gCCCAte ggrcLteces
CCCEgggetyg cotggtcaaqg
gcgcEcLgac cagoggogey
CCCLCaAgCag cgrggtgace

ncgragatea
tcgagtgece
casanceena
acgtgagcea
ataacgccas
tccteacege
acaasggcer
saccacaggt
tgacctgeee
gg9cagcogga
tcctctacnag
geccegrgat
cgogcaaa

Cadena H de Ig humana de germline

caagcccagge
accgtgocca
ggacaccete
cgaagacccc
gacaaagcca
tgtgcaccrag
CCCagoocee
grtacacectyg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagcrcacc
goatgagger

ES 2426 194 T3

FIGURA 7J

|
NTKVDKTVER

16.0
EVOFH'HYVB&;

220
IEHISKTKL

280

N
KCCVECPPCP

KTTPPMLDSD-

ctgacgecet
gacractrece
&acaccLtee
grgcccooca
aacaccaagg
gLaccaccryg
atgatcecee
gaggrccage
cgggaggage
gactggecga
atcgagaaaa
cCccccatcce
LLcracccea
afdgaccacac
gtogacaags
cegcacaace

Ig humana de germline
HUMIGCD1

2009 bp

gamma-2 Extremo 3.
J00230 V00554
J00230.1 GI:184750

humano

Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

Homo sapiens

170 lso0

| |

VEVHENAKTEP REEQFNSTFR

230 240

| |

QPREPQVYTL PPSREEMTXN

250 300

I

GEFFLYSKLT VDKSRWQQGN

[SEC ID N.°: 22]
gr.:tccn-ggng caccroogag 60
ccgaaccggt gacggtgecg 120
CAQCLSLOCT ACAQECCLCA 180
gchactbcgy cacccagace 240
Cggacaagac agttgagege © 300
Eggcaggacc gtcagtoeee 160
ggaccoorgd ggtcacgtge 420
ECaactggta cgtggacgge 480
agtocaacag cacgtrecge 530
acggcaagga gracaagtge 600
CCAtCLCCad aaccaaaggg 660
gggaggagat gaccaagaac 720
gcgacaccge cgtggagtgg 780
ctcccatgoce ggactccgac 840
gcaggrggca goaggggaac 300
ACLACACYCAE Q889BgCCLC %60
978
[SEC ID N.°: 21]
ADN PRI 11-ABR-2001
Region: G-E-A  B: Region constante

' |
APPVAGPSVF

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;

1 (bases 1 a 2009)
Ellison.J. y Hood. L.

Linkage

and

sequence

homology of

heavy chain constant region genes
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (6), 1984-1988 (1982)

82197621
6804948

2 (bases 896 a 1256; 1749 a 1937)
Krawinkel, H. y Rabbitts.T. H.
Comparison of the hinge-coding segments in human immunoglobulin gamma heavy chain
genes and the linkage of the gamma 2 and gamma 4

66

two human

immunoglobulin

gamma



MEDLINE
REFERENCIA
AUTORES
TITULO

MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTI
CAS

exon

SDC

intrén
conflicto

conflicto
conflicto
conflicto
conflicto
conflicto
region_C

exon

ES 2426 194 T3

FIGURA 7K

subclass genes JOURNAL EMBO J. 1 (4), 403-407 (1982)
84235992 PUBMED 6329676
3 (bases 475 a 1071; 1179 a 1330; 1461 a 1524)
Takahashi, N. , Ueda, S., Obata, M. , Nikaido, T. , Nakai, S. y Honjo, T.
Structure of human immunoglobulin gamma genes: implications for evolution of a gene
family JOURNAL Cell 29 (2), 671-679 (1982)
83001943 PUBMED 6811139
El 2 Marzo de 2000 esta version sustituye: 32759
(2) informa también secuencias de gamma-3, gamma-4 y un pseudogén gamma. La
mayoria de esta secuencia es homdloga en un 95% con gamma-4. Los exones de la
bisagra son homélogos solo en un 70%. Los autores estiman que gamma-2 y gamma-4
se separaron hace 6,6 millones de afios. Los autores de (1) creen que la transferencia
mediada por dominio de intrones ha desempefiado un papel importante en la evolucion
de los genes humanos gamma. Asimismo, informan de las regiones bisagra de
gamma-1, gamma-3, gamma-4 y un pseudogén de gamma. (1) se estima que la
divergencia entre los genes humanos gamma se produjo entre 7,7 y 4,4 millones de
afios. Esta entrada es parte de una regidén multigénica que incluye los genes gamma-2,
gamma-4, épsilon-1 y alfa-2. La ubicacion relativa de los cuatro genes la determinaron
Flanagan y Rabbitts (Nature 300. 709-713 (1982)). Se refieren a este grupo de genes
como regién B. Los genes de la regién A son gamma-3, gamma-1, pseudo-épsilon y
alfa-1. Flanagan y Rabbits también determinaron las ubicaciones generales de las dos
regiones. Situaron la regién A entre las regiones JH/mu/delta y la regién B. Fuente de
informacién completa:
ADN de higado fetal humano, biblioteca de T. Maniatis (3) y Lawn et al. (2), (1); clones
p-gamma-2RPA3 (2), 5A (3) e Ilg-gamma-2-15 (1).
Situacion/Calificadores fuente
/organismo = “Homo sapiens”
/db_xref = “taxén: 9606”
/germline intron
/gen = “IgH” gen
/gen = “IgH”
216..509
/nota = “G00-119 -338”
/gen = “IgH”
/nota = “regién constante de cadena pesada CH1 de inmunoglobulina”
unién (<216..509, 902..937, 1056..1382, 1480..1802)
/gen = “IgH” /comienzo_codén =3
/producto = “cadena pesada de inmunoglobulina gamma-2”
/n°_proteina = “AAB59393.1”
/db_xref = “Gl: 184758”

/transla tions"STKGPSVEPLAPCSRS TSESTAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTONVDHXPSNTKVDKIVERKOS
VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLEISRTREVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVIGY
EVRNAKTKPREEQRNS TFRVSVL TVVHODWLNGKEYKCKYSNKGLPAPIEXTISKTK
CQPREPQVYTLPPSREEMTHNGVSL TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPML
DSDGSFPLYSKLTVOKSRROOGHVE SCSVHHEALKNHY TOKSLSLSPOK®

1..2009

/mapa = “14q32.33”
<1..215
<1..2009
/nota = “IGHG2”
/gen = “IgH”

Regién_C 216..508

510..901 /gen = “IgH”

537 /gen = “IgH”

[cita = (3) /sustituir = “ “
550..551 /gen = “IgH”

[cita = (3) /sustituir = “ “
570 /gen = “IgH”

[cita = (3) [sustituir = “
777..778 /gen = “IgH”

[cita = (3) [sustituir = “
791 /gen = “IgH”

[cita = (3) /sustituir = “ “
864 /gen = “IgH”

[cita = (3) /sustituir = “ “
901..936 /gen = “IgH”
/nota = “bisagra de cadena pesada de inmunoglobulina”
902..937 /gen = “IgH”
/nota = “G00-119 -338” intron 938..1055
/gen = “IgH” region_C1055.1381

67



exon

exon

ORIGEN

1

122
i1
242
Jol
36
421
481
531
(238
661
721
781
841
01
261
2021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1742
1801
1862
1922
1881

/gen = “IgH”

ES 2426 194 T3

FIGURA 7L

/nota = “region constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina”

1056..1382

/nota = “G00-119 -338”

/gen = “IgH”
/gen = “IgH”

/gen = “IgH”
intron
regién_C1479..1799

1383..1479

/nota = “region constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina”
/gen = “IgH”
1493

1480..1802

/nota = “G00-119 -338”

/gen = “IgH”

Isustituir = *
/gen = “IgH”

[sustituir = *
/gen = “IgH”

Isustituir = *
/gen = “IgH”
Isustituir = *
/gen = “IgH”
Isustituir = *
/gen = “IgH”
/gen = “IgH”
Isustituir = *
/gen = “IgH”

conflicto

conflicto 1802..1806

conflicto

conflicto 1825

conflicto 1890

sefial poliA

conflicto 1909..1918

[cita = (3)

[cita = (2)

1814..1815

[cita = (2)
[cita = (2)

[cita = (2)

1903..1908

[cita = (3)

conflicto 1929..1932

/sustituir =“ “ CONTADOR BASE

agotktetgg
g3eaggtgge
ctggacccte
cacaccgogyg
ccceetggeqg
caaggactac
Tgcgcacace
gaccgcgeee
Ccagcaacace
tgcrggaage
agggcagcaa
Tgctcaggga
gcccecacee
catatcecggg
cetcagetcy
gagtgcaaat
rccagctcaa
ggstgctgac
creccrctee
gtgcgtggeg
€g9gcgtggag
ccgrgtggue
gtgcaaggee
aggtgggacc
ccctgggage
tgtacacccoe
tggecaaagg
agancaacta
gcaageetcac
tgcatgaggc
gagtgccacy
gcacgtaccece
gccocctgggee
cgagtggcat

ggcgagcecgg
gccagccagyg
gtggacagac
tEcacatggca
céergckcca
ttecccgaac
tccccagerg
cccageaacet
aaggeggaca
caggctcage
gg9caggceoce
gagggeceee

.gccegaceee

tgracaceca
aagaaccgaqg
ccaccrece
ggagcaccLe
cggtgacgge
cccracagee
tcggeaccca
@gacagtcgg
ccccctgect
arctgtctce
EggetEEEEC

cagg tc

aggsaccotge
gacacctcet
gttgcgrega
ggcgggacag
acgtecacce
cccccaaaac
gtggacgega
gcgcacaatg
agcgrceoea
tccaacaaag
cgcgggguat
gacegeegeg
gccoceccatce
ctrctacceo
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac
gccggcaage
cgtgtacata
cctgegagac
gagggaggecs

aca gag
cocctgaccta
ctocceteccag
grgcecaceg
gtgccctaga
ccactceecoep
ccaaggacac
gceacgangn
ccaagacaaa
ccgttgrgca
gcctocooage
gagggccaca
ecaacctetg
cgag9aggaga
agcgacacey
ccteccatge
agecaggrgge
cactacacge
cccegetece
cttccergge
tgtgatggee
gagtgggee

410 a

ggcEEtgggg
atgcecgtga
gggcctetgc
tgcagccteco
€gagagcacsa
gtcgrggaac
ceecaggacte
gacctacace
tgagaggceca
ggacgcacecc
tcacccggag
caccaggcoc
gcaggtgite
agccgacccc
acccgagtaa
tgocecaggta
gtagcctgca
ctcagcacca
cctcatgace
ccccgeggte
gccacgggag
ccaggoaétgg
ccceatcgag
tggacagagg
tccctacagg
tgaccaagaa
ccgtggagcg
tggactcega
sgcaggggas
agaagagcck
eaggcTereg
sccoagoaty
crcecocgegy

68

700 c

[cita = (2)

<agggagtgg
gcccagacac
gccrgggecce
accaagggee
gécgcoccotgg
tcaggcgeoe
cactcceroca
Lgcaacgrag
gctecagggag
cggecegegca
gcetcrgecee
caggcaggeca
ggcteagace
amaggccaas
cteccaacct
agccagecea
tccagggaca
ccrtgtggcag
tcceggacce
cagkttcaact
gagcagccca,

.ctgaacggea

aamaccatct
ccyggotogge
gcagccecga
ccaggtcage
ggagagcaat
€ggctocctc
Cgtcttctea
ctccorgrer
gggtegegeg
gaaataaags
gtcaggccgs

568 g

gctaaggtga
tggacccege
agctcrtgtes
catcggeete
gcrgeotgge,
tgaccagegg
gcagcgrgge
atcacaagce
g9gagggtgcc
gccceagece
gccooactca
€aggctggge
tgccapaage
crgtccacee
tctctetgea
ggcestegece

ggecceoagee

gacegecage
€tgaggtcac
ggcacgcgga
acagcacgre
aggagcacaa
ccanaaccaea
ccaccecrceg
gaaccacagg
ctgaccrgee
g5gcagecag
cccctoctaca
tgctccgrga
ccgggtraaae
aggatgcrcg
acccagcget
gtctogagger

331t

[SEC ID N.° 55]
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FIGURA 7TM
V. REGION C DE LA IG GAMMA-3 HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)

SECUENCIA DE AMINOACIDOS
CAA27268 C gamma 3 (Homo sapiens)
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[SEC ID N.°: 24]
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SECUENCIA DE CODIFICACION

GenBank
X03604

[SEC ID N.%: 23]

gen gamma-3 de IgG humana IgG G3m (b) Region constante de cadena pesada de EZZ

(individual 11-4 de TOU) PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM, LinkOut

LOCUS
DEFINICION

N.c ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE
ORGANISMO
FUENTE

REFERENCIA
AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE
REFERENCIA
AUTORES
TiTULO

REVISTA
MEDLINE

CARACTERISTICAS
fuente

conflicto

conflicto

HSIGGC3 2590 bp ADN PRI 24-NOV-1998
Gen gamma-3 de IgG humana IgG G3m (b) Regién constante de cadena pesada de EZZ
(individual 11-4 de TOU).
X03604 M12958
X03604.1 G1:33070
Region constante; gamma-inmunoglobulina; cadena pesada de Ig; inmunoglobulina.
humano
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 2590)
Huck, S., Fort, P., Crawford, D.H., Lefranc, M.P. and Lefranc, G.
Sequence of a human immunoglobulin gamma 3 heavy chain constant region gene:
comparison with the other human C gamma genes
Nucleic Acids Res. 14 (4), 1779-1789 (1986)
86148507
2 (bases 4 a 204; 2202 a 2236)
Takahashi, N. , Ueda, S., Obata, M. , Nikaido, T. , Nakai, S. y Honjo, T.
Structure of human immunoglobulin gamma genes: implications for evolution of a gene
family
Cell 29 (2), 671-679 (1982)
83001943
Situacion/Calificadores
1..2590
/organismo = “Homo sapiens”
/db_xref = “taxén: 9606”

28

/nota = “falta T en (2)".
[cita = (2)

80..82

/nota = “CGC es GCG en (2)"

70



conflicto

conflicto

SCD
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[cita = (2)
120

FIGURA 70

/nota=“CesTen (2)

[cita = (2)
135

/nota =“T es C en (2)".

[cita = (2)

unién (<215..509, 901..951, 1095..1239, 1283..1327, 1471..1515,
1634..1963, 2061..>2380)
/comienzo_cod6n =1

/producto = “C gamma 3”

/n°_proteina = “CAA27268.1”
/db_xref = “Gl: 577056”

ftranslatiunn'ASTKBPSVFPLEICSRETSGGTAALGCLVKDYPPBPVTVSHNSG

ALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY TCNVNHKPSNTKVDKRVELKT

[PLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCOTPPPCPRCP

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDREVAF KWYVDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLRGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKTKGQPRED

OVYTLPPSREEMTHNQVSLTCLVKGFYPSDIAVENES SGQPENNYNTTPPMLDSDGSTE
' FLYSKLTVDKSRWQQGN I FSCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK®

intrc:)ﬁ
intrén
intrén
intron
intron

intrén

caracteristica_misc

CONTADOR BASE

ORIGEN

61
121
181
241
3ol
a6l
421
481
541
601
6561
721
781
B41
s01

961

agerttetyy
gcaggtggcg
tggaccetcy
cacaccgcag
cocecetggeyg
caaggactac’
cgtgcacace
gaccgtgcce
cagcaacacc
tgccggaage
agggcagcaa
gcrcagogeg
cccctaccee
atatccagga
crcagctcaq
agcreaaaac
cccaggacee

510..900

/nota = “intrén I”
952..1094

/nota = “intrén II”
1140..1282
/nota = “intrén 11”7
1328..1470
/nota = “intrén 1V”
1516..1633

/nota = “intrén V”
1964..2060
/nota = “intrén VI”
2484..2489

/nota = “pot. sefal poliA”

ggcaggccag
tcagcecagge
tggatagaca
tcacatggecg
cectgcteca
ttcccogaac
Etcccugerg
Lccagcagee
aaggtggaca
caggctcage
ggcagycccee
agggrettee
aggcecttca
ggaccctgee
acaccticte
cccactogge
gcccotcoage

541 a

gcctgacktt
gcacacccaa
agaaccgagg
ccatcrcrer
ggagcaccee
cggtgacggt
tcctacagte
cgggcaccca
agagagttgg
cctoctgoct
gtctgactee
ggcttertee
cacacagggy
cctgacctaa
CcLtcccaga
gacacaactc
tcaaggcggg

71

925¢

ggctggggac
tgcecocgtgag
ggccecrgeyg
tgeagettee
tgggggcaca
grocgtggaac
ctcaggacte

.gacctacace

tgagaggcca
ggacgcatcc
tcacccggag
accaggcreco
caggtgetgc
gocccacccoa
tc:gagtaac
acacatgccc
aceagagccec

703 g

agggegggay
cccegacact
ccctgggocc
accaagggce
gcggecctgg
tcaggcgcee
tactecckca
tgcaacgtga
gegcagggag
cggctgtgca
cctctgoccg
gggcaggcac
gctcagagct
aaggccaaac
tcccaatert
acggtgccca
tagagtggce

421t

ctaaggtgac
ggacecctgee
agctecgtee
catecggretc
gctgocegge
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagce
ggagggtgte
gteccageecc
cocccacceat
aggctggakg
gocaaaagee
tcTctaceca
ctcectgcag
ggtaagccag
tgagtccagy



1021
1081
1141
1201
1251
1321
1281
1441
1501

1561

1621
1681
1741
16801
1661
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

VI.

gacaggcceo
ECcttetotct
taagccagee
agtccaggga
acteccaacc
tgcccaggta
grggcctgag
Lecoccgtaac
gecoccaaggryg
gcectagagt
atctcttecct
cccaaggata
ageccacgaag
geccaagacaa
accgtectge
gecetococecag
tgagggcceac
gcChaaccTtct
ccgggaggag
cagcgacatec
gcctcocceoatg
gagcaggtgg
ccgcttcacg
ceccccgotor
acrttccoggg
ctgtgatggt
agagcgggtc

ES 2426 194 T3

agcagggLgoc
gcagagccca
caggcctcac
caggeccccag
trccecetge
agccagcoceca
tccagggaca
Tcccaatcre
£ccaggtaag
ggcctgcate
cagcacctga
cccttatgat
acccecgaggt
agecgoggga
accaggactg
ccececcatcga
atggacagag
gtccctacag
atgaccaaga
gccgrggagt
ctggactccyg
cagcagggga
Cagaagagcc
ccgggetcLe
cacccageat
tctctccacg

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

FIGURA 7P

tgacgacatcc
dacctigtga
cctoccagote
cagggtgctg
agagcccaaa
ggcectcgoec
ggccecagea
cTtcrctgcayg
cCageccagg
<agggacagg
actcctggga
ttcceggace
ccagttecaag
ggagcagtac
gctgaacgge
gaaaaccatc
gecagcttga
gacagccecg
accaggtcag
Sggagagcag
acggetecte
acatcttcLe
tectecektgte
ggggrcgege
ggaaataaag
ggtcaggccg

acctcocatec
cacaccteoee
aaggcaggac
acgcgtceac
tcttgtgaca
tccagetcaa
gggrgctgac
agcccaaate
cectcocgoeocee
tcccagtcgg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
CCcCAcCCLCct
agaaccacag
cctgaccrgc
cgggcageccg
cttcctctac
argeceogry
tcoccgggtaaa
gaggatgett
cacecagege
agtctgagge

cagatcccocg taactcccaa
ccgtgcccac ggtgcccagg
aagagcccta gagtggcctg
ctccatccca gaccceoogta
caccteooccc. atgeeccacgg
ggcgggacaa gagccctaga
gcatccacct ccateccaga
ttgrgacaca ectccecocegt
cagctcaagg caggacaggt
grgctgacac atctgoctoe
Lottecctctt cccecccaaaa
€gtgegtggt gytggacgtg
acggcgtgga ggtgcataat
cccgtgtggt cagcgtcocee
agtgcaaggt ctccaacaaa
daggtgggac ccgcggggta
gccertgggag tgacogeoge
gtgrtacacec tgecceccate
ctggtcaaag gcttctacce
gagaacaact acaacaccac
agcaagctca ccgtggacaa
atgcatgagg ctctgcacaa
tgagtgcgac ageccggcaayg
ggcacgtace ccgrtgtacat
tgcecctggge cectgtgaga
ctgagtgaca tgagggaggc

[SEC ID N.°: 56]

REGION C DE LA IG GAMMA-4 HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)

>sp |P01861| GC4_REGION C DE LA IG GAMMA-4 HUMANA — Homo sapiens (Humano).
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FIGURA 7Q
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NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK

SECUENCIA DE CODIFICACION

[SEC ID N.: 26]

. g =1
cotcocRccaa gggoccatce gtettecoer tggcgeccty cLoeaggage am:tm:qag: |.§z
gcacagecge ©otggactge ctggreasgg actacttees £9ancTygcy ncgg:g:gg re
ggaactcagg COCcctyacc agCggcgtge acaccroooc ggctgrcsta cagts = 3 reo
gaccctactc cotcageages gtggtgaccyg tgrcceecay cagltrggge acgasg r:zn 300
acacctgcaa Cgtagatcac aagoccagea ACACCAAGYT ggRCAagaga gl:tg:-gr.“t -
patatggroc CCCatgocca todtgochag coCctgagtt cctgggagaa ccatt:g . a0
eecegttooce cccaasacce agggacactc tCcAtgatcte cnggac:t::t_gnggt :E oo
goytggtgge ggacgtgage caggaagacc :nge;gg:;;: gz:;::::ig :;zg cgzuz e

£l cataacgoc aagacaasagc og
E:gtgg:?:g; Egttcu:gcc grTcetgeact aggactgges geatggcaag gag:::::i; ggg
gcaaggtcte caacaaagqc ccecegteot ccALcgagaa aaCCaALeRes ::‘gc:ugu oo
ggCageoceg agagecacag gtgtacacce rgoccocate CCAZGagoag g " oarat 380
accaggtcag ©CEgpcctge ctggtcaaag gettctacco cagogacate gecy giccg e
gggagagcaa tgggeageey gagaacaact achagaccac gcgeoeegtg cegga 2 o0
ACGICTECET CTLCCICtAac ageagocraa cogtggacaa gagcnggzzg ;:gi:gggz: ae0
atgtcrtete acgercceytyg atgeatgagg ctccgoacaa ccact 283

rcrccctgec totggsgtaaa

tga

[SEC ID N.°: 25]

Cadena H de Ig humana de germline

2028 bp

GenBank
K01316 Ig humana de germline
LOCUS HUMIGCD2
DEFINICION

4, Extremo 3’
N.© ACCESO K01316
VERSION K01316.1 GI: 184751

PALABRAS CLAVE

humano

ADN PRI

11-ABR-2001

Region: G-E-A B: Region constante gamma-

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;

Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

Nucleotide sequence of a human immunoglobulin C gamma 4 gene

Takahashi, N. , Ueda, S., Obata, M. , Nikaido, T., Nakai, S. y Honjo, T.

Structure of human immunoglobulin gamma genes: implications for evolution of a gene

Comparison of the hinge-coding segments in human immunoglobulin gamma heavy chain

genes and the linkage of the gamma 2 and gamma 4 subclass genes

Linkage and sequence homology of two human immunoglobulin gamma heavy chain

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (6), 1984-1988 (1982)

FUENTE

ORGANISMO Homo sapiens

REFERENCIA 1 (bases 1 a 2028)

AUTORES Ellison, J., Buxbaum, J. y Hood, L.
TITULO

REVISTA DNA 1 (1), 11-18 (1981)
MEDLINE 83157104

REFERENCIA 2 (bases 475 a 1069; 1180 a 1331, 1432 a 1655)
AUTORES

TITULO

family

REVISTA Cell 29 (2), 671-679 (1982)
MEDLINE 83001943

PUBMED 6811139

REFERENCIA 3 (bases 894 a 1106)
AUTORES Krawinkel, U. y Rabbitts, T. H.
TITULO

REVISTA EMBO J. 1 (4), 403-407 (1982)
MEDLINE 84235992

PUBMED 6329676
REFERENCIA 4 (bases 1 a 2028)
AUTORES Ellison, J. y Hood, L.
TITULO

constant region genes

REVISTA
MEDLINE 82197621
PUBMED 6804948

73



COMENTARIO

CARACTERISTICAS

fuente

gen

intron

SCD

exon

intron

exon
intrén
exon
intron

exon

CONTADOR BASE

ORIGEN

.62
122
182
241
301
361
421
481
S41
501
661
721
781
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FIGURA 7R

(1) informa de que el gen C-gamma-4 humano es homologo con los genes gamma-1,
gamma-2a y gamma-2b de murino (sobre el 75%). (3) también indica secuencias
parciales para los pseudogenes gamma-2, gamma-3 y gamma. (2) muestra las
regiones bisagra del gamma-1, gamma-2, gamma-3, y pseudo-gamma.
Esta entrada es parte de una regidon multigénica (regiéon B), que incluye los genes
gamma-2, gamma-4, épsilon-1y alfa-2. Véase segmento 1 para mas comentarios.
Fuente de informacion completa:
ADN de higado fetal humano, biblioteca de T. Maniatis (3) y Lawn et al. (1), (2); clones
24B (1), lambda-HG4.1 (3) e Ig-gamma-4-2 (2).

Situacion/Calificadores

1..2028

/organismo = “Homo sapiens’

/db_xref = “taxén: 9606”

/mapa = “14q32.33”

/germline

<1..2028

/gen = “IgH”

/nota = “IGHG4”

<1..215

/gen = “IgH”

/nota = “gamma-4 intrén J-C”

unién (<216..509, 900..935, 1054.. 1383, 1481..1803)

/gen = “IgH”

/comienzo_codo6n = 3

/producto = “cadena pesada de inmunoglobulina gamma-4”

/n°_proteina = “AAB59394.1”

/db_xref = “Gl: 184759”

/translations*STKGPSVFPLAPCSRS TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA

‘LTSGVHTFF&VIOSSGLYSLSSVVT?PSSSLGTKTTTCNVDHKPSNTKVDKRVESR?G

PPCPSCPAPEFLGGPSVFLF PPRPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVORNWYVDG

VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTTISKA

KGQPREPQVYTL PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTE PV

LDSDGSFFLYSRLIVDKSRHQEGNVFS CSVMHEALYNHY TOKS LSLSLGK "

216..509

/gen = “IgH”

/nota = “G00-119-340"

510..899

/gen = “IgH”

900..935

/gen = “IgH”

536..1053

/gen = “IgH”

1054..1383

/gen = “IgH”

1384..1480

/gen = “IgH”

1481..1803

/gen = “IgH”

421 a 331t

709 c 567 g

sgccteetgy
gcaggrageg
tggaccaceg
cacaccgegg
cccccrggeg
caaggactac
cgtgcacace
gaccgtgeec
cagcaacace
:gr.' tggl ﬂg c
agggcageana
tgcceaggga
ceeceaeceee
tatccgggag

g9caggccgg
ccagccagge
cggacagaca
ccacactggea
ccctgereca
ttccccgaac
cLcccggetg
tccagcaget
aaggtggaca
caggcreage
ggcatgecco
gagggrcLLe

aggeccetgeyg.

gacccrgeee

gocetgactet
gcacacccaa
sgaacecgagg
ccacctctct
ggagcacctc
cggrgacggt
tcocracagee
tgggcacgasn
agagagctgyg
coeectgect
accrgoektee
tggacceerc
catacagggc
etgacectaag

74

ggcrgnggge
rgcccatgag
ggcceeegey
tgcagereee
cgagagcaca
gtcgrggaac
ctcaggacee
gacctacace
tgagaggeces
ggacgecacee
tcaccoggag
caccaggcece
sggtgctgey
cccaccecaa

agggaggggg
ccecagacact
cectggyccoe
accaagggcc
gcEgoccocrgg
tcaggcgeee
tactcecceca
tgcaacgtag
gcacagggag
cggctgtgea
gcctetgace
ccggcaccac
ctcagacctyg
aggccaaact

ctaaggegac
ggacectgea
agctotgtce
catccgtert
gcrgeegge
tgaccagegg
gcagegrgge
atcacaagee
ggegggtoctc
gccccageee
accceactca
aggceggacg
ccaagageca
crecactece



Bal
01
961
1021
1081
1141
1201 -
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981

tcagctcaga
gcccaaatac
cagctcaagqg
grgetgacge
CCLECCEgEL
cgtgegtagt
acggegrgga
accgtgcggt
agtgcaaggk
aaggtggogac
gccotgggag
gtgracacec
ctggtcaaaqg
gagaacaact
agcaggccaa
atgcatgagy
tgagtgccag
ggcacatacc
tgccctgggoe
ctgagtgaca

cacctTcree
ggtceceeat
<gggacaggt
atccaccree
cccccocaaaa
ggtggacgrg
ggtgcataac.
cagcgreete
ctccaacaasa
¢cacggggeyg
tgaccgeorge
tgocccceate
getteacce
acaagaccac
€£cgtggacaa
ctotgcacan
ggccggcasg
cegeetacat
cceotgtgaga

ES 2426 194 T3

FIGURA 7S

cereccagat
gcccateaty
gcoctagagt
acctottect
cccaaggaca
agccaggaag
gccaagacaa
accgrccege
ggcctocecgt
cqagggecac
gccaacctcoe
ccaggaggag
cagcgacatc
georeecgey
gagcaggrgg
ccactacaca
ccccegetee
acttceccagg
ctgrgacggt

tgagggaggc agagcgggtc

ctgagraact
cecaggrasag
agectgeace
cagcacctga
CTCICATGAL
accccgagat
agccgoggga
accaggactg
ccrccaccga

acggacagag.

grocccracag
atgaccaaga
gccgrggage
ctggactecg
caggagggga
cagaagagcc
ccgggeEcte
cacccageat
ccttceccacg
ccactgteee

CCCRATCTEC
ccaacceagg
cagggacagg
grEcctgggy
crcceggace
ccagtrcaac
ggagcagttc
gcrgaacgge
gaasaccatc
geccageregy
ggcageccceyg
accaggecag
gogsgagcaa
acggctcoone
ntgeceLtcte
ECtCTotgte
ggggrcgege
ggaaatassg
ggrecaggeeg
cacactgg

VII.REGION C DE LA IG DELTA HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

ccrtcrgcaga
cctogecckte
cCcccagccgg
ggaclatcag
cotgaggtca
,tggtacgegg
aacagcacgc
aaggagraca
tccaaagcca
CE:!ECCFCt
agagccacag
cctgaccege
tgggesgecy
CtLcctctac
acgcocogeg
cCctgggcaaa
gaggatgeLe
cacccaccac
agceegagge

[SEC ID N.%: 57]

>sp |P01880| DTC_REGION C DE LA IG DELTA HUMANA — Homo sapiens (Humano)
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DSRTLLNASR SLEVSYVTDH GP

GenBank
K02876
OMIM, LinkOut
LOCUS
DEFINICION

N.© ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE

FUENTE
ORGANISMO

REFERENCIA
AUTORES
TITULO
REVISTA
MEDLINE

COMENTARIO

CARACTERISTICAS
fuente

intrén

exon

intrén

gen

SCD

HUMIGCD2

300 bp

FIGURA 7T

[SEC ID N.: 28]

IgD humana de germline... (gi: 184766) PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia,

ADN PRI 08-NOV-1994

Gen de la cadena de 1dG humana de germline, region C, region bisagra primera.

K02876

K02876.1 GI: 184766

Region C;

germline;

exon bisagra; cadena pesada de

inmunoglobulina delta.

ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica cronica

(LLC)).
Homo sapiens

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

1 (bases 1 a 300)
White, M.B., Shen,

A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.

Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
Science 228 (4700), 733-737 (1985)

85192522
Véase segmento 1

Situacién/Calificadores

1..300

/organismo= “Homo sapiens”

/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref= “taxén: 9606”

/mapa=“14q32.33”

ltipo_célula= “linfocito”

/germline
<1..151
/gen = “IGHD”

/nota = “G00-120-084"

/nimero =1
101..202
Iparcial

/gen = “IGHD”

/nota = “regién bisagra-1; G00-120 -084”

/ndmero = 2
203..>300
/gen = “IGHD”

/nota = “G00-120-084"

/ndimero = 2
unién (K02875.

1:1..495, 1..300, K0O2877.1: 1..300,

K02878.1:1..500, K02879.1:1..500, K02880.1:1..100,
K02881.1:1..200, K02882.1:1..52)

/gen = “IGHD”
union

(K02875.1:101..403,

101..202, K02877.1:101..172,

K02879.1:101..424, K02881.1:25..182, K02882.1:44..52)

/parcial
/gen = “IGHD”

/nota = “enlace de membrana”
/comienzo_codoén= 3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52771.1”

/db_xref = “Gl: 495872”

/db_xref = “GDB G00-120 -084”

f::rannlnuon--nmnvrpnsampmusm:mm

SVTVTWYMG

;USOPQRTFPEIQRRDSYMSSOLSTPWQWGEYKCWQHTASKSIDCBIFRWPES
KRQRS SVPTAQPQAEGCSLAXATTAPRT TRN TG RGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPEC ;

76

inmunoglobulina;

K02878.1:101..424,
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FIGURA 7U

PSHTOPLGVY LLT PAVOD LN LRAD AT F T WG S DL DAHL THEVACKY PTGCVEEGL

LERHSHGEQSQHSRLTLPRSL PSLPPORLMALREPAROAFVELSL
NLLASSD PPEAASHLLCEVSGFSPPHILLHNWLEDOREVHT SGFAPARPPPOPRSTTRH
AHSVLRVPAPFSPOFATY TOVVSHEDS LEVSYLAMTPLIPOSKDENSDD
¥ I FDDVG S LW I T LS TFVALFILTLLYSGIVIFIKVE~

[SEC ID N.°: 28]
SCD union (K02875.1:101..403, 101..202, K02877.1:101..172, K02878.1:101..424,
K02879.1:101..424, K02880.1:25..53)
/parcial
/gen = “IGHD”

/nota = “forma secretada”
/comienzo_codon = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52770.1”
/db_xref = “Gl: 495871”
/db_xref = “GDB G00-120 -084”
/translatione"PTKAPDVFPI 1 SGCRAPKONS FYVLACLI TGYHPTSVTVIWYMG
TOSQPORTFPEIQRRDSYYMTSSOLSTPLOOWROGEY XCVVOHTASKSKKE I FRWPES
PmmmmﬂMAMBkmmEmmsc
PSHIQPLGYVYLLT PAVODLWLADKAT FTCFVVGSDLXDAHLTWEVAGKVFTGGVEEGL
LERHSRGSQSQHSRLTLPRSLHNAGT SVITTLNAPSLPPQRLMALREPAROAPVKLSL
NLLASSDPPEARSWLLCEVSGFSPPHILLMWLEDOREVNTSGFAPARPPPOPRSTTFW
ANSVLRVPAPPSPOPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDHGPME®
CONTADOR BASE 59 a 133¢c 529 56t
ORIGEN sobre 300 bp tras el segmento; 118 bp aguas arriba del sitio Stul.
1 trggcLgCeet gt9eccicca CCLgoCtygtc cacaACCCag CCLCLggtac atccatgece
1 tctgccctaa gectcaccty eacttttoct Tggatttcag agtctccaaa ggcaciggec
121 cootocgtgt coactgtAaca ACCCCaagcs gagggcagct tCgCCAAggo maccacagece
181 ccagfCacch cocgtaacac aggtgagssg CCCCLTCCCT QCACACECCA cocccaccca
2%} CCorgorcatt CCLCAYTOYC CLECECCAagY CAGCCCEECA CAACLCCIUG LOTgRagLoLe

[SEC ID N.°: 27]
K02877 Ig humana de germline...[gi: 184767] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,
LinkOut

LOCUS HUMIGCHO03 300 bp ADN PRI 08-NOV-1994

DEFINICION Gen de la region C de la cadena de Ig delta-H de germline humana, segunda region
bisagra (linfocito LLC).

N.° ACCESO K02877

VERSION K02877.1 GI: 184767

PALABRAS CLAVE Region C; germline; exdn bisagra; cadena pesada de inmunoglobulina; inmunoglobulina
delta.

ORGANISMO FUENTE ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica cronica
[LLC)).

ORGANISMO Homo sapiens

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 300)
AUTORES White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
TITULO Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
REVISTA Science 228 (4700), 733-737 (1985)
MEDLINE 85192522
COMENTARIO Véase segmento 1
CARACTERISTICAS Situacion/Calificadores
fuente 1..300

/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica crénica (LLC)”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”
ltipo_célula = “linfocito”
/germline
intrén <1..100
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/nimero = 2
exon 101..172
/gen = “IGHD”
/nota = “region bisagra-2; G00-120 -084; putativo”
/nimero = 3

77
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FIGURA 7V
intrén 103..>300
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/namero = 3
gen unién (K02875. 1:1..495, K02876.1: 1..300, 1..300,

K02878.1:1..500, K02879.1:1..500, K02880.1:1..100,
K02881.1:1..200, K02882.1:1..52)
/gen = “IGHD”

SCD unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, 101..172, K02878.1:101..424,
K02879.1:101..424, K02881.1:25..182, K02882.1:44..52)
Iparcial
/gen = “IGHD”
/nota = “enlace de membrana”
/comienzo_codoén = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n°_proteina = “AAA52771.1”
/db_xref = “Gl: 495872”
/db_xref = “GDB G00-120 -084"
/translacione* PTKAPDVFPI ISGMPEQEPMMLIEBHMSW
TOSQPQRTFPEIORRDSYYMT S50LS TPLOQWROGE YKCVVOHTAS KSKKEL FRNPES
PRAQAS SVPTAQPOAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEE KKKE KEKEEQEERETKTPEC
PSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGS DLKDAHLTWEVAGKVPTGGVEEGL
LERHNSQSQHSHLTLPRSLWSLPWPW&WML
NLLASSDPPEAASWLLCEVSGFS PPNI LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPRSTTFW
AHSVLRVPAPPS PQPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVS Y LAMTPLI FQSKDENSDD

YTTEDDVGSLHTTLSTFVALFILTLLYSGIVTIFIKVK®
SCD unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, 101..172, K02878.1:101..424,

K02879.1:101..424, K02880.1:25..53)

Iparcial

/gen = “IGHD”

/nota = “forma secretada”

/comienzo_codén =3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”

/n°_proteina = “AAA52770.1”

/db_xref = “Gl: 495871”

/db_xref = “GDB G00-120 -084”
/tranplations"PTKAPDVFPIISGCRHPKDNS PVVLACLITGYHPTSVIVIWYNG
TOSQPORTF PEIQRRDS Y YMTSSQLST PLOQWROGEYKCVVQHTASKS KKE T FRWPES
PEADAS SVPTAQPOREGS LAKAT TAPATTRNTGRGGEE KKKEKEKEEQRERETKTPEC
PSRTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTGGVEEGL
LERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPORLMALREPAADAPVKLSL
HLLASSDPPERASWLLCEVSGFS PPNI LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPOPRSTTRW
ANSVLRVPAPPSPOPATYTCVVSHEDSRTLLMASRSLEVSYVTDHGEMK®

CONTADOR BASE 102a 52c 709 76t

ORIGEN Sobre 1,85 kb tras segmento 2.

1 grcattagot ggactiagoc attccacaat gracacatat tTtcasachtt grgttgtaca
61 tgacaaacat gTacAatttt tgLCBAtTAaa aaatttttag gaagaggagy ag'aagugang
121 aagaaggaga agghgaaaga 9gaacapgak gagagogaga CcaApgAcacc aggttottte
181 rgaccccegg geraticadaa cacctactgc CCAALBACEA QLCLQgCCOLt ggrgecctaa
341 acracctgasg €gacttgctgt tatgrygatg ggoccccggac actcaAgaldac cogtgaccoc

[SEC ID N.%: 29]
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FIGURA 7W
K02878 IgD humana de germline... [gi: 184768] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia,
OMIM, LinkOut
LOCUS HUMIGCHO04 500 bp ADN PRI 08-NOV-1994
DEFINICION Genes de la cadena de IgD de Germline humana, Regién C, Dominio C delta-2
N.© ACCESO K02878
VERSION K02878.1 GI: 184768
PALABRAS CLAVE Region C; germline, cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de
inmunoglobulina.
FUENTE ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica cronica
[LLC])
ORGANISMO Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
REFERENCIA 1 (bases 1 a 500)
AUTORES White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
TITULO Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
REVISTA Science 228 (4700), 733-737 (1985)
MEDLINE 85192522
COMENTARIO Véase segmento 1.
CARACTERISTICAS Situacién/Calificadores
fuente 1..500
/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”
/tipo_célula = “linfocito”
/germline
intron <1..100
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084”"
/nimero =3
exon 101..424
/gen = “IGHD”
/nota = “dominio constante delta-2; G00-120 -084”
/nimero = 4
intron 425..>500
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084”"
/nimero =4
intron 425..>500
/gen = “IGHD”
/nota = “IgD-s intron D”
gen union (K02875. 1:1..495, K02876.1: 1..300,
K02877.1:1..300, 1..500, K02879.1:1..500, K02880.1:1..100,
K02881.1:1..200, K02882.1:1..52)
/gen = “IGHD”
SCD unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, K02877.1:101...172, 101..424,
K02879.1:101..424, K02881.1:25..182, K02882.1:44..52)
/parcial
/gen = “IGHD”

/nota = “enlace de membrana”

/comienzo_codén = 3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”

/n.°_proteina = “AAA52771.1”

/db_xref = “Gl: 495872”

/db_xref = “GDB G00-120 -084”

ftranslatione® PTHAPDVFPIISGCRHPKDNSPVVLACLITGYHPTSVIVTWYNG
TOSQPQRTFPEIQRRDSYYMTSSQLSTPLOOWROOGEY KCVVOHTASKSKKEIFRWPES
PRAQASSVPTAQPOAEGSLAKATTAPATTRNTG RGGEEKKNEKEKEEQEERETITPEC
Pmmrwwuruvonmmmrmrwssmmmwwmm
LERHSHGSQS0HSRLTLERS LWRAG TSV TCTLNHPSLP POALMALREPAAQAPVICLSL
HLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDOREVNTSGFAPARPPPOPRSTTEW
h“SWFMPSPQPAWS}EDSRWSMPLIWmEEDD
YTTFODVGSLWTTLSTFVALPILTLLYSGIVTFIKVK™
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SCD

CONTADOR BASE

ORIGEN

1
51
121
181
231
L}
151
421
q81

K02879 Ig humana de germline...[gi: 184769] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,

gaagcrgggg
aggrccggee
CCECtEggeog
acCLLcacce
gctgggaagg
tcccagagece
gtoacctgea
cccggtgage
gcoogoccca

LinkOut
LOCUS

DEFINICION

N.° ACCESO
VERSION

PALABRAS CLAVE

FUENTE
ORGANISMO

REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA
MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTICAS

fuente

intrén

exoén

ES 2426 194 T3

FIGURA 7X

unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, K02877.1:101...172, 101..424,
K02879.1:101..424, K02880.1:25..53)
/parcial
/gen = “IGHD”
/nota = “forma secretada”
/comienzo_codén = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n°_proteina = “AAA52770.1”
/db_xref = “Gl: 495871”
/db_xref = “GDB G00-120 -084”
Jtranslations*PTKAPDVFPI ISGCRHPKDNSPVVLACLITGYHPTISVIVIWYMG
TOSQPORTF PEICRRDSYYMT SSOLSTPLOQWROGEYKCVVQHTASKSKHE I FRHPES
PHAQASSVPTAQPOAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKMKEKEKEEQEERETKTPEC
PSHFQPLGVYLLIPAVQDLWLADKATF TCFVVGSDLEDAHLTHEVAGKVPTGGVEEGL
LERKSHGSQSQHSALTLPRSLINAGT SVTCTLNHPSLPPQRLMALRE PAAQAPVKLSL
NLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNI LLMHLEDQREVNTSGFAPARPPPQPASTTEW
ARSVLRVPAPPSPOPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDHGPME ™
93 a 171c 157 g 79t
sobre 450 bp tras el segmento 3; 131 bp aguas arriba del sitio Accl.

ageggagags acagrggLra agCcagrccc tgoagcccas CEgotoccga

acagctgete tegtbitgotc tecectgcag agtgtccgag coacaccecag

toctacctgot anccectgta gEgeAggaAce C9T9gCetecy gouacaasagoo

gCttegtggt gggcagtgac ctgadggaty ctcaccrgac ctgggaggtg

tCcccacagg g9ggcgtggayg gaagggctge LHgageggca Cageastgge

85CaCAgCog COUQACCCLg COCAQULLCCE IgLggaacgc ggggacCece

cactgaacca LECCAQCCEC CCACCCCAaga ggrtgatgge gotgagagaa

cEggerceca 'ggr.ggggnga Tgagggroce cacagolige LgacccocLac -

gggccatgac

[SEC ID N.°: 30]

HUMIGCHO05 PRI 08-NOV-

1994

500 bp ADN

Gen de la region C de la cadena de Ig delta-H de germline humana, dominio C delta-3

(linfocito LLC).

K02879
K02879.1 GI: 184769
region C; germline, cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de

inmunoglobulina.

ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica cronica (LLC))

Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 500)
White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
Science 228 (4700), 733-737 (1985)
85192522
Véase segmento 1
Situacién/Calificadores
1..500
/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica crénica (LLC)”
/db_xref = “taxdn: 9606”
/mapa = “14q32.33”
/tipo_célula = “linfocito”
/germline
<1..100
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/nimero = 4
101..424
/gen = “IGHD”
/nota = “dominio C delta-3; G00-120 -084; putativo”
/nimero = 5
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intrén

gen

SCD

SCD

CONTADOR BASE

ORIGEN

.
[ 3]
121
181
241
Jol-
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FIGURA 7Y
425..>500

/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/nimero =5
union  (K02875.
K02878.1:1..500,
K02882.1:1..52)
/gen = “IGHD”
unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, K02877.1:101...172
K02878.1:101..424, 101..424, K02881.1:25..182, K02882.1:44..52)
Iparcial
/gen = “IGHD”
/nota = “enlace de membrana”
/comienzo_codo6n = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52771.1”
/db_xref = “Gl: 495872”
/db_xref = “GDB G00-120 -084”
/translacions* PTRAPDVFPIISGCRHPKONSPVVLACLI TCYHETSVIVIWYMG
TOSORGRTF PEIORRDS YYMTS5QLST PLOQWROGE Y KCVVOHTASKSXKET FRWPES
PRAQRS SVPTAQPOAEG SLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKXEKE KEEQEERETRTPEL
PSHTOPLGVYLLTPAVQDLWLADKATF TCFVVGSDL KDAHL TWEVAGKV P TOGVEECL
LERHSNGSQSOHSRLTL PRSLWNAGTSVTCTINHPSLP PORLMALREPAROAPVILSL
NLLASSDP PEAASWLLCEVSGFSPPNI LLMWLEDQREVNT SGFAPARPPPOPRSTTEN
AWSVLRVPAPPS POPATYTCVVSHEDS RTLLNASRSLEVS YLAMTPLI PQSKDENSDD
YTTFODVGSLWTTLSTFVALFILTLLYSGIVIFIKVE®
unién (K02875.1:101..403, K02876.1:101..202, K02877.1:101...172,
K02878.1:101..424, 101..424, K02880.1:25..53)
Iparcial
/gen = “IGHD”
/nota = “forma secretada”
/comienzo_codo6n = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52770.1”
/db_xref = “Gl: 495871”
/db_xref = “GDB G00-120 -084”
/translatione® PTKAPDVFPITSGCRHPXDNS PYVLACLITCYHPTSVIVIWYMG
TOSOPORTFPEI ORRDS YYHT S SOLS T PLOOWROGEY KCVVOHTASKSKRE L PRWPES
rmmnmmmmnunmzmmnmmpzc
PSHTQPLCVYLL TPAVQDLWLADKATF T CFVVCESDLKDAHL THEVAGKVPTGGVEEGL
LERRSNGSQSOHSHLTLPRSLWNAGT SVTCTLNHPSLPPORLMALRE PAAQAPVILSL
NLLAS S DPPEAASHLLCEVSGFSPPHI LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPOPRSTTFH
AHSVLRVPAPPS POPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVIDHGPMK *
85a 188 ¢ 1459 82t
sobre 150 bp tras el segmento 4; 118 bp aguas arriba del sitio Hindlll.

K02876.1: 1..300, KO02877.1:1..300,
K02880.1:1..100,K02881.1:1..200,

1:1..495,
1..500,

cCcCcacLLcoc

CCACAQQAAA gIagaagona
ccogtggcca gagcctgaca
ctcectetge scctgetgge
gaggtgtcry geteccogeo
gtgaacactt ctgggtttge
COggCecEggaA gegtgctgcy

ggcaccacac
gCCcoecocad
cecogrotgac
ccoccaacets
cccegonacge
tgccoccagee

cctggccgge
£Lecccgcag
cccoccgagyg

ctectgatge
ccccetceng
CCgTCccagecc

81

ctgcgoagge
cggcctogeg
ggctggagga
sgcccaggag
cceageoecage

Lsccagtgee
acccgrchng
geEcctgtge
ceagegegag
caccacgece
cacctacacy
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FIGURA 7Z

361 rgtgtggtca goocacgagga ctccoggact CRgoLcascg cchgetggag CcTtagaagre

421 agcrgtgagt cacccoccagg ccagggttgg ga ack ceoa -y
481 ctggaaccca caccaggcag J9c9999 Saggg399 aggag

[SEC ID N.%: 33]

K01311. IgD humana de germline...[gi: 184716] PubMed, Proteina, Taxonomia, OMIM

LOCUS
DEFINICION

N.© ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE
FUENTE
ORGANISMO

REFERENCIA
AUTORES
TITULO

REVISTA
MEDLINE

PUBMED
COMENTARIO

CARACTERISTICAS
fuente

gen

intrén

SCD

CONTADOR BASE
ORIGEN

HUMIGCB9 106 bp ADN PRI 12-ABR-2001
Regién de la cadena J de IgD delta de germline humana: C-delta CH1
K01311

K01311.1 GI: 184716
region C; germline; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de inmunoglobulina.
humano
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 106)
Rabbitts, T.H., Forster, A. y Milstein, C.P.
Human immunoglobulin heavy chain genes: evolutionary comparisons of C mu, C delta, and
C gamma genes and associated switch sequences
Nucleic Acids Res. 9 (18), 4509-4524 (1981)
82059479
6795593
La secuencia de aminoacidos deducida se compara en (1) para la unién cadena J/C delta-1
de la proteina ER1 humana. El gen delta aparece sélo en 5 kb desde la regién mu. Los
autores (1) no pudieron detectar ninguna secuencia de conmutacion adyacente al gen delta
y afirman que esto implica que no tienen lugar una conmutacion mu/delta mediante un
proceso de conmutacién de clase. Especulan que toda la regién VH- (C-mu) - (C-delta) se
transcribe a una molécula precursora nuclear que se rompe mas tarde.
Esto es parte de una regién multigénica que contiene la regiéon J, region de conmutacion,
genes C-mu-secretado, C-mu-membrana y C-delta.

Situacion/Calificadores

1..106

/organismo = “Homo sapiens”

/db_xref = “taxén: 9606”

/mapa = “14q32.33”

[tipo_célula = “linfocito”

[tipo_tejido = “placenta”

[tipo_tejido = “higado”

[fase_desarrollo = “feto”

/germline

/tejido_lib = “lawn et al.”

<1..106

/gen = “IGHD”

<1..26

/gen = “IGHD”

/nota = “intrén delta J-C; G00-120 -084”
<27..>106

/gen = “IGHD”

/nota = “region C - dominio CH1”

/comienzo_codén =3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”

/n°_proteina = “AAB59423.1”

/db_xref = “Gl: 184735”

/traduccion = “PTKAPDVFPIISGCRHPKDNSPVVLA”
24 a 38¢c 249 20t

1 tgoccacccca ggacceorgec ELccagcace caccaAgget CoggBbgLgt tocccontcat
61 atcaggygtge Aagacacccaa aggacaacag cCCLgtgges cEggch

[SEC ID N.%: 58]

K02880. IgD humana de germline...(gi: 184770) PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,

LinkOut

82
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FIGURA 7TAA

LOCUS HUMIGHO06 100 bp ADN PRI 08-NOV-1994

DEFINICION Genes de la cadena de IgD de germline humana, region C, terminal secretado.

N.© ACCESO K02880

VERSION K02880.1 GI: 184770

PALABRAS CLAVE region C; germline; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de
inmunoglobulina.

FUENTE ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica crénica
(LLC))

ORGANISMO Homo sapiens

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 100)
AUTORES White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
TITULO Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
REVISTA Science 228 (4700), 733-737 (1985)
MEDLINE 85192522
COMENTARIO Véase segmento 1
CARACTERISTICAS Situacion/Calificadores
fuente 1..100

/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref = “taxon: 9606”
/mapa = “14q32.33”
/tipo_célula = “linfocito”
/germline
intron <1..>100
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084”"
/nimero =5
intron <1..24
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/nimero =5
exon 25..>53
/gen = “IGHD”
/nota = “dominio terminal secretado; G00-120 -084”"
/nimero = 6
gen union (K02875.1:1..495, K02876.1:1..300, K02877.1:1..300, K02878.1:1..500,
K02879.1:1..500, 1..100, K02881.1:1..200, K02882.1:1..52)
/gen = “IGHD”
SCD unién (K02875.1:1..403, K02876.1:1..202, K02877.1:1..172, K02878.1:1..424,
K02879.1:1..424, 25..53)
Iparcial
/gen = “IGHD”
/nota = “forma secretada”
/comienzo_codoén= 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52770.1”
/db_xref = “Gl: 495871”
/db_xref = “ GDB: G00-120 -084”
/translatione *PTKAPDVFPLISGCREPKDNSPVVLACLI TGYHPTSVIVIWYNG
TOSQPORTFPEIQRROS YYMTSSOLSTPLOQWROGEYKCVVOHTASKSKKE I FRWPES
PEAQASSVPTAQPOAEGSLAKATTAPATTRINTGROGEE KKKEKEXEEQEERETKTPEC
PSHTQPLCVYLLT PAVODLWLRDRATFTCFVVGSDLKDAHL THEVAGKVPTGGVEEGL
LERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPQRLMALREPAADAPVKLSL
NLLASSDPPEAASHLLCEVSGFS PPNI LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPRSTTFW
RHSVLAVPRPPS POPATY TCYVSHENSRTLLMASRSLEVSYVTDHGPMK®
CONTADOR BASE 24 a 33c 22 g 21t
ORIGEN Sobre 1,8 kb tras segmento 5
1 gacacyctga CCELETQLta ttagatgtaa cagaccatgg ccccatghad Tgatccegga
61 ccagatCCgE €CHCACTCHC cacrcagcag ctctggeocga
[SEC ID N.°: 36]
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FIGURA 7BB

K02881. IgD humana de Germline...[gi: 184771] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,
LinkOut

LOCUS HUMIGHO7 200 bp ADN PRI 08-NOV-1994

DEFINICION Genes de la cadena de IgD de germline humana, region C, primer dominio de
membrana terminal

N.° ACCESO K02881

VERSION K02881.1 GI: 184771

PALABRAS CLAVE region C; germline; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de
inmunoglobulina.

FUENTE ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica crénica
(LLC))

ORGANISMO Homo sapiens

Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 200)
AUTORES White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
TITULO Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
REVISTA Science 228 (4700), 733-737 (1985)
MEDLINE 85192522
COMENTARIO Véase segmento 1
CARACTERISTICAS Situacién/Calificadores
fuente 1..200

/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”
ltipo_célula = “linfocito”
/germline
intron <1..24
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084”"
/nimero =5
exon 25..182
/gen = “IGHD”
/nota = “primer dominio de membrana terminal; G00-120-084, putativo”
/nimero = 6
intron 183..>200
/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084"
/nimero = 6
gen union (K02875.1:1..495, K02876.1:1..300, K02877.1:1..300, K02878.1:1..500,
K02879.1:1..500, K02880.1:1..100, 1..200, K02882.1:1..52)
/gen = “IGHD”
SCD union (K02875.1:1..403, K02876.1:1..202, K02877.1:1..172, K02878.1:1..424,
K02879.1:1..424, 25..182.1:44..52)
[Iparcial
/gen = “IGHD”
/Nota = “enlace de membrana”
/comienzo_codo6n = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n°_proteina = “AAA52771.1”
/db_xref = “Gl: 495872”
/db_xref = “ GDB: G00-120 -084”

/cranslations* PTKAPDVEPI 1 SGCREPKDNSPVVLACLITGYHPTSVIVINYMG
TOS0PORT FPEIQRRDS YYMTSSQLSTPLOQWROGE YRCVVQRTASKSKKE] FRWPES
PKAQRSSVPTAQPOAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPEC
PSHTQPLGVYLLTPAVODLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAKL TWEVAGKV PTGGVEEGL
LERHINGSQSQUSRLTLPRS LANAGT SVTCTLNHPSLPPORLMALREPARORPVILSL
NLLASSDPPEAASHLLCEVSGFSPPNT LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPRSTTFN
mmwmrsmmrcwsmsmnsmwmmsmmsnn

YTTEDDVGSLNTTLS TPVALF ILTLLY SGIVIFIKVK®
CONTADOR BASE 37a 72c  49g 42t
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FIGURA 7 CC

ORIGEN Sobre 800 bp tras segmento 6.

1 CgCTeggeee cocgticctac coagacctyy CCALYACCCC CCLGAtcect cagagcaagg
€1 argdgaacag ©gatgactac aCgaccLtiyg atgatglggy cagcoctgtygy accaccctge
121 ccacgritgt ggcccLCiic atcereacce toctcotacag €ggcactgec actttecatca
181 aggrcagggg agecggecagg

[SEC ID N.°: 38]

K02882. IgD humana de germline...[gi: 184772] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,

LinkOut

LOCUS
DEFINICION

N.° ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE

FUENTE
ORGANISMO
REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA
MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTICAS
fuente

intrén

exon

gen

SCD

HUMIGHO08 100 bp ADN PRI 08-NOV-1994
Genes de la cadena de IgD de germline humana, regiéon C, segundo dominio de
membrana terminal
K02882
K02882.1 Gl: 184772
region C; germline; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de
inmunoglobulina.
ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica cronica
(LLC))
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 100)
White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
Science 228 (4700), 733-737 (1985)
85192522
Véase segmento 1
Situacion/Calificadores
1..100
/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”
ltipo_célula = “linfocito”

/germline

<1..43

/gen = “IGHD”
/nota = “IgD-Mb”
/nimero = 6
44.>52

/gen = “IGHD”

/nota = “enlace de membrana (segundo dominio de membrana terminal); GOO-
120-084, putativo”

/nimero =7

union (K02875.1:1..495, K02876.1:1..300, K02877.1:1..300, K02878.1:1..500,
K02879.1:1..500, K02880.1:1..100, 1..200, K02881.1:1..52)

/gen = “IGHD”

uniéon (K02875.1:1..403, K02876.1:1..202, K02877.1:1..172, K02878.1:1..424,
K02879.1:1..424, K02881.1:25..182.1:44..52)

[Iparcial

/gen = “IGHD”

/nota = “enlace de membrana”

/comienzo_codén = 3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”

/n.°_proteina = “AAA52771.1”

/db_xref = “Gl: 495872"

/db_xref = “ GDB: G00-120 -084”

/rranslatione” PTHAPDVFPI 1SGCRHPKDNSPVVLACLI TGYHPTSVIVIWYNG
TOSOPQRT FPEIQRRDS YYNT SSQLS TPLOOWROGEYKCVVOHTASKS KXE I FRRPES
PRROASSY PTAQPQAEGSLAKAT TAPATTRNTGRGGEE KXKEXEKEEQEERETKTREC
PSHIQFLGVYLLTPAVODLNLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTHEVAGKV.FTGGVEEGL
LERHSNGSQSOMSRLTLPRSLWNAGTSVICTLNHPSLP PORLMALREPAAQAPVELSL
HLLASSDFPEAASWLLCEVSGFSPPHILLMALEDQREVNTSGFAPARE PRQPRSTTIFW
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CONTADOR BASE
ORIGEN

ES 2426 194 T3

FIGURA 7DD

AWSVLRVPAPPS POPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYLAMTPL] PQSKDENSDD
YTTFODVGSLWTTLS TFVALFILTLLYSGIVTFIKVE®

22 a 30c 30¢g 18t
Sobre 1,3 kb tras segmento 7.

. 1 TcaggcTtct ageccctgec ©g9atcccagy 99CLGICLET caggtgaagt agecdcagaa
§1 gagcaggacg ccctgracet goagagaagg gaagcageet

[SEC ID N.°: 40]

K02875. IgD humana de germline...[gi: 184765] PubMed, Proteina, Secuencias Relacionadas, Taxonomia, OMIM,

LinkOut

LOCUS
DEFINICION

N.° ACCESO
VERSION
PALABRAS CLAVE

FUENTE
ORGANISMO

REFERENCIA
AUTORES
TITULO
REVISTA

MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTICAS

fuente

gen

intrén

SCD

exoén

HUMIGCHO1 495 bp ADN PRI 08-NOV-1994
Genes de la cadena de IgD de germline humana, regiéon C, dominio C delta-1
K02875
K02875.1 Gl: 184765
region C; germline; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena delta de
inmunoglobulina.
ADN de Homo sapiens (paciente individual aislado con leucemia linfocitica crénica
(LLC))
Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
1 (bases 1 a 495)
White, M.B., Shen, A.L., Word, C.J., Tucker, P.W. y Blattner, F.R.
Human immunoglobulin D: genomic sequence of the delta heavy chain
Science 228 (4700), 733-737 (1985)
85192522
La secuencia en formato legible por ordenador y el borrador de entrada (1) fueron
gentilmente cedidos por M. B. Blanco, 06-AGO-1985.
Los extremos de los exones C-delta y delta-s se localizaron comparando las
secuencias traducidas con las secuencias conocidas AA (1).
Situacion/Calificadores
1..495
/organismo = “Homo sapiens”
/aislamiento = “Paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC)”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”
tipo_célula = “linfocito”
/germline
union (1..495, K02876.1:1..300, K02877.1:1..300, K02878.1:1..500,
K02879.1:1..500, K02880.1:1..100, 1..200, K02881.1:1..200, K02882.1:1..52)

/gen = “IGHD”
<1..100
/gen = “IGHD”

/nota = “intrén J-C; G00-120 -084”

union  (101..403, K02876.1:1..202,

K02879.1:1..424, K02880.1:25..53)

/parcial

/gen = “IGHD”

/nota = “forma secretada”

/comienzo_codén =3

/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”

/n.°_proteina = “AAA52770.1”

/db_xref = “Gl: 495871”

/db_xref = “ GDB: G00-120 -084”
/translations *PTKAPDVFP1ISGCRRPKDNSPVVLACLITGYHPTSVIVIWYMG
TOSQPORTFPE IQRRDSYYMTSSOLSTPLOOWRQGEYKCVVOHTASKS KXETFRHPES
PKAQASSY PTAQPOAEGS LAKATTAPAT TRNTGRGGEEKKKEKEREEQEERETKT PEC
PSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDARLTWEVAGKVP TGGVEEGL
MGSQWHSﬂnPEMWMWWEPWWMb
NLLASSDPPEAASHLLCEVSGESPPNILLMWLEDOREVNTSGFAPARPP POPRSTTEH
RHSVLRVPAPPSPQPATY TCVVSHEDSRTLLNASRSLEVS YVTDHGPHK

101..403

/gen = “IGHD”

/nota = “dominio constante delta-1; G00-120 -084; putativo”
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SCD

intron

CONTADOR BASE

ORIGEN

VIIL

61
i
181
241
ol
E1} ]
521
481

114 a

ES 2426 194 T3

FIGURA 7EE

/nimero = 1

unién (101..403, K02876.1:1..202, K02877.1:101..172, K02878.1:1..424,
K02879.1:1..424, K02881.1:25..182, K02882.1:44..52)

Iparcial

/gen = “IGHD”
/nota = “enlace de membrana”
/comienzo_codén = 3
/producto = “cadena delta de inmunoglobulina”
/n.°_proteina = “AAA52771.1”
/db_xref = “Gl: 495872”
/db_xref = “ GDB: G00-120 -084”
/translations*PTKAPDVFPIISGCRHPKONS PVVLACLITGYHPTSVIVIWYMG
TOSOPORT FPEIQRRDSYYMT SSOLSTPLOOWROGEYKCVVOHTASKSKKEL FRWPES
PRAQASSVPTAQOPOAEGSLAKAT TAPATTANTORGGEEKKKE KEXKEEQEERETKT PEC
PSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDRAT FTCFVVGSDLIDAHLTWEVAGKVPIGGVEEGL
LERHSKGSQSCHSRLTLPRSLWNAGT SVICTLNHPSLPPQRLMALREPARDAPVKLSL
NLLASSDPPEAASWLLCEVSGE S PPN I LLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPOPRSTTFH
AHSVLRVPAPPSPOPATY TCVVSHEDSRTLLNASRS LEVSYLANTPLI POSXDENSDD
YTTFODVGSLWTTLSTFVALFILTLLYSGIVTFIEVK®

404.>495

/gen = “IGHD”
/nota = “G00-120-084”"

/nimero =1
179 c

120 g

82t

182 bp aguas arriba del sitio Sphl; cromosoma 14p32.3.
1 tttecctged

aggcccccoag
gtgttcooca
EgcLtgataa
agccagcece
agccagcLct
cacatcgcca
tcactcagas
cagasgcaag

ECccgtcacc
cgLcagacete
tcatarcagg
ctgggtacca
agagaacctt
ccacgoCccCh
gcaagagtaa
gggccccoca
ggctg

ctgecgecag
ccacrgrgtc
gtgcagacac
cccaacgree
cccrtgagaca
ccagsagegy
gaaggagatc
ggaccecccag

ggcckctgoc
tgeetEceag
SCaaaggata
grgaccgteca
camagacggg

cgecaaggeg
tEccgctggce
caccctecas

ckgcogtges cCEbgtocte
cacccaccaa ggctcocggat
acagccctgt ggtoccoggea
cCtggtacat ggogacacag
acagctacta cacgacaage
agcacaaatg cgtggtccag
taggtaggtbc gcaccggaga
tcagggccty accacaaaga

[SEC ID N.%: 42]

REGION C DE CADENA DE LA IG EPSILON HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)
SECUENCIA DE AMINOACIDOS i
>sp |P01880| DTC_REGION C DE CADENA DE LA IG EPSILON HUMANA — Homo sapiens (Humano)

10 20 o
| |
ASTQSPSVPP LTRCCKNIPS MATSVTLGCL
T0 (:]4] 20
| |
TLSGHYATIS
130 140 150
-
CDGGGHFPPT IQLLCLVSGY TPGTINITWL
1%0 200 210

VVDLAPSKGT

250
|

VNLTWSRASG

260

|

KPVNHSTRKE

I .
SQKHWLSDRT YTCQVTYQGH TFEDSTKKCA DSNPRGVSA

270

87

40

100
i

160

] !
EDGQVMDVDL STASTTQEGE LASTQSELTL

220

|

280
..

50 60
I |

ATGYFPEPVM VIWDTGSLNG TTMTLPATTL

il0 120
| -

LLTVSGAWAK QMFTCRVAHT PSSTDWVDNK TFSVCSRDFT PPTVKILQSS

"180

!

170

230 240
| I

Y LSRPSPFDLF IRKSPTITCL

300

290
) |

EKQRNGTLIV TSTLPVGTRD WIEGETYQCR



1o

VTHPELPRAL MRSTTRISGP RAARPEVYAFA TPEWPGSRDK RTLACLIQONF MPEDISVQWL
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320

|

FIGURA 7FF

130

340

iso

360

]T? 380 390 " 400 410 4290
: , |
HNEVQLPDAR HSTTQPRKTK OSGFFVFSRL EVTRAEWEQK DEFICRHVHé RASPSQTVQR
428
|
AVSVNEGK
[SEC ID N.°: 49]
SECUENCIA DE CODIFICACION
atggactgga CCLHgAatCcor Cttcteggtg grageagooa Cgogagresa Ctectagacy " 80
cagLrggtge agtetgggge t9aggcgagy aagccrygygyg caktcagtgag ggtctocctge 120
AAggCELCty GALACACCTT CALCOACCCC CatatcCact ggatacgaca ggccoctggg 180
€8Cg93Ctty agtgggrggy Atggaccast cocktaacagty gtggoacaas ctatgotecg 240
agarttcagy 9cagggtcac Catgaccaga gacgogricct CCagracage Cracatggac 3Joo
crgagaagtc tgegatcriga Cgactcggce gogocttact gogogaaaag tgacccrcoer 60
tggaghgatt ACCOCAACTT Cgactactcy tacactttgg acgterggdy coaagggace 420
acggtcaccy ECtcoicagt CcLcocachcag agooratcrog COCLECCCCEL gaccogoege 480
tgcasaaaca Ltccctccaa tgoceacotoe gtgactctgg gotgoctgge cacgggctac 540
ttcococggage cggtgatgge 9accrgggac acaggotccc toAAcgggac asctatgacc 600
ttaccagcca cocaCcCotoac QLECCOEOQt eactatgoeca coatcngott gctgaccgec 660
CCgggtgcgt gggCoaagra gargrecace tgocqrgtgg CACACACTCS atcQiccaca 720
Sactgggeicy ACAACAAAAC CTCCAQOGEC CJCCCCAGYY BCLLCACCCE goccaccgtyg T 78D
BAQACTLLAC AJLCQLCCTg ©Jacggooat §99cacttcd CEecgaccat ccagctoetg 840
EgoChogect cCgggtacac COCaggoact ACCAACALCA CCEtggetgga ggacggocag 500
gtcarggacg TOQACLLgLe CACCHCCLCT ACCACYCAgY Aggutgagct ggoccoccaca 550
€aaagcgags TCACCCLCag CCAgABGTAC tggotgtcag accgcoBoccta cacctgocag 1020
9ECACCLatc Bagytcacac CLItgnggnc sgcsccsaga agrgrgcaga ttccaaccog 1080
Agaggggtga 9egeCtacct magcrggoct agrocgttcg ACCTLYLLCAL Cogeaagtcog 1140
CCCACQALCa CCLgLCtggt SUtggaccty goacCCageh aggggaccgt gaaccegace 1300
tggtcecggy coagtgggea gecrgtgasc CACLCCACCA g8Aaggaygs GaAgCAgCge 1260
adtggcacgt teaccgtcac gLoCacooty COggbgggca ©OoCgaAgactg gatcgaggog 1320
gagacctacc agtgcagggt gaccCACCE: CACCEgCcca §YQcCotcAt goggtccacg 1380
accasgacca goygccogog THStgjcoocy gAAgtctAtg cgtttgogac gocogagtgg 1440
cCggggagoc gggacaagcy CACCCECgEs THocCEgatoc AgABCLECat gcctgaggac 1500
Atctoggege agtggotgca caacgaggty cagotcccgg acgooogges Cagoacgacg 1560
cagccoogea Agaccasggy crLocggotic toogrotoa gccgcctggé ggtgaccagg 1620
gcegaacggg agepgaaaga tgagttcatc [gccgigcag LooaLgagoc Bgegagooce 1680
tcacagaccg Locagcogagc g3ctgrotgra aatccoggta aatga 1725
[SEC ID N.°: 44]
GenBank
L00022 Ig humana activa
LOCUS HUMIGHAE2 1920 bp ADN PRI 22-DIC-1994
DEFINICION Genes de la cadena pesada épsilon-1 de Ig activa humana, regién constante
N.° ACCESO L00022 J00227 V00555
VERSION L00022.1 GI: 185035
PALABRAS CLAVE region C; inmunoglobulina épsilon; cadena pesada de inmunoglobulina; gen procesado.
FUENTE Linea celular de mieloma humano 266B1 ADN y cADN a mARN, clones H-Ilg-épsilon-11,
lambda-épsilon-1.2, pJJ71, pGET2 y K85/A12 (véase comentario).
ORGANISMO Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
REFERENCIA 1 (bases 1 a 1920)
AUTORES Flanagan, J.G. y Rabbitts, T.H.
TITULO The sequence of a human immunoglobulin epsilon heavy chain constant region gene,
and evidence for three non-allelic genes
REVISTA EMBO J. 1 (5), 655-660 (1982)
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MEDLINE
REFERENCIA

AUTORES

TITULO

REVISTA

MEDLINE
REFERENCIA

AUTORES

TITULO

REVISTA

MEDLINE
REFERENCIA

AUTORES

TITULO
REVISTA
MEDLINE
REFERENCIA
AUTORES
TITULO
REVISTA
MEDLINE
COMENTARIO

CARACTERISTICAS

fuente

prim_transcripc.

intrén

exon

intrén

exoén

conflicto

intrén

exoén

ES 2426 194 T3

FIGURA 7GG
84236029

2 (bases 528 a 736; 1044 a 1138)
Nishida, Y., Miki, T., Hisajima, H. y Honjo, T.
Cloning of human immunoglobulin epsilon chain genes: evidence for multiple C epsilon
genes
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (12), 3833-3837 (1982)
82247945
3 (bases 1 a 1920)
Kenten, J.H., Molgaard, H.V., Houghton, M., Derbyshire, R.B., Viney, J., Bell, L.O. y Gould,
H.J.
Cloning and sequence determination of the gene for the human immunoglobulin epsilon
chain expressed in a myeloma cell line
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79 (21), 6661-6665 (1982)
83065234
4 (bases 98 a 1884)
Seno, M., Kurokava, T., Ono, Y., Onda, H., Sasada, R., lgarashi, K., Kikuchi, M., Sugino, Y.,
Nishida, Y.y Honjo, T.
Molecular cloning and nucleotide sequencing of human immunoglobulin epsilon chain cDNA
Nucleic Acids Res. 11 (3), 719-726 (1983)
83168897
5 (bases 691 a 807; 1571 a 1818; 1860 a 1885)
Liu, F. T., Albrandt, K. A., Bry, C. G. y Ishizaka, T.
Expression of a biologically active fragment of human IgE epsilon chain in Escherichia coli
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81 (17), 5369-5373 (1984)
84298140
(2) y (1) indican el aislamiento de otros dos genes épsilon, épsilon-2 y épsilon-3. Los
autores (2) reivindican que épsilon-3 es un pseudogén. Max, et al. (Cell 29, 691-699 (1982))
lo comparan en (4) con la secuencia de la regién C y encuentran 3 diferencias con respecto
a los nucledtidos. La secuencia de aminoacidos que se deduce en (4) difiere en cierta
medida con la secuencia de la region C publicada. (5) expresion producida de la IgE en E.
coli mediante la insercién dentro del vector de expresion pUC7.
Fuente de informacion completa:
Linea celular de mieloma humano 266B1 ADN (2), (1), (5) y cADN a mARN (3), (4), clones
H-Ig-épsilon-11 (2), lambda-épsilon-1.2 (1), pJJ71 (3), pGET2 (4) y K85/A12 (5).
Situacion/Calificadores
1..1920
/organismo = “Homo sapiens”
/db_xref = “taxén: 9606”
/mapa = “14q32.33”

<1..1886

/nota = “épsilon-1 mMRNA”
<1..97

/gen = “IGHE”

/nota = “épsilon-1 intrén J-C”
98..406

/gen = “IGHE”

/nota = “Cadena pesada de Ig épsilon-1 (dominio CH1); G00-119 -335”
407..613

/gen = “IGHE”

/nota = “épsilon-1 intrén A”
614..934

/gen = “IGHE”

/nota = “Cadena pesada de Ig épsilon-1 (dominio CH2)”
735

/gen = “IGHE”

[cita = (3)

[sustituir = “

935-1020

/gen = “IGHE”

/nota = “épsilon-1 intrén B”
1021..1344
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FIGURA 7HH

/gen = “IGHE”
/nota = “Cadena pesada de Ig épsilon-1 (dominio CH3)”
conflicto 1124
/gen = “IGHE”
[cita = (3)
[sustituir = “ “
conflicto 1337
/gen = “IGHE”
[cita = (3)
[sustituir = “ “
intron 1345..1427
/gen = “IGHE”
/nota = “épsilon-1 intrén C”
exon 1428..>1759
/nota = “Cadena pesada de Ig épsilon-1 (dominio CH4)”
conflicto 1444..1445
/gen = “IGHE”
[cita = (3)
/sustituir = “ “
conflicto 1612
/gen = “IGHE”
[cita = (3)
[sustituir = “ “
conflicto 1785
[cita = (3)
/sustituir = “ “
gen union (L00021.1:57..495, 1..1758)
/gen = “IGHE”
SCD union (L00021.1:57..495, 98..406, 614..934, 1021..1344, 1428..1759)
Iparcial
/gen = “IGHE”

Inota = “Cadena pesada de Ig épsilon-1 (dominio V-D-J)’
/comienzo_codo6n =1
/n.°_proteina = “AAB59424.1”
/db_xref = “Gl: 386807”
/db_xref = “GDB G00-119 -335”
[translatione® HDWTWILFLVAAATRVHSO TQLVQSGAEVRKPGASVRVSCKASS
YTFIDSYIHWI RQAPGHGLEWVGH INPNSGETHNYAPRFOGRVTMTROASFSTAYMDLR
SLRSDDSAVH:MCSDPPHSWFDTSWHGWSSAWQSPSVPPLM
mxpmrmwmmrrpmmmumnmmmmsu
wwwmmvumssmmmcmmmmwmmmn
mw::.vsmmmmmovmwmmmmwsnmmm
WCQWQGHT?WQDSNPRGVSMLSRPSPFDLFIRJCSPTITCLWDW
SEMWSRASGW{STRKEBIQ&NMTVTSTLWMIEBET!OCRVTHP
HLPRALMSTIHSGPWMAPATPBHPGSRDHTMCLIOHPHPEDISVOWL}IN
EVQLPI}WOFRMESGFWPSRLMOEEHGI-WHEWPSWQR
AVSVIPGK® :
[SEC ID N.°: 60]
CONTADOR BASE 387a 658c 576g 299t
ORIGEN tras unos 3 kb; 1 bp aguas arriba del sitio BamHI.

1
[ 31
121
181
241
3ol
161
433
481
541
601
661
721
781

ggacceceoege
goctgaggcot
tecceecccga
tgccragoca
aacgggacas
accagcctge
cacactccat
agctoagaga
tgagggggry
acgrcgggage
agccoctccce
tcecgogacy
tacaccccag
ttgtccaccy

cacggggeee
ggcactgact
ccogetgeeg
cgggctactlt
crtatgaccet
tgaccgrcte
cgcccacaga
ceacagrece
ggcgggctca
azgaggaggg
cagtctgcke
gcsgcgggca
ggaccaccaa
ccrctaccoc

ccagctecoe
agottetgtc
Caaaaacatt
croggagecg
accagecace
999t5cgtag
etgggregac
caggegrgee
aacgrgggaa
catacagagc
cagggaccLe
Ettﬂc:ﬂﬁcﬂ
catcaccegg
gcaggaggge

catccaggcc
ctcacagecc
ccctccaatg
gtgatggtgn
accetcacge
gccaagcaga
adCladacct
aggctgaggg
cacccagcat
tcigagagge
accecgocca
ACCcAtccage
ttggaggacy
gagecTggcet
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ceccaggorg
ccacacagag
crcaccccege
cetgggacac
cctccggeea
Egetcacctg
:cngl:gg [ F. %
l:tggr:agug c
gccrgggoac
Caacaaccectr
ccgtgaagat
tccogegect
ggcaggrcat
ccacacabag

Atggglgceg
cccatecgoe
gactctogge
sggcueccee
ctacgccacs
cegrgtggca
gagaggycca
959caggggc
ccgagocagag
carcgaccace
creacagreg
cgtctetggyg
ggacgrggac
CQaAgGCECACT



841
s01
961
1021
1081
1lsl
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
. 1B01
1861

cteageraga
CACACCtEEg
gccacggagy
accccaaceco
toegcaagee
tgaaccrgac
agaagcagog
ggatcgaggg
tgcggtocac
Bagggagcgag
cccggaagte
€gectgeceyg
ggtgcagete
cEEcttcgee
cacctgeogt
Egtaaaccce
tgcagtsggy
ccccaaconaa

agcactgget
aggacagcac
ccagagaaga
gagaggggty
goccacgate
€tggrecegy
caatygcacyg
g9agacctac
gaccaagacc
‘tgagcgggge
tatgcgtttg
atccagaace
ccggacgeec
ttcagocgeoc
gcagcccatg
ggtasatgac
aggactggce
crgtgoeege
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gtcagaccgc
caagaagtgt
9999°939t9
agegectace
acecrgecegy
gccagrggga
Tcaaccgcca
cagtgeagygg
agcogrgage
cCcgggcrgac
cgacgcogga
rcatgccrga
ggcacageac
togaggtgac
aggcagcegag
gtaccectge
agaccLreeg
tcagagcocee

FIGURA 7II

acctacacct
gcaggeacgt
ggeccrcacae
taagceggec
tggtggacer
agcctgrgaa
cgrccacect
tgacceasce
catgggeagy
cccacgtcty
grggeegggg
ggacatctcg
gacgcageoc
cagggecgas
cccctcacag
cEtccctococ
tocactgttg
agtacaccca

gccaggcoac
teccaccoge
agcectecyy
cagcccgeec
ggeaceceage
ccactecace
gcegatggge
ccacctgooco
£eggggrege
gtcacaggec
agcrogggaca
gtgeagegge
cgcaagacca
toggagcaga
acegtccage
cccagggctc
caatgacccc
cccttgggag

cratceagge
ccrggtggee
tgraccacag
gaccrtgreca
aaggggaccyg
agaaaggagg
accogagacet
agggccceea
g99g99g9eaggy
cgogrgctge
agcgcaccct
tgcacaacga
agggcroegg
aagatgagece
gagcggtgte
catccagctg
aggaageeac
Tgg9caggge

[SEC ID N.%: 59]
IX. REGION C DE CADENA DE LA IG MU HUMANA - HOMO SAPIENS (HUMANO)
SECUENCIA DE AMINOACIDOS
>sp |P01871| MUC_REGION C DE CADENA DE LA IG MU HUMANA — Homo sapiens (Humano)
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SECUENCIA DE CODIFICACION

atggecrgga
gtgcegcLgg
tgcasggeek
ggacaagoge
cagaagttce

ccoggaggee ccteckegrg grtggoagoag
tgcagtctgy ggccgaggtg aagaageeorg
ctggaggcac CTLCAQOALGE CALQCTALSH
tLgagtggat gg9geqgggatc atceetacct
agggcagagt CBCOALCACC g9CQgacgaat
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[SEC ID N.%: 47]

ctacaggtgt ccaguccoccag
ggeccteggt gaagghoctcl
gctgggtgsg actaggcooct
ttggtacage anactacgcn
CCACGAagQCAC AQCCCLACALG
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gagctgagca getrgagatc tgaggacatg goegtgtatt acigtgogaa aacogggatc 3s0
‘CTogggtogt ACRgGAGEGY CRGYLACCCg Aaactoggact ACTAGCLacts Cg9Carcggac 420
gLCrggggsc BAgYGACCAC ggEcaccghc tcctcagyga gtgcatccogs CCCAATCCTE 480
tTcecccEcy CELCCtgtge gaatrcecceg tCggatacga gcagogtgge cgtoggcrgc 540
ctcgeacagg ACTTCCELTC Cgactccatc ACETULCCLCCT gOAAatAcaAa GaAcAACECE 600
gacatcagca geacccggay CLLCCCatca groctgagag 9999CA8gta CHCAGCCALS 660
tcacoggtgs LYCLgocEic Caaggacgtc atgeagggea, cagacgaaca cgtggtgcge 720
amagtccagec BCCCCAACOY] Camcadsgaa aagaldcgtgs CECLLCCAgE gartgotgag 780
ctgecceccaA aagtgagogt cttoghcococa ccoccgcgacg goLECrtcogy caaccococgo :1 1)
agcasgrcca agctcatctg ©CBggecacg ggrticagte oooggcagat teaggtgrec 900
tggctgogog aggggaagca gutgggocct ggogtcacca cggaccaggt goaggorgag 960
gococaasgagt ctggooccad gacctacadg gtgaccagca cactgaccat caaagagage 1020
gactggetea gecagagcal GUTCBCCTYE Cgogtggatc ACAgRISCCt gaccttecag 1080
cagaatgegt CCECCAtYEg LgECCCCSat Caagacacag CCBLCCgggt CLECQCCare 11a0
‘cocccatect ttgoeageat ctECCECACE Aagrecacca agttgacctg cccggtcaca 1200
gacckgheCa CCLAUQAChy CgEGRCCALC CCOTQUacce gooagantgg Cgoagetgey 1260
amaacccach CCAACALCTC CgAgAgCCAC CCCAATQCCA CLETCRgoge CHrLgggrgag 1320
gocagcatcl gogaggatga coggaatccc gdhgugngg: tcacgtgoac cgtgacccac 1380
acagacctgt €CECYCCBCE §AAQCAgAcs BECECCEgYs CCaagggggt ggcccrgeac: 1440
sggeccgatg botacttgct gocaccagoc ©gggagcage tgaacctgcg 99agroggcc 1500
ACCATCACOE §Cctggtgac gggettctct cocgoggacg CEtbcgtgca grggacgeag 1560
agggogcags CCLtgtcecc ggagaagtat gtgaccageg CCCCARLYCT tgagoccccong 1620
gccocococaggoe ggtacticge coacagoalc CLgACCOLgt cogaagagga atggaacacyg 1630
ggggegacct acacctgigt ggtggoocat gaggoccctge CChacagggt caccgagasy 1740
accgtggaca agtccacCgs: gggggagorg agogoccgacg aggagggcott tgagaacctg 1500
tgggecaccy coctecdacctt catogtectoc ttcctgotga §OCLCTLCLa cagrtaccace 1B&0
grcaccttgt tcaaggtgaan atga . 155;_
[SEC ID N.°: 46]
GenBank
X17115. mARN humano de IgH
LOCUS HSIGM201 2213 bp mARN PRI 03-ABR-1995
DEFINICION Secuencia completa de mARN de cadena pesada de IgM humana
N.© ACCESO X17115
VERSION X17115.1 GI: 33450
PALABRAS CLAVE cadena pesada de Ig; gen de IgM; cadena pesada de IgM; proteina transmembrana.
FUENTE humano
ORGANISMO Homo sapiens
Eucariotas; Metazoos; Cordados; Craneados; Vertebrados; Teledsteos;
Mamiferos; Euterios; Primates; Catarrinos; Hominidos; Homos.
REFERENCIA 1 (bases 1 a 2213)
AUTORES Friendlander, R. M.
TITULO Direct Submission
REVISTA Submitted (03-NOV-1989) Friedlander R. M., Harvard Medical School, Howard Hughes
Medical Institute, Department of Genetics, 25
Shattuck St, Boston, MA 02115, USA
REFERENCIA 2 (bases 1 a 2213)
AUTORES Friedlander, R. M., Nussenzweig, M. C. y Leder, P.
TITULO Complete nucleotide sequence of the membrane form of the human IgM heavy chain
REVISTA Nucleic Acids Res. 18 (14), 4278 (1990)
MEDLINE 90332450
REFERENCIA 3 (bases 1 a 2213)
AUTORES Kristensen, T., Loper, R. y Prydz, H.
TITULO An estimate of the sequencing error frequency in the DNA sequence databases
REVISTA DNA Seq. 2 (6), 343-346 (1992)
MEDLINE 93075997
OBSERVACION Errata: | (fe de erratas publicada en DNA Seq 1993 ; 3 (5): 337))
COMENTARIO

Para la secuencia gendmica véase <K01306>, <X14939> y <X14940>. El autor
menciona varios conflictos con estas secuencias. Datos revisados amablemente (30-
MAY-1990) por Friedlander R. M.

Situacion/Calificadores

1..2213

/organismo = “Homo sapiens”

/db_xref = “taxdn: 9606”

CARACTERISTICAS
fuente
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caracteristica_misc

SCD

péptidos_sefial
péptidos_mat

sitio_poliA

CONTADOR BASE

ORIGEN

61
121
181
241
3oy
361
421
481
541
601
661
721
781
B4y
spl
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1521
1681
1741
1801
1861

gctctagaac
CagCcEcatca
gtcoagtocc
grgaaggkct
cgacaggcec
graaaccacg
BCagoCraca
aaaaccggga
tacggratgg
gccCcaacce
gccgregget
aagaacaact
tacgcagcca
Cacgrggrgr
gtgaccgerg
ggcaacccoe
actcaggogt
gtgcaggcty
atcaaagaga
ctgacccece
gtccoogega
tgcctggtca
ggcgaagerg
gecgtggacyg
accgegacceo
gLggcecege
cgggageecgy
cagtggatge
cctgagocoee
gaatggaacs
grcaccgaga
tLtgagaace

1.39

/nota = “secuencia del VECTOR putativo Bluescript SKP+
[cita = (3)

73..1956
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FIGURA 7KK

/clon = “201-203”
/linea_celular = “linfoma 201”
ltipo_célula = “B”

ltipo_tejido = “linfoide”

/nota = “precursor (AA -15 a 612)”
/comienzo_codén =1
/n°_proteina = “CAA34971.1”
/db_xref = “Gl: 334517
/db_xref = “SWISS-PROT: P01871”
/db_xref = “SWISS-PROT: P20769”
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[SEC ID N.°: 52]

118..1953
/producto = “cadena pesada de IgM (AA 1 a 612).

2213

/nota = “sitio_poliA”

462 a

tagtggatce
ccatggactyg
aggtgcagect
ceTgcaagge
crggacaagg
cacagaagtc
tggagcrgag
tcctggggee
acgtccggag
[444 IS ]
goccogeaca
chgnoatcag
cctcacagyt
gcaaagLoca
agcegooroo
gcageaagrc
ectggcrtgcg
aggccaaaga
gcgacrggee
Bg:ugautgc
FCCCcCooaCc
cagaccrgac
tgaaaaccca
Bggccagcat
acacagacek
asaggccega
cCcaccaccac
agagygggca
aggccecagg
€g9gggg9agac
gaaccgrgga
cgcgggccac

708 ¢

ccocgggetge
gAcctggagg
ggcgcagtet
trcrggagge
gcttgagegg
cCcagggCaga
cagcctgaga
gtacagcagt
ccaagggace
egrocectge
ggactecete
cagcaccocgg
gctgoLgcet
gtaccccanac
caaagrgaqe
Caagctcate
cgaggggeag
gteegggcec
cagccagage
gtcococrccatg
ctTegoccage
cacctatgac
Caccaacate
crgcgaggnt
gcectogoca
tgtctockeg
grgccLggy
gocccrogeee
ceggracees
Ctacaccrge
cadgtccace
cgtcteccace

629 g

aggaattere
ccceccetoeg
9g999ct3ag99
accreocagea
atgggaggga
gtcacgacca
cocgaggaca
ggctggtace
acggtcaccyg
gagaateccc
cceogactcoon
ggctteccat
tccaaggacg
ggcaacaaag
grcteogLos
tgccaggeca
caggragggt
acgacctaca
atgrcacce
Lgegroccacg
BCctECcCca
agegtgacca
teceogagagoc
gactggaact
Ccrgasgcaga
etgcenccag
acgggcrTeT
cocggagaage
gooccacagca
gcggtggecc
5399399299
tteaccgcoe

93

414 t

taaagaagce
tggrggeage
Egaagaagcc
getacgctat
tcatccotat
ccgcggacga
cggccgega
cgaactcgga
tctecrcagg
cgtcggatac
tCacTEESES
cagtccogag
ECacgcagag
aaaagaacgr
caccocgoga
cgggrttcag
ctggcgtcac
aggrtgaccag
gcogegrgga
atcaagacac
ccaagtccac
tctcceggac
accccaatge
ccggggagag
ccatctccocy
cecggagagea
crccococgogga
acgcgaccag
tocctgacegt
atgaggccoc
tgAgCgCCcgA
tcccoccoect

ccegggagea
agccacagge
tgggrecreg
cagctgggtg
crteggtaca
acccacgage
Etacrtgrgog
ctaccactac
gagcgcates
gagcagcgty
ctggaaatac
agggggcaag
cacagacgaa
gcctctoeca
cggetteLee
tccococggeag
chcggaccag
cacagcgace
tcacaggggc
agccatcocgg
caagctgace

cocgocagaat
cactrtcage
greccacgrge
gcccaagggg
gCcrgaaccty
cgocceegeg
cgccecaatg
gtccgaaghg
gcccnacaggy

cgaggagggc
gagecTcLes
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FIGURA 7LL

1521 cachgtacca ccottacctt gttoaaggty ARATGAtccT BsacRagasgan
19681 cagagagagg AACTCAAAGY gGCgctgoct cogggtctgg ggtcctggoc
2041 gttggcacgt GETEccrtette cogeceggce tecagtigty tgCTotSaca
2101 cctogaccgg caggggctgy CLggCrtgca ggccacgagy taggotcotac
7161 tttgcbgtgt ACACYCLEgE tgocctgasa tasAtatgos cALEtEBCOC
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catcggagac
cgcg :ggm:l;
caggertoet
coccacacege
BEQ

[SEC ID N.°: 61]
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FIGURA 8D

NUCLEOTIDOS Y SECUENCIA DE AMI,NOACIDOS DE PROTEINA
REGION DE CODIFICACION DE pSHuSC

1137 .
GTCGATTCCCGGGTACE ATG GTG CTC TIC GTG CTC ACC TGC
met val leu phe val leu chr cys
1178/9% ’
CTG CIG GOG GTC TIC CCA GCC ATC TCC ACG ARG RGT CCC ATA TTT GGT CCC GAG GAG GTG
leu leu ala val phe pro ala ile ser thr lys ser pro ile phe gly pro glu glu val
1238729
AAT AGT GIG GAA GGT AAC TCA GTG TCC ATC ACG TGC TAC TAC CCA CCC ACC TCT GIC AAC
asn ser val glu gly asn ser val ser ile thr cys tyr tyr pro pro thr ser wval asn
1258/49 .
CGG CAC ACC CGG AAG TAC TGG TGC OGG CAG GGA GCT AGA GGT OGC TGC ATA ACC CIC ATC
arg his thr arg lys tyr Crp cys acg gln gly ala arg gly gly cyp ile thr lsu ile
13508/69 :
TCC TCG GAG GGC TAC GIC TCC AGC AAA TAT OCA GGC AGG GCT AAC CTQ ACC AAC TIC CCG
ser ser glu gly tyr val ser ser lys tyr ala gly arg ala asn leu chr asn phe pro .
14918/89
GAG AAC GGC ACA TTT GTG GTG AAC ATT GCC CAG CTG AGC CAG GAT GAC TCC GGG CGC TAC
glu asn gly thr phe val val asn ile ala-giln leu ser gln asp asp ser gly arg tyr
1478/109
ARG TGT GGC CIG GGC ATC AAT AGC OGA GGC CTG TCC TTT GAT GTC AGC CIG GAG GTIC AGC
lys cye gly leu gly ile asn ser arg qly leu ser phe asp’val ser leu glu val ser
1538/12% "
CAG GGT CCT GGG CTC CTA AAT GAC ACT ARA GTC TAC ACA GIG GAC CIG GGC AGA ACG GIG
gln gly pre gly leu lew aen asp thr lys val ryr thr val asp leu gly azrg thr val
15%8/149
ACC AYTC ARC TGC CCT TIC AAG ACT GAG AAT GCT CAA AAG AGG AAG TCC TIG TAC AAG CAG
thr jle asn cys pro phe lys thr glu asn ala gln lys arg lys ser leu tyr lys gln
1658/16%9
ATR GGC CIG TAC CCT GTG TTG GTC ATT GAC TCC AGT GGT TAT GTG AAT CCC ARC TAT ACA
ile gly leu tyx pro val leu val ile asp ser ser gly tyr val asn pro asn tyr thr
1718/189 .
GGA AGA ATA CGC CTT GAT ATT CAG GGT ACT GGC CAG TTA CIG TTIC AGC GTT GTC ATC ARC
gly arg ile arg leu asp iles gln gly chr gly gln leu l=u phe ser val val ile asn
1778/209 :
CAA CTC AGG ,CTC AQC GAT GCT GGG CAG TAT CTC TGC CAG GCT GGG GAT GAT TCC AAT AGT
gln leu arg leu ser asp ala gly gln tyr leu cys gin ala gly asp asp par asn ser
1838/229

- AAT ARG AAG AAT GCT GAC CTC CAA GTG CTAR RAG CCC GAG CCC GAG CTG GTT TAT GAA GAC

asn lys lys asn ala asp leu gln val lev lys pro glu pro glu leu val tyr glu asp
1858/249

CTG AGG GGC TCA GTG ACC TTC CAC TGT GCC CTG GGC CCT GAG GTG GCA AAC GTG GCC AAA
leu arg oly ser val cthr phe his cys ala leu gly pro glu val ala asn val ala lys
1458/26% -
TTT CTG TGC CGA CAG AGC AGT GGG GAR MC TGT GAC GTG GTIC GTC AAC ACC CTG GGG ARG
phe leu cys arg gln ser ser gly glu asn cys asp val val val asn thr leu gly lys
2018/289

AGG GCC CCA GCC TTT GAG GOC AGG ATC CIG CTC AARC CCC CAG GAC AAG GAT GGC TCA TIC
arg ala pro ala phe giu gly arg ile leu leu asn pro gln asp lys asp gly ser phe
2073/309

AGT GTG GTG ATC ACA GGC CTG@ AGG AAG GAG GAT GCA GGG CGC TAC CTG TGT GGA GCC CAT
ser val val ile thr gly leu arg lys glu asp ala gly arg tyr leu cys gly ala kis
2138/323

TCG GAT GGT CAG CTG CAG GAA GGC TCG CCT ATC CAG GCC TGG CAA CTC TTC GTC AAT GAG
ger asp gly gla leu gln Glu gly ser pro ile gln ala crp gln leu phe val asn glu
2198/34%9 .

GAG TCC ACG ATT CCC CGC AGC CCC ACT GTG GIC ARG GGG GIG GCA GGAR AGC TCT GTG GCC
glu ser thr ile pro arg ser pro thr val val lys gly val ala gly ser ser val ala
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FIGURA 8D (Cont.)

2258/1369
GTG CTC TGC CCC TAC RAAC CGT AAG GAA AGC ARA AGC ATC AAG TAC TGG TGT CIC TGG GAA
val leu cys pro tyr asn arg lys glu ser lys ser ile lys TYT trp cys leu txp glu
2318/389
GGG GCT CAG AAT GGC CGC TGC CCC CTG CTG GTG GAC AGC GAG GGG TGG GTT AAG GCC CAG
gly ala gln asn gly srg cys pro leu leu val asp ser glu gly trp val lys ala gln
2378/409 - ‘
TAC GAG GGC CGC CTC TCC CTG CTG GAG GAG CCA GGC AAC GGC ACC TTC ACT GTC ATC CTC
tyr glu gly arg leu ser leu leu glu glu pro gly asn gly thr phe thr val ile ley
2438/429 .
AAC CAG CTC ACC AGC CGG GAC GCC GGC TTC TAC TGG TGT CTG ACC AAC GGC GAT ACT CTC
asn gln leu thr ser arg asp ala gly phe tyr trp cys leu thr asn gly asp thr leu
2498/a49
TGG AGG ACC ACC GTG GAG ATC AAG ATT ATC GAR GGA GAA CCA AAC CTC ARG GTT CCC GGG
trp axg thr thr val glu ile lys ile ile glu gly glu pro asn leu lys val pro gly
2558/469 -
ART GTC ACG GCT GTG €TG GGA GAG ACT CTC AAG GIC CCC TGT CAC TTT CCA TGC AAA TTC
asn val thr ala val leu gly glu chr leu lys val pro cys his phe pro cys lys phe
2618/489 .
TCC TCG TAC GAG AAA TAC TGG TGC AAG TGG AAT AAC ACG GGC TGC CAG GCOC CTG CCC AGC
ser ser tyr glu lys tyr trp Cys lys trp asn asn thr gly cys gln ala leu Pro ser
2678/509 :
CAA GAC GAA GGC CCC AGC AAG GCC TTC GTG AAC TGT GAC GAG AAC AGC CGG CTT GIC TCC
gln asp glu gly’'prd ser lys ala phe val asn cys asp glu asn sex arg leu val ser
2738/529 )
CTG ACC CTG AARC CTG GTG ACC AGG GCT GAT GAG GGC TGG TAC TGG TGT GGA GTG ARG CAG
leu thr leu asn leu val thr arg ala asp glu gly trp tyxr trp cys gly val lys gln
2798/549 . '
GGC CAC TTC TAT GGA GAG ACT GCA GCC GTC TAT GIG GCA GTT GAR GAG AGS AAG GCA GG
gly his phe tyr gly glu thr ala ala val tyr val ala val glu glu arg lys ala ala
2B58/569 : . .
GGG TCC CGC GAT GTC AGC CTA GCG ARG GCA GAC GCT GCT CCT GAT GAG ARG GTG CTA GAC
gly ser arg asp val ser leu ala lys ala asp ala ala pro asp glu lys val leu asp
2918/589 : '
TCT GGT TTT CGG GAG ATT GAG AAC AAR GCC ATT CAG GAT CCC AGG CTT TTT GCA GAG TGA
ser gly phe arg glu ile glu asn lys ala ile gln asp prc arg leu phe ala glu
2878 .

- ATTC

[SEC ID N.°: 12]
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FIGURA9
LISTA DE SECUENCIAS

<110> PLANET BIOTECHNOLOGY, INCORPORATED
Larrick, James William
Wycoff, Keith Lynn
<120> NOVEL IMMUNOADHESION FOR THE PREVENTION OF RHINOVIRUS INFECTION
<130> 030905.0003.WO
<140> Pendiente de asignacion
<141> 2001-04-27
<150> 60/200, 298
<151> 2000-04-27
<160> 8
<170> FastSEO para Windows version 4.0
<210> 1
<211> 1596
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1) ... (1596)
<223> ICAM-1
<400= 1
BEg gCCL CCC agc Agc ©COC ©gg Cof gog ctg ©oc goa cEd £tg gte ctg
Met Ala Pro Ser Ser Pro Arg Pro Ala Leu Pro Ala Leu Leu Val Len
1 5 ’ 10 15
CCC 83 gct ctg tic coca gga cct gge aat goc ©ag aca tct geg tee
Leu Gly Ala Leu Phe Pro Gly Pro Gly Asa Ala Oln Thr Ser Val Ser
20 25 - a0
CCC CCA Bad QEC AEC €ty ©CC €59 998 ggc tee gtg ctg g.:g aca cgc
Pro Ser Lys Val Ile Leu Pro Arg Gly Gly Ser Val Leu Val Thr Cya
is . 40 45
agc ace Lo ©gt gac CAg ©cc aag ttg t;:_g ggc ata gag acc ccg Ltg
Ser Thr Ser Cys Asp Clm Pro Lys Leu Ley Gly Ile Glu Thr Pro Leu
" 50 55 1]
CCt a8d akg gag Lrg CLc ©tg €€t qgg aac AAc l:g-g aag gl:g- cat gaa
Pro Lys Lys Glu Leu Leu Leu:Pro Gly Asm Asn Arg Lys Val Tyr Glu

65

10 75 B0
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FIGURA 9 (Cont.)

Ctg agc aat gtg ¢ss gaa gat agc caa eca atg tg¢ tat tca aac tgc 288

Leu Ser Asn Val Gln Glu Asp Ser Gln Pro Mec Cys Tyr Ser Asn Cys
85 50 95
CCt gat ggg cag tca aca got aaa ace LTC ctc acc grg tac tgy act 336
Pro Asp Gly Gln Ser Thr Ala Lys Thr Phe Leu Thr Val Tyr Trp Thr
200 105 . 110
cca gaa cgg gtg gaa ctg gca ccc ctc ccc tct tgg cag. ¢ca gtg ggc 384
Pro Glu Arg Val Glu Leu Ala Pro Leu Pro Ser Trp Gln Pro Val Gly
115 120. 125
a4ag aac ctt acc cta cgc tgc cag gtg gag.ggt ggg gca cce c€gg gco 432
Lys Asn Leu Thr Leu Arg Cys Gln Val Glu Gly Gly Ala Pro Arg Ala
130 p 1450
aac Cctc acc gtg gtg ctg cte cgt ggg_gag aag gag ctg aaa ¢gg gig 460
Asn Leu Thr Val Val Leu Leu Arg Gly Glu Lys Glu Leu Lys Arg Glu
145 . 150 i 155 160
" cca gct geg ggg gag ccc gct gag gtc acg acc acg gtg ctg gtg agg 528
Pro Ala Val Gly Glu Pro Ala Glu Val Thr Thr Thr Val Leu Val Arg
165 170 ' 175
aga gat cac cat gga gec aat ttc tcg tge ege act gaa C€tg gac ctg 576
Arg Asp His His Gly Ala Asn Phe Ser Cys Arg Thr Glu Lesu Asp Leu .
180 185 190
€gg €CC caa ggg ctg gag ctg ttt gag aac acc tcg gcc ccc tac cag €24
Arg Pro Gln Gly Leu Glu Leu Phe Glu Asn Thr Ser Ala Pro Tyr Gln
185 200 . 205
€tc cag acc ttt gtc ctg cca gcg act cCcc tca caa ctt gtec age cec 672
Leu Glo Thr Phe Val Leu Pro Ala Thr Pro Pro Gln Leu Val Ser Pro-
210 215 . 220
©gg gtc cta gag gtg gac acg cag ggg ace gtg grc tgt tc¢ ¢tg gac 720
Arg Val Leu Glu Val Asp Thr Gln Gly Thr Val val Cya Ser Leu Asp
225 230 2138 ' 240
ggg c€tg CLtc cca gtc tcg gag gee cag gtc cac ctg gca ctg ggg gac 768
Gly Leu Phe Pro Val Ser Glu Ala Gln Val His Leu Ala Leu Gly Asp
245. 250 255
cag agg ttg aac ccc aca gkc acc tat ggc aac gac tce tte teg gee .. 81i¢
Gln Arg Leu Asn Pro Thr Val Thr Tyr Gly hsn Asp Ser Phe Ser Ala
260 ) o 265 270
aag gcc tca gtc agc gtg ace. geca gag gac gag ggec acc cag cgg cig B&4
Lys Ala Ser Val Ser Val Thr Ala Glu Asp Glu Gly Thr Gln Arg Leu
275 280 . 285 .
acg tgt gca gta ata <©tg ggg aac Cag agc cag gag aca ctg <ag aca 922
Thr Cys Ala Val Ile Leu Gly Asn Gln Ser Gln Glu Thr Leu Gln Thr
250 ° 295 300
gtg acc atc tac agc Ltt ccg gég ccc aac gtg att ctg acg aag cca . 560
Val Thr Ile Tyr Ser Phe Pro Ala Pro Asn Val Ile Leu Thr Lys Pro
305 ° 310 315 3zb
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FIGURA 9 (Cont.)

gag grc tca gaa ggg acc gag gtg aca gtg aag tgt gag gce cac cct lo08
Glu Val Ser Glu Gly Thr Glu Val Thr Val Lys Cys Glu Ala His Pro
328 330 335
aga gcc aag gtg acyg €ty aat ggg gtt cca gce cag cca ctyg ggc ccg 1056
Arg Ala Lys Val Thr Leu Asn Gly Val Pro Ala Gln Pro Leu Gly Pro
40 345 350
agg gcc cag cte ctg CLg aag gcC acc cca gég gac aacC ggg c¢gc agce 1104
Arg Ala Gln Leu Leu Leu Lys Ala Thr Pro Glu Asp Asn Gly Arg Ser
358 . 3s0 365 '
ttc-tee tgec tct gca acc ctg gag gty gcc ggc cag ottt ata bac aag 1152
Phe Ser Cys Ser Ala Thr Leu Glu Val Ala Gly Gln Leu Ile His Lys
370 B ¥ - 380
aac cag AcC c¢gg gag Ctt cgt gtc ctg tat ggc ¢cC cga ctg gac gag 1200
Asn Gln Thr Arg Glu Leu ‘Arg Val Leu Tyr Gly Pro Arg Leu Asp Glu
38s 350 385 400
agg gat tgt ccg gga aac tgg acg tgg cca gaa aat te¢e chg cag act 1248
Arg Asp Cys Pro Gly Asn Trp Thr Trp Pro Glu Asn Ser Glm Gln Thr
405 ’ 410 . 415 \
C€ca atg tgc cag gct Lgg ggg aac cculktg ccc gag ctc aag tgg cta 1296
Pro Met Cys Gln Ala Trp Gly Asn Pro Leu Pro Glu Leu Lys Cys Leu
420 . 425 - 430
sag gat ggec act ttc cca ctg ccc atc ggg gaa tca gtg act gte act 1344
-Lys Asp Gly Thr Phe Pro Leu Pro Ile Gly Glu Ser Val Thr Val Thr
435 4430 445
cga gat ctt gag g9g9c acc tac ctc tgt cgg gcc agg age ch caa gg9g9 13192
Arg Asp Leu Glu Gly Thr Tyr Leu Cys Arg Ala Arg Ser Thr Gln Gly
450 . 455 460 ’
gag gts acc cgs aag gtg acc gtg aat gtg Cte teC cce €gg tat gag 1440
Glu Val Thr Arg Lys Val Thr val Asn Val Leu Ser Pro Arg Tyr Glu
465 - a70 475 480
age gtc ate atc BCt gtg Qta gca gocc gca gtc ACLA atg ggc act gca 1488
Ile Val Ile Ile Thr Val Val Ala Ala Rla Val Ile Met Gly Thr Ala
. 485 490 ' 485
ggc ctec age acg tac ctc tat aac cge cag cgg aag ate aag aaa tac 1536
Gly Leu Ser Thr Tyr Leu Tyr Rsn Arg Glmn Arg Lys Ile Lys Lys Tyr
- 500 505 510
aga cta caa cag gcc Caa aaa ggg acc ccc aty aaa €cg aaC aca caa 1584
Arg Leu Gln Gln Ala Gln Lys Gly Thr Pro Met Lys Pro Asn Thr Gln
515 520 . 525
gcc acg cct cce : 1596
Ala Thr Pro Pro
5§30

[La secuencia de ADN tiene el SEC ID N.°: 1]
[La secuencia de proteina tiene el SEC ID N.°: 2]
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FIGURA 9 (Cont.)

<210> 2 288
<211> 532 ’
<212> PRT
<213> Homo Sapien
336
<400> 2 ] .
Met Ala Pro Ser Ser Pro Arg Pro Ala Leu Pro Ala Leuy Leu Val Leu
1 5 . 10 15
Leu Gly Ala Leu Phe Pro Gly Pro Gly Asn Ala Gln Thr Ser Val Ser 384
- 20 25 30 .
Pro Ser Lys Val Ile Leu Pro Arg Gly Gly Ser Val Leu Val Thr.Cys
. 35 . . .
Ser Thr Ser Cys Asp Gln Pro Lys Leu Leu Gly Ile Glu Thr Pro Leu 432
S0 5SS 60
Pro Lys Lys Glu Leu Leu Leu Pro Gly Asn Asn Arg Lys Val Tyr Glu
65 ] 70 75 80 .
Leu Ser Asn Val Gln Glu Asp Ser Gla Pro Met Cys Tyr Ser Asn Cys 480
85 ‘ 50 9s
Pro Asp Gly Gln Ser Thr Ala Lys Thr Phe Leu Thr Val Tyr Trp Thr
100 105 : 110
Pro Glu Arg Val Glu Len Ala Pro Leu Pro Ser Trp Glm Pro Val Gly 528
115 . 120 ) 125
Lys Asa Leu Thr Leu Arg Cys Gln Val Glu Gly Gly Ala Pro Arg Ala
130 135 140
Asn Leu Thr Val Val Leu Leu Rrg Gly Glu Lys Glu Leu Lys Arg Glu 576
145 150 155§ 160 ’
Pro Ala Val Gly Glu Pro Ala Glu Val Thr Thr Thr Val Leu Val Arg
. 165 170 . 175 .
Arg Asp His His Gly Ala Asan Phe Ser Cys Arg Thr Glu Leu Asp Leu 624
- 180 _ ) 185 . 1s0
Arg Pro Gln Gly Leu Glu Leu Phe Glu Asn Thr Ser Ala Pro Tyr Gln
195 200 205 ’
Leu Gln Thr Phe Val Leu Pro Ala Thr Pro Pro Gln Leu Val Ser Pro
210 215 . 220 -
Arg Val Leu Glu Val Asp Thr Glmn Gly Thr Val Val Cys Ser Leu Asp
225 230 235 240
Gly Leu Phe Pro Val Ser Glu Ala Gln Val His Leu Ala Leu Gly Asp
: : 245 250 255 .
Gln Arg Leu Asn Pro Thr Val Thr Tyr Gly Asn Asp Ser Phe Ser Ala
260 26S 270
Lys Ala Ser Val Ser Val Thr Ala Glu Asp Glu Gly Thr Glan Arg Leu
215 280 288
Thr Cys Ala Val Ile Leu Gly Asn Gln Ser Glm Glu Thr Leu Gln Thr
250 295 ’ 300
Val Thr Ile Tyr Ser Phe Pro Ala Pro Asn Val Ile Leu Thr Lys Pro
305 310 . 31s 320
.Glu Val Ser Glu Gly Thr Glu Val Thr Val Lys Cys Glu Ala His Pro
325 330 335. 86a
Arg Rla Lys Val Thr Leu Asn Gly Val Pro Ala Gln Pro Leu Gly Pro
340 ’ 34S 350.
Arg Ala Gln Leu Leu Leu Lys Ala Thr Pro Glu Asp Asn Gly Arg Ser
3s5s 360 - 365 922
Phe Ser Cys Ser Ala Thr Leu Glu Val-Ala Gly Gla Leu Ile His Lys
370 37s, : 380
Asn Gln Thr Arg Glu Leu Arg Val Leu Tyr Gly Pro Arg Leu Asp Glu
aBS 3%0 3gs .- . 400 560
Arg Asp Cys Pro Gly Asn Trp Thr Trp Pro Glu Asn Ser Gln Gln Thr
© 40§ 410 41s

672

720

768
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Pro Met

Lys Asp

Cys
Gly

Gln
420
Thr

Ala

Phe

435

Arg Asp
450
Qlu Val
465
Ile Vval

Gly Leu

Leu

Leu
Thr
Ile
Ser

Gln

Glu Gly

Arg Lys

Ile Thr
. 485
Thr
500

Gln Ala

515~

Ala Thr

530

<210> 3
<211>
<212>
<213>

<400> 3

gctataagga
Lcagocotogo
Ecgggactet
CECLgoooey
tgttgggcat
aggtgtacga
ctgatgggca
aactggcacc
tggaggotgg
tgaaacggga
gagatcacca
_tggagctgec
ctecScEaca
gticcctgga
agaggctcgaa
gtgtgaccge
agagccagga
Lgacgaagcc
gagccaaggt
tgctgaaggc
tggcocggoca
gactggacga
caatgugeca
tLcccactgeo
gtegggccag
cococggtatga
goctcageac
cccaaaanagg
Jggecagggcc
tggaagacec
tgrcctcagoc
gccacgcate
atgacegatcg
‘cccaccaktga

Pro Prg

3003
ADN
Homo sapiens

tcacgegooc
tatggctococ
gktcoccagga
fgggaggctcc
agagacccey
ACtgagcasat
gtcaacagce
CCTCCCCCCCC
ggcacccogy
gccagcotgtg
tggagccaac
tgagaacace
acttgtcage
cgggcetgtte
coccacagtc
agaggacgag
gacactgoag
dgaggtcoca
gacgctgaak
caccccagag
gocttacacae
gagggattcgt
ggcttggggg
catcggggaa
gagcactcaa
gacttgtcatec
grAaccCLCLAL
gacccceatyg
Ecttcctogg
ACgcCatgca
cagatacaac
CgAaCcCLgTaAg
gatgttaaag
ggacatacaa

ES 2426 194 T3

Trp Gly
Pro Leu

Thr Tyr
455
Val Thr
470

val val

Leu Tyr

Gln Lys

cagtecgacge
agcagecooe
cctggoaacyg
gtgcrggega
Ctgccoaaaa
gtgcaagaag
aasaaccttcoc
tggeagocag
gecaacctca
gaggagcccg
tLecegogee
Teggceccct
cecogggLoc
ccagteregg
acctatggca
ggcacccago
atagtgacea
gaagggaccg
ggggtEccag
gacaacggge
aaganccaga
cogggaaact
aaccCcactgc
ccagtgacty

ggggaggtca

atcactgrgg
aacegecage
asaccgaaca
ccttcococcata
gectacaccta
agcatceggg
tcacatgact
tctagectga
ctgggaaata

Asn
Pro
440
Leu
val
Ala

Asn

Gly
520

Pro
425
Ile

Asn

Ala

Leu
Gly.
Ars
val

Ala

Pro Glu

Glu Ser

Ala Arg
460
Leu Ser
47S

val Ile

450

Arg
505
Thr

cgagcrcote
ggcocccgegct
coccagacacc
catgcagcac
aggagtLgcc
atagccaace
Ccaccgtgta
cgagecaagaa
cegbggtget
ctgaggtcac
gecactganck
accagetcca
tagaggtgga
aggeceaggt
acgactcctt
ggctgacgtg
EcktacagetTtT
aggtgacagt
cccagecact
gcagetiete
cococgggaget
ggacgtggcc
ccgagctcaa
tcactogaga
cococgcanggt
tagcageege
ggaagatcaa
eacaagecac
ccggtggcag
cocggeectgg
gccaktggtac
aagccaagag
tgagagggga
ctgaaacttg

116

Gln

Pro

Arg Lys

Met Lys

tgceaceeayg
gocogcacto
tcgEtgtoccco
eteckgtgac
CCTOcCrggg
aatgtgctat
ctggactcca
ectracecta
gctcogtggy
gaccacggtg
ggaccegegg
gaccCCtgte
cacgcagggg
ccacctbtggca
ctcggccaag
tgcagtaata
tecoggegece
gaagtgtgag
gagcccyagyg
ctgcteLgea
tcgtgteceg
ajaaaatccc
gtgtccaaag
tcttgRggge
gaccgtgaat
agtcataatcg
gaaacacaga
gococtocctaa
tggtgccaca
gacgccggag
ctgcacacct
gaaggagcaa
agEggorg9gg
ctgocotattg

Leu Lys Cys Leu

430

Val Thx Val Thr

445
Ser Thr Gla Gly
Pro Arg Tyr Glu
480
Met Gly Thr Ala

435
Ile Lys Lys Tyr
510

Pro Asn Thr Gln

525
[SEC ID N.°: 2]
agtrgcaace -1
ccggbccege 1ZD
Ccaaaaguoca - 180
cagcccaagt 240
aacpaccogga oo
tcaaactgeooc 3160
gaacgggcLgg 420
egctgceaag 480
gagaaggage 540
crtggtgagga G600
ccoccaaggge G660
ctgccagocga 720
accgrggtct 780
cEgogggace 840
gectcagtca 200
cEggggaace 260
ancgtgattc 020
gcoccacccra 1D0BO
geccagctboo 1140
accctggagg 1200
Larggcceee 1260
cagcegactoc 1320
gatggcactt 1380
ACCEACCESE 1440
gtgctctccc 1500
ggcactgcag 1560
ctacancngg 1820
acctACcccg 1680
ctgaacagag 1740
gacagggcat 1800
Aaaacactag 1860
gactcaagac 1220
gagacatagc 1580
ggtatgctga 2040
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ggccccacay acttacagaa gaagtggcce tocatagaca tgtgtagcat caaaacacaa 2lo0
aggoccacac Ltcctgacgy atgeccagcebt guygcactget gtctactgac COCAACCCLE 2160
gacgatatgt atttaCttceaTt CCgQTUCarcTEE BCEEIE'EFH'Et CACEgagtgt cttctatgra 22290
ggctaaatga acataggtct ctggoctcac ggagckccca gtccatgtea cattcanggt 2280
caccaggtac agttgtacag gLtgtacact gocaggagagl goclLggcaaa aagatcaaat 2340
ggg*gn':l:ggga CLECECAattg gccaacctgc CLTLScccag aaggagtgat TLttctateg 2800
gcachaaagc actatatgga ctggtaatgg TTCcACAggtt CAgaAgatTtac ccagtgagge 24840
cttattoccbc ccttcccoocc aaaactgaca ccoctttgitag ccacctococcc acccacatac 2520
AtTLctgocca gtgitcacaa Lgacactcag CggLcatgte tggacatgag tgoccaggga 2580
atatgeccaa getatgectt gtectcrCtgt corgtttgca tttcactggg agocttgcact 2640
attgcagctc cagtttcoctg cagtgatcag ggtcctgcaa gcagtgggga agggggccas 2700
ggtattggag JActCoCCLOC CAJETTEgga agecteateco goegrtgtgtge grgtghgkgte @ 2764
atgtgtagac aagebotogC CLCotgtcaccs aggotSgagt gocagbagrge aatcatgget 2820
cacrtgocagtc tigacctttt gggotcaagl gatccLcoca CCLCAgoCEe ctgagtaget 2880
gggaccatag gricacaaca ccacacctigg caaattbgat LtocEttEttt ttrceteagag 2940
acggggbcte goaacattge ccagacbtce EEtgtgttag ttaataaagce tcectcaaco 3000
goc 3003
[SEC ID N.°: 3]
<210> 4
<211> 6
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Ser Glu Lys Asp Glu Leu
1 5
[SEC ID N.°: 4]
<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Arg Ser Glu Lys Asp Glu Leu
1 5
[SEC ID N.°: 5]
<210> 6
<211> 52
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 6
tetgrttceca ggaactagtt tggcacagac atctgtgtcc ccctcaaaag te 52
[SEC ID N.°: 6]
<210> 7
<211> 38
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 7
cataccgggy actagtcaca ttcacggtcea cctogegg ae
[SEC ID N.°: 7]
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gln Thr
2

Val Leu

Ile Glu

Arg Lys
50

Cys Tyx

€5

Thr val

Trp Gln
Gly Ala
Glu Leu
130
Thr Val
148 -
Thr Glu
Ser Ala

Gln Leu
Val Cys
210
Leu Ala
225
Asp Ser
Gly Thr
Glu Thr

Ile Leun

250

Cys Glu
lo5
G%n Pro

Asp Asn

8
799
PRT

Homo sapiens

SCD

(1) ... (448)

ES 2426 194 T3

Dominios extracelulares de ICAM-1

SCD

(453) ... (799)
IgA2m (2) humana

8
Ser

Val
Thr
35

Val
Ser
TYT
Pro
Pro
115
Lys
Leu
Leu
Pro
Val

195
Ser

Phe
Gln
Leu
275
Thr
Ala

Leu

Gly

val
Thr

20
Pro

Tyr
ASn

Trp

val
100
Rrg
ATg
val
Asp
TYr
180
Ser
Leu
Gly
Ser
260
Gln
Lys
Hig

Gly

340

Ser
5
Cys

Leu
Glu
Cys
Thr
85

Gly
Ala
Glu
Arg
Len
189
Gln
Pro
Asp
Asp
Ala
245
Levu
Thr
Pro
Pro
Pro

325
Ser

Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
70

Pro
Lys
Asn
Pro

150
Axg

Arg
Gly
Gln

230
Lys

Thr

Val
Glu
Arg
310
Arg

Phe

ser

Lys

Ser
55
Asp

Glu

Asn

_nla
135
Asp
Pro
Gln
fal
Leu
215
Arg
Rla
Cys
Thr
val
298
Ala
Ala

Ser

Lys
Ser
Lys
Q0

Asn
Gly
Arg
Leu
Thr
120
val
His
Gln
Thr
Leu
200
Phe
Leu

Ser

‘Ala

Ile
280
Ser
Lys

Gln

val

Cys
25

Glu
Val
Gln
val
105
val
Gly
Ris
Gly
Phe
165
Glu
gro
Asn
Val
val
285
Glu
val

Leu

Ser
345

Ile
10

Asp
Leu
Gln
Ser
Glu
S0

Leu
val
Glu
Gly
Leu
170
val
val
Vval
Pro
Ser
250
Ile
Ser
Gly
Thx
Leu

330
Ala

118

Leu

Gln

Leu

Glu

Thr
15

Leu
Arg
Leu
Pro
Ala
1585
Glu
Leu
Asp
Ser
Thr
235
val
Leu
Phe
Thr
Leu
kh § 1

Leu

Thr

Pro

Leu
Rsp
60

Ala
Ala
Cys
Leu
Ala
140
Asn
Leu
Pro
Thr
Glu
220
val

Thr

Gly

Pro
Glu
300
Asn
Lys

Leu

Arg
Lys
Pro
4S

Sex
Lys
Pro
Gln
Arg
125
Glu
Phe

Phe

Gln
205
Ala
Thr
Ala
AEBD
Ala
285
Val

Gly

Ala

Glu

Gly

Leu

a0

Gly
Gln
Thr

Leu

val

110
Gly

val
Ser
Glu
Thr
150
Gly

Gln

Glu
Gln

270
Pro

Val

Thr

val
3s0

Gly
15

Leu
Asn
Pro
Phe
Pro
8s

Glu

Glu

Thf

Cys
Asn
175
Pro
Thr
val
Gly
ABp
255
Sex

Asn

Val

Pro

Pro
33s
Ala

Ser
Gly
Asn
Metx
Ley
80
Ser
Gly
Lys
Thr
Arg
160
Thr.
Pro
Val
His
Asn
240
Glu
Gln
Val
Lys
Ala
320

Glu

Gly



FIGURA 9 (Cont.)

Gln
Pro
Asn
385
(_ilu
Ser
Arg
Ser
Leu
465
Gln
Gly
Gly
Cys
Ser

545
Cys

Asp
Ala
Ser

625
Phe

Fro
Cys
Glo
705
Leu
Met
Asp

Ala
785

Leu

Arg
370
Ser
Leu
val
Ser
Gly
450
Asp
Gly
Gln
Asp
Pro

530
Ser

cys

Leu

Ala

val
610
Arg
Thr
Ile
Pro
Leu
690
Gly
Gln
Arg
val
Arg

770
Glu

Ile
355
Leu
Gln
Lys
Thr
Thr
435
Ser
Ser
Phe
Asn
Leu
815
Asp
Gln
His
Gly
Serxr
5958
Gln
val
Cys
Thy
Pro
875
Ala
Ser
Glu
Val
Gly
755

Leu

Ala

His
AsSp
Gln
Cys
val
420
Gla
Ser
Thxr
Phe
vVal
500
YT
Gly
Asp
Pro
Ser
580
Gly
Gly
Leu
Thr
Lys
660
Ser
hrg
Gin
Pro
Ala
740
His
Ala

Asp

Lys
Glu
Thx
Leu
405
Thr
Gly
Ala
Pro
Pro
485
Thr
Thr
Lys
Val
Arg
565
Glu
Ala
Pro
Pro
Ala
645
Ser
Glu
Gly
Glu
Ser
728
Ala
Glu
Gly

Gly

Asn
Arg
PTO
330
Lys
Arg
Glu
Ser
Gln
470
Gln
Ala
Thr
Ser
Thr
550
L_eu
Ala
Thr
Pro
Gly
630
Ala
Gly
Glu
Phe
Leu
710
aln
Glu
Ala
Lys

Thr
790

Gln
Asp
3758
Met
ABP
Asp
val
Pro
255
Asp
Glu
Arg

Ser

val
535

‘Val

Ser

Asn_

Phe
Glu
615

Cys

Asn
Leu
Ser
695
Pro
Gly
Asp
Leu
Pro

775,
Cys
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Thr
360

Cys
Cys
Gly

Leu

Thr

- 440

Thr
Gly
Pro
ABD
Ser
£20
Thr
Pro
Le!i
Leu
Thr
600
Arg
Ala
Pro
Thr
Ala
680
Axrg

Thr

PTOQ
760
Thr

‘Arg
Pro
Gln
Thr
Glu
425
Ser
Asn
Leu
Phe

505
Gln

Cys
Cys

Thr
585

Trp
AsD
Gln
Glu
Phe
665
Leu
Lys
Glu
Thr
Lys
745

Leu

His

Glu
Gly
Ala

Phe

410

Gly
Glu
Pro
val
Ser
450
Pro
Leu
Hisg
Arg
Arg
570
Cys
Thr
Leu
Pro
Leu
650
Arg
Asn
Asp
Lys
Thr
730
Ala

Ile

Ser

119

Leu
Asn
395
Pro
Thr
Val
Lys
val
478
Val
Pro
Thr
val
val
555
Pro

Thr

Pro

Cys

635
Lys

Pro
Glu

val
Tyr
718
Gly
Phe
Asn

Glu
795

Arg

380
Gly

Leu-

Thr
val
460
val
Thr
Ser
Leu
Lys
540
Pro
Ala
Leu
Sex
Gly
€20
Asn
Thr
Glu
Leu
Leu
700
Leu
Ala
Gla
Thr
Val

780
Lys

val
365
Thr

Asn

Leu

Val

Let

Pro

Ile

Cys
4130
Asn

445 -

.Phe

Ala

Gln
Pro
525
His
Pro
Leu

Thr

Sex
605

Cys
His
Pro
Val
val
68S
Val
Thr
Val
Thr
Glo

765
Ser

Pro

Cys.

Ser
Asap

510
Ala

TYyr
Pro
Glu
Gly

550
Gly

Gly
Leu
His

670
Thr

Phe
750
Lys
val

Glu

Tyr
Pro
Len

Gly
415
Arg
val
Leu
Leu
Glu
495
Ala
Thr
Thr
Pro
Asp
575
Leu
Lys
Ser
Glu
Thr
655
Leu
Leu
Trp
Ala
Ser
735
Ser
Thr
val

Leu

Gly
Glu
Pro
400
Glu
Ala
Thr
Ser
Val
480
Ser
Ser
Gln
Asn
Pro
560
Leu
Arg
Ser
Val
Thr
€40
Ala
Leu
Thr
Leu
Ser
720
Ile
cys
Ile

Met
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4B1/150

GAT CTT GOT GCA ATT GTT TAC TGT GTT GGT GTG AAA GAT TIC AAT GAG ACA CAG CTG Gce
P L ¢ A I v Y € VvV 6 V K D F N E T Q L &
S41/170

CGG ATT GCG GARC AGT ARG GAT CAT GIG TTT CCC GTG AART GAC GGC TTT CAG GCT CTG CAA .
R I A D s 'K D. H v F é v N D G F Q A. L ¢
601/190

GGC ATC ATC CAC TCA ATT TTG AGC TCT GCT TCC CCA .ACC AGC CCT AAG GTC TTC CCT CIC
6 1 1 H s I L 8 S A S P T S5 P K V F P L

661/210

AGC CTT GAC AGC ACC CCT CAR GAT GGT AAT GTT GTC GTT GCT TGC CTT GTC CAG GGT TTC
S L b S T P © D cv ¥ vV v VY A ¢ L vV Q@ 6 F
721/230

TTC COT CAG GAG CCA CTC TET GTT ACC TGG TCT GAA TCT GGA CAG AAT GTT ACC GCC AGA
F P @ E P L S V T W S E S G Q@ N V T A R
781/250

AAC TTC CCA.CCT AGC CAG GAT 6CC TCC GGT GAC CTC TAC ACC ACC AGC TCT CAG CTC ACC
N F P P S @ D A S 6 D L ¥ T T S S @ L T
8(11210 .
CTT CCA GCC ACC CAG TGC CCA GAT GGT AAG TCC GTT ACC TGC CAT GTT AAG CAC TAC ACC
L P A T Q C P D G K SV T CH V K H Y T
901/290

AAC TCC AGC CAG GAT GTT ACT GTT CCA TGC CGT GTT CCA CCA CCT CCA CCA TGC TGC CAC
N s § ¢ P V T V P € R V P P P P P C C H

961/310
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1081/350
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s s & X s A V 0

1i§1!31o

GTT AGC TCT GTT CTT CCT GGT TGT

v s s v L P G C.

1201/390

ACT GCT GCC CAC CCA GAG TTG AAG

T A A H P EBE L K

1261/410

ACC TTC CGT CCC GAG GTC CAC CTC
T F R P E V H L
1321/430

CTT GIT ACC CTC ACC TGC CTT GCT

L vV T L T ¢ L A

1381/450

CTT CAG GGA TCT CAG GAG CTT CCA
L @ .6 S Q@ E L P

1441/470

CCA AGC CAG GGA ACT ACC ACC TAC
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GCC CTT GAG GAC TTG CTC TTC GGT TCT GAA GCT ARC

A L E D L L L G S E A N

AGA GAT GCC TCT GGT GCC ACC TTC ACC TGG ACC CCha

R D A ] G A T F T W T P

GGRCCACC‘?GAGOGTGACC’I:C‘I‘GTBGATGCTACTCT

G P P E R D L c G c Y s

GCC CAG CCT TGG AAC CAC GGT GAG ACC TTC ACC TGC

A Q@ P W N H 6 E T F T C

ACC CCA CTT ACC GCC AAC ATC ACC AAG TCC GGA ARC

T P L T A N I T K s G N

TTG CCA CCAR CCA TCT GAG GAG CTT GCC CTC AAT GAG

L P P P s E E L A L N E

OGT GGA TTC AGC CCA AAG GAT GTT CTT GTT AGG TGG

R 6 F § P K D V L V R W

CGT GAG AAG TAC CTC ACT TGG GCT TCC CGT CAG GAG

R E K Y L T W A S R Q E
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P 8 ¢ &6 T T T 'Y A VvV T 8 I L R V A A E D
15017490

TGG ARG AAG GGT GAG ACC TTC TCC TGC ATG GTT GGT CAC GAG GCC CTT CCA CTT GCC TTC
W K X G E T F S ¢ M VvV 6 H E A L P L A F
1561/510

ACC CAG AAG ACC ATT GAT CGT TTG GCT GGA AAG CCA ACC CAC ATC AAT GTT TCT GIT GTC
T Q X T I P R L A G-X P T H I N V S V Vv
1621/530 . 1650/538

ATG GCT GAG GCT GAT GGA ACC TGC TAC TAA

M A E A D G T C Y =
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Figura 11. pGPTV-kan-ocs-ATR-1gA2:

Bgl II

1

CTGGCCGGCGCCAGATCTGGGGARCCTGTGETTGGCATGCACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTC
ACGCCCTT

81

TTAAATATCCGATTATTCTAATAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAAACACT
GATAGTTT

161
AARCTCAAGGCGGGAAACGACAATC TGATCATGAGCGGAGAAT TAAGGGAGTCACGTTATGACCCCGCCGAT
GACGCGGG

EcoR.1

241 -

ACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTCAGCCGATCTGAATTCACT
GCTTTAAT ’

321

GAGATATGCGAGACGCCTATGATCGCATGATATTTGCT T TCAATTCTGTTGTGCACGTTGTARAAAACCTGA
GCATGTGT

401

AGCTCAGATCCTTACCGCCGETTTCGGTTCATTCTAATGAATATATCACCCGTTACTATCGTATTITTITATGA
ATAATATT

481

CTCCGTTCAATTTACTGATTGTACCCTACTACT TATATGTACAATATTAAAATGARAACAATATATTGTGCT
GAATAGGT

Sac I'Asc 1

561 _ .
TTATAGCGACATCTATCATAGAGCGCCACAATAACARACAATTGCGTTITATTATTACARATCCAATTTTGA
GCTCGGCG
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641

CGCCAGCTGCACATCATGTICGATATCARACAACTATTATTTATCTACATGTTTTAGATCGT TATCTGATTAT
TTTTATAC

721

GTAGTCTTCTATTCATGAGGAGTCTAAGGC TATAGARTTATATATCTAAATGATTAATATATATATTATTAR
TAATTAAC

BO1

A.hTM'ITMTATA'I'I'ATMT’ITATATJ\.TATATA'ITI‘TATA.TTA&'PATAATMTA’ITCITACAAAT."\TMTTA
TTATATTC

881

GACGGTATCGCGGCAATTGTATTCGACGGTATCCCGATARCCTCGCG GATC CC'PGAAAGCGACGTTGC;‘ATGT
TAACATCT

9261

ACAAMATTCCCTITTCT 1ATCGACCATGTACGTMGCGCTTACGT’I’PT!‘GGTGG&CCCTTCAGGAAACTGGTA
GCTGTTGT

1041

GGGCCTGTGETCTCAAGATECGATCATTAATTTCCACCTTCACCTACGATGEEEEGCATCCCACCGGTGAGTA
ATATTGTA

1121

CGGCTARGAGCGAATTTCEGCCTGTAGGATCCCTGARAGCGACGTTCGATG TTAACATCTACAAATTGCCTTT
TCTTATCG ) '

1201 .
ACCATGTACGTAARGCGCTTACGTTTITGGTGGACCCTTGARAGGAARCTGGTAGCTGTTGTGGGCCTGTGGTCT
CAAGATGG . )

1281

ATCATTAATTTCCACCTTCACCTACGATEGGGEGCATCGCACCGGTGAGTAATATTGTACGGCTAAGAGCGA
ATTTGGCC '

1361 .
TGTAGGATCCCTGAAAGCGACGTTGGATGTTAACATCTACAARATTGCCTTTTCTTATCGACCATGTACGTAA
GCGCTTAC

1441
G’I‘T‘I’I‘TGC-}TGGACCC'I'I‘GAGGAAACTGGT-AGCTGTTGTGGGCCTGTGGTCTCAAGATGGATCA’I‘PMT’I‘I‘CC
ACCTTCAC

FIGURA 11 (cont.)
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1521
CTACGATGGGEGECATCGCACCGETGAGTAATATTGTACGECTAAGAGCGAATTTGGCCTGTAGGATCCGCG
AGCTGGTC

1501
ARTCCCATTGCTTTTGAAGCAGCTCAACATTGATCTCTTTCTCGATCGAGGGAGATTTTTCAANTCAGTGCG
CAAGACGT .

1681
GACGTAAGTATCCGAGTCAGTI TTTATTITTCTACTARTTTGGTCGTTITATTTCGGCGTGTAGGACATGGCA
ACCGGGCC

"

1761

TCARTTTCGCGGETATTCTGTTICTATTCCAACTTTTICT TGATCCGCAGCCATTARCGACTTTTGAATAGA
TACGCTGA

1841 : ' .
CiCGGCAhGCCTCGETRETCAAAAGTGTAﬁChhﬁEhACGCTTThCﬁGCEAGAACBGRATQCﬂﬂﬁ?ﬂﬂﬂECTC
CCCETGAC '

1921
GCCATTTCGCCTTTTCAGAARTGOATARATAGCCTTGCTTCCTATTATATCTTCCCTTAATTAAGGTACCAC
TTCTCTCA

‘2001
ATCCAACTTTCTAAACAATGGCTTCTARACCTTTCTTCTCTC T TCT T TCTT TG TCT TTGCTTTTGTICACCT
CTACTAGT

2081
TTGGCTGACCTGTACTTCATTTTGGACAAATCAGCAACTE TCCTCCACCACTGGAATGAAATCTATTACTTT
GTCRAACA

2161 _ ’
GTTGGCTCACARATTCATCAGCCCACAGTTGAGAATGTCCTT TATTG TTTTCTCCACCCGAGGRACARCCTT
ARTGAAARC

2241 ) .
TGACAGAAGACACGAGAACAAATCCGTCAAGGCCTAGAAGARCTCCAGAAAGTTCTGCCAGGAGCGAGACACTT
ACATGCAT '

2321
GAAGGATTTEAAAGGGCCAGTGAGCAGATT TATTATGAARACAGACAAGGG TACAGGACAGCCAGCGTCATC
ATTGCTTT

FIGURA 11 (cont.)
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2401

GACTGATGGAGAACTCCATGAAGATCTCT TTTTCTATTCAGAGAGGGAGGCTAATAGG TCTCGAGATCTTGE
TGCAATTG )

2481

111%crsTGTTGGTGTGAAAGATTTCAATGAGACAancwcsccCGGATTGCGGACAGTAAéGATCATGTGT
TTCCCGTG '

2561

AATGACGGCTTTCAGGCTCTGCAAGGCATCATCCACTCAATTTTGAGCTCTOCTTCCCCARCCAGCCCTARG
GTCTTCCC

2641

TCTCAGCCTTGACAGCACCCCTCARGATGG TAATGTIGTCGTTGCTTGCCTTGTCCAGGGTTTCTTCCCTCA
GGAGCCAC :

2721

TCTCTGTTACCTGGTCTGAAICTGGACAGQATBTTACCGCCAGAAACTTCCCACCTAGCCAGGATGCCTCbG
GTGACCTC

2801

TACACCACCAGCTCTCAGCTCACCCTTCCAGCCACCCAGTGCCCAGATGGTARGTCCGTTACCTGCCATGTT
AAGCACTA

2881

CACCAACTCCAGCCAGGATGTTACTGTTCCATGCCGTGTTCCACCACCTCCACCATGCTGCCACCCACGTCT
CTCTCTTC

2961

ACCCTICCTGCCCTTGAGGACTTCCTCTTGGETTCTEARGCTARCCTCACCTECACCCTCACCGETCTCAGAG
ATGCCTCT '

3041 »
GGTGCCACCTTCACCTGEACCCCAAGCTCTGGTARGAGCGCTGTTCAAGGACCACCTGAGCGTGACCTCTGT
GGATGCTA

3121
. CTCTGTTAGCTCTGTTCTTCCTGGTTGTGCCCAGCCTTGGARCCACGGTGAGACCTTCACCTGCACTGCTGE
CCACCCAG '

3201

AGTTGAAGACCCCACTTACCGCCAACATCACCAAGTCCGGARACACCTTCCGTCCCGAGGTCCACCTCTTGE
_ CACCACCA

FIGURA 11 (cont.)

127



ES 2426 194 T3

3281

TCTGAGGAGCTIGCCCTCAATGAGCTIGTTACCCTCACCTGCCTTGCTCGTGGATTCAGCCCARRGGATGTT
CTTGTTAG ’

3361

GTGGCTTCAGGGATCTCAGGAGCTTCCACGTGAGAAGTACCTCACTTGGGCTTCCCGTCAGGAGCCAAGCCA
GGGAACTA

3441

CCACCTRCGCTGTTACCAGCATCéTTCGTGTTGCTGCTGAGGACTGGAAGAAGGGTGAGhCCTTCTCCTGCA
TGGTTGGT

3521

CACGAGGCCCTTCCACTTGCCTTCACCCAGAAGACCATTCGATCGTTTGGCTGGAAAGCCARCCCACATCART
GTITCTGT

3601

TGTCATGGCTGAGGCTCATGGAACCTGCTACTAAGATCTGTGAARTTCCTGCAGCCCGGGGCATCCACTAGTT
CTAGCTAG

3681

AGCGGCCGCCRCCGCGGTGGCGAATTAACAGAGGTGGATGGACAGACCCGTTCTTACRCOGGACTGGGCGCG
GGATAGGA

i7el -

TATTCAGATTGGGATGGGATTGAGCTTAAAGCCGGCGCTGAGACCATGCTCARGG TAGGCARTGTCCTCAGE
GTCGAGCC

3841 .
OGGCATCTATGTCGAGGECATTGG TGGAGCGCGCTTCGEGEATACCETGCTTGTARCTGAGACOGGATATGA
GGCCCTCA

3921 ' )
CTCCGCTTGATCTTGGCAAAGATATTTGACGCATTTATTAGTATGTC TTAATTTTCATTTGCAGTGCAGTAT
TTTCTATT '

4001
CGATCTTTATGTAATTCGTTACAATTAATAAATATTCAARTCAGATTATTGACTGTCATTTGTATCARATCG
TGTTTAAT

4081

GGATATTTTTATTATAATATTGATGATAATTCACTGGCCETCETTTTACAACGTCGTGACTGGGARARCCCT
GGCGTTAC

FIGURA 11 (cont.)
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4161

CCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCCCCCCARGETTCACGCTGCCGCAAGCAC
TCAGGGCG

4241 -

CARGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAANGCCAGTCCGCAGRARCGETGCTGACCCCGGATGAATGT
CAGCTACT

4321

GGCTATCTGGACAAGGGAARACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATA
GCTAGACT )

4401

GGGCOGCGTTITTATGGACAGCAAGCCAACCGGAATTGCCAGCTGCCECGCCCTCTGGTAAGG TTCCGAAGCCCT
GCARAGTA

4481 )
ARCTGGATGGCTTICTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCCCAGGCCATCAAGATCATGAGCGGACAATTARGES
"AGTCACGT

4561

'!'A.TGACCCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTT'I’!‘ACGTITGGAACTGACAGMCOGCAACG'ITGMGGAG
CCACTCRG

4641

CCGCGGGTTTCTGOAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGARACCATTATTGCGCGTTCARARGTCGCCT
AAGGTCAC '

4721

TATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACTCGACGTTCCATARATTCCCCTCGGTATCCAATTA
GAGTCTCA

4801 ' '
TATTCACTCTCAATCCAGATCTGGATCGT TTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGETTCTCCGGT
CGCTTGGE

4881
TGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACART CGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGT
CAGCGCAG

4961

GGGCGQCQGG'I‘I‘CTT’I‘TTGTCAAGACCGj\CCTGTCCGGTGCCC'I‘GMTGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGG
CTATCGTG

FIGURA 11 (cont.)
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5041

GCTGGCCACGACGEECGTTCCTIGCGCAGCTGTGCTCGACGTTIGTCACTGARGCGGGAAGGGACTGGCTGCT
ATTGGGCG

5121

ARGTGCCGEGGCAGGATCTCC TG TCATCT CACCTTGCTCCTGCCCAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCAA
TGCGGCGG

5201

CTGCATACGCTTGATCCGéCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACT
CGGATGGA

5281

AGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAG
GCTCAAGG

8361
CGCGCATGCCCEACGGCRATEATCTCGTCGTGACCCATGGCOATGCCTGCTTGCCOAATATCATGGTGGAAR
ATGGCCGC

5441

TTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACC&&TATCRGGACATAGCGTTGGC&ACCCGT
GATATTGC

5521

TGAAGAGCTTGGCGGCGAATGEGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGLS
CATCGCCT ‘

5601

TCTATCGCCTTCTTGACGAGT TCTTCTGAGCGGGACTCTGAGBATCCCCCGATGAGCTAAGCTAGCTATATC
ATCAATTT '

5681

ATGTATTACACATAATATCGCACTCAGTCTTTCATCTACGGCAATGTACCAGCTGATATAATCAGTTATTGA
AATATTTC

5761

TGAATTTAAACTTGCATCAATAARTTTATGT T T TTGCTTCGACTATARTACCTGACT TG TTATTTTATCAAT
ARATATIT ‘

5841

AAACTATATTTCTTTCAAGATGGGKRTTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTOGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTA

FIGURA 11 (cont.)
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5921

CCCAACTTAATCGCCTIGCAGIACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCCTARTAGCGARGAGGCCCETACCGATC
GCCCTTCC '

6001
CAACAGTTGCGECAGCCTGAATGGCECCCGCTCCTTTOGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCLGG
CTTTCCCC '

6081

GTCAAGCTCTARRTCGGGCECTCCCTITAGGGTTCCGATTITAGTCCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAAL
TTGATTTIG

6161

GG‘I‘GATGG’I’I‘CACGTAGTGGGCCATCGCCC’I’GATAGACGGTITTPCGCCCTI']’GACG’I:‘I’GGAGTCCACGT’I‘C
TTTAATAG

€241

TCGACTCTTIGTTCCAAACTGGARCAACAC TCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTITGATTTATAAGGGATTTT
GCCGATTT

6321

CGGAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCARAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCA
GGGCCAGG

6401 -

CGGTGAAGGGCAATCAGCTG TTGCCCETCTCACTGGTGARAAGARAAACCACCCCAGTACATTAARRACGTC
CGCAATGT

6481

GTTATTAAGTTGTCTRAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCARCAGCTCCC
CGACCGGC

6561 AGCTCGG CACAA;U\TCACCACTCGATAC‘AGGCAGCCCATCRG

FIGURA 11 (cont.)
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Figura 12. pGPTV-hpt-ocs-35SJ/SC

1

CTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTIGTGCCGAGC TGCCGGTCGGGEAGCTGTTGGCTGGCTGGTG
GCAGGATA

81

TATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCT TAGACAACTTAATARCACATTIGCGGACGTTTTTAATGTACTGGGGT
GGTTTTIC

161

TTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTEGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCARGCGRT
CCACGCTG ' ’

241

GTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCC TG TTTGATGGTGGTTCCGAARTCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAARNG
ARTAGCCC

321

GAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACARGAGTCCACTATTAARGAACGTGGACTCCAACGTCAAR
GGECGAAA . .

401

MCCGTCTATCA_GGGCGA'E‘GGCCCACTACGTGMCCATCACCCAAATCAAGT'ITTTTGGGGTCG&GGTGCCG
TAAAGCAC

481
TAAATCGGRACCCTARAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGARAGCCEGCGAACGTGGCGAGARRGG
AAGGGANG

561 . . '
ARAGCGAAAGGAGCEGGCGCCAT TCAGGLTCCGCAACTG TTGGGARGGGCGATCEGTECGGGCCTCTTCGCT
ATTACGCC

641 “
AGCTGGCGARAGGGGEATETGCTGCAAGSCCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT
GTAAAACG

721
ACGGCCAGTGAATTAATTCCCATCTTGAAAGAAATATAGTTTAAARTAT TTATTGATARAATARCAAGTCAGE
TATTATAG

30 721

AOGGCCACTCARTTAATTCCCATC T IGARAGAAATATAGTTTAARATATTTATTGATAARATAACARG TCRAGE
TATTATAG
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801

TCCARAGCAAAAARCATRARTTTATTGATGCAAGTTTAAATTCAGAAATATTTCAATAACTGATTATATCAGCT
GGTACATT

881

GCCGTAGATGAAAGACTGAGTGCGATATTATGTGTAATACATARATTGATGATATAGCTAGCTTAGCTCATC
GGGGGATC

961

CCGGTCGGCATCTACTCTATTCCTTTGCCCTCEGACGAGTECTGGGECG TCGGTTTCCACTATCGECGAGTA
CTTCTACA '

1041

CAGCCATCGGTCCAGACGGCCGUGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACGCCCGACAGTCCCGGCTCCGGATCGG
ACGATTGC

1121

GTCECATCGACCCTGCGCCCAAGCTGCATCATCGAAATTGCCGTCARCCARGCTCTGATAGAGTIGGTCARG
ACCAATGC

1201

GGAGCATATACGCCCGGAGCCGCGGCGATCCTGCAAGCTCCGGATGCCTCCGCTCGAAGTAGCGCGTCTGCT
GCTCCATA -

1281

CARGCCAACCACGGCCTCCAGAAGARGATGTTGGCGACCTCGTAT TGGGARTCCCCGAACATCGCCTCGCTC
CAGTCAAT ’

1361

GACCGCTGTTATGCGGCCATTGTCCGTCAGGACRTTGTTGGAGCCGARATCCGCGTGCACGAGGTGCCGGAL
TTCGGGGC

1441

AGTCCTCGGCCCARAGCATCAGCTCATCGAGAGCCTGCGCCACGGACGCACTCACGEGTGTCGTCCATCACAG
TTTGCCAG

1521

TGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATATGRAATCACGCCATGTAGTGTATTGACCGATTCCTIGCGGT
CCGAATGG

1601

GCCGAACCCGCTCGTCTESGCTAAGATCGECCGCAGCGATCGCATCCATGGCCTCCGCGACCGGCTGCAGAAC
AGCGGGCA

FIGURA 12 (cont.)

133



ES 2426 194 T3

1681

GTTCGGTT TCAGGCAGETCTTGCAACSTCACACCCTGTECACCECGCEAGATECAATACETCAGECTCTCGC
TGAATGCC

.

1761

CCAATGTCAAGCACTTCCGGAATCGGGAGCGCGECCGATECAARAGTGCCGATAAACATAACGATCTTTGTAG
ARACCATC

1B41

GGCGCAGCTATTTACCCGCAGGACATATCCACGCCCTCCTACATCGAARGCTGARAGCACGAGATTCTTCGCC
CTCCGARGA

1921

GCTGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGARC T TTTCGATCAGARACTTCTCGACAGAC GTCGCGGT‘GRGTTCBG
GCTTTTTC

2001

ATATCTTATTGCCCCCCTAGAGTCOAGAT CTGGATTGAGAGTGAATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGSES
GAATTTAT

2081

GGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGACAAGAAATATITGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGL
GCAATAAT

2161

GGTTTCTGACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAARCCCGCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTTCCGG
TICTGTCA

2241
GTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGOBGEEGTCATAACGTGACTCCCTTAATTCTCCGCTC
RTGATCTT )

2321
GATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCARGARAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTA
CCAGAGGG

2401
CGCCCCAGCTGGCAATTCCGETTCECT TGCTCTCCATARAACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCC
ACTGCAAG

2481
CT‘ACCTGC:TTTC'!'CT'I‘TGCGCTTGCG‘I'I‘TTCCCT'IGTCCAGATAGCCI\GTAGCTGACAT‘I‘CATCCGGGGTCA
GCACCGTT
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2561

TCTGCGCACTGGCTTTCTACGTGTTCCGCTTCCT TTAGCAGCCCTTGCECCCTEAGTGCTTGCGGCAGCGTG
AAGCTTGG

2641

CGCGCCAGCTGGACATCATGTTGGATATGAAACAACTATTATT TATCTACATGTTT TAGATGTTATCTGATT
ATTTTTAT

2721 .
ACGTAGTCTITCTATTGATGAGGAGTCTAAGGCTATAGAATTATATATCTAAATGATTAATATATATATTATT
ARTAATTA '

2801

ACAATAATTAATATATTATAATTTATATATATATATTTTATATTATTATAATRATATTCTTACARATATAAT
TATTATAT

2881

TCGACGGTATCEGCGECAATTGATTCCCGATCCTATC TG TCACTTCATCAAARGGACAGTAGAARAGGAAGGT
GGCACCTA '

2961

CARAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATCG
ACCCCCAC

3041

CCACGAGGAGCATCGTGGAAARAAGAAGACGTTCCARCCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCT
CCACTGAC ’

3121

GTARGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCEGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGT TCATTTCATTTG
' GAGAGGAC

3201
ACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAGGTACCATEGTGCTCTTCATGCTCACCTGCCTGCTEGGCGGTCT
TCCCAGCC

3281
ATCTCCACGAAGAGTCCCATATTTGGTCCCOAGGAGETGARTAGTGTGGAAGGTAACTCAGTGTCCATCACS
TGCTACTA '

3361

CCCACCCACCTCTGTCAACCGGCACACCCGGARGTAC TGGTGCOGGCAGGGAGCTAGAGGTGGCTGCATAAC
CCTCATCT )
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3441

CCTCGGAGGEGCTACGTCTCCAGCAAATATGCAGGCAGGGCTAACCTCACCAACTTCCCGGAGAACGGCACAT
TTGTGGTG )

3521

AACATTGCCCAGCTGAGCCAGBATGACTCCGGGCGCTACAAGTGTGGCCTGGGCATCAATAGCCGAGGCCTS
TCCTTTGA '

3601

TGTCRGCCTGGAGGTCRGCCAGGGTCCTGGGCTCCTAA}TGRCBCTRAHGTCTACACAGTGGACCTGGBCAG
AACGGTGA

" 3681

CCATCAACTGCCCTTTCAAGACTGAGARTGCTCARAAGAGGAAGTCCTTGTACAAGCAGATAGGCCTGTACT
CTGTECTG

3761

GTCATCGACTCCAGCTGGTTATGTGAATCCCAACTATACAGGAAGAATACGCCTTGATATTCAGGETACTEGC
CAGTTACT ’

3841

GTTCAGCGTTGTCATCARCCARCTCAGGCTCAGCGATGCTGGGCAGTATCTCTGCCAGGCTGGGGATGATTC
CAATAGTA

3921

ATARGAAGARTGCTGACCTCCAAGTGCTAAAGCCCGAGCCCGAGCTGGTTTATGRAGACCTGAGGGGCTCAG
TGACCTTC

4001

.ChCTGTGCCCTGGGCCCTGRGGTGGCAAACGTGGCCAAATTTCTGTGCCGRCAGAGCAGTGGGGAAARCTGT
GACGTGGT ’

4081

CGTCAACACCCTGGGCAACGAGEGCCCCAGCCTTTGAGGGCAGGATCCTACTCAACCCCCAGGACAAGGATEG
CTCATTCA

4161

GTGTGGTGATCACAGGCCTGAGGAAGBAGGATGCAGGECGCTACC TG TCTGGAGCCCATTCGGATGGTCAGC
TGCAGGAA

4241
GGCTCGCCTATCCAGGCCTGGCAACTCTTCGTCAATGAGGAGTCCACGATTCCCCCCAGCCCCACTGTGRTG
AAGGGGGT
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4321

GGCAGGAAGCTCTGTGGCCGTECTCTGCCCCTACAACCGTAAGGAAAGCAARAGCATCAAGTACTGGTGTCT
CTGGGAAG

4401

GGGCCCAGAATEGCCECTGCCCCCTGCTGGTGCACAGCGAGGGGTGGGTTARGGCCCAGTACGARGGGCCGCC
TCTCCCTG

4481 ‘
CTGGAGGAGCCAGGCAACGGCACCTTCACTGTCATCCTCAACCAGCTCACCAGCCEGBACGCCGGCTTCTAC
TGGTGTCT

4561

GACCARCGGCGATACTCTCTIGEGAGGACCACCGTGGAGATCAAGATTATCGAAGGAGARCCAAACCTCAAGTT
TCCCGGGA

4641

ATGTCACGGCTGTGCTGGEAGAGACTCTCAAGGTCCCCTGTCACTTTCCATGCAAATTCTCCTCGTACGAGA
ARTACTGG '

4721 -

TGCAAGTGGAATARCACGGGCTEGCCAGGCCCTGCCCAGCCAACACCAAGEBCCCCAGCARGGCCTTCGTGARC
TGTGACGA

4801

GAACAGCCGGCTTGTCTCCCTGACCCTGAACCTGGTGACCAGGGCTGATGAGGGCTGGTACTGGTGTGGAGT
GAAGCAGG '

4881

GCCACTTCTATGGAGAGAQTGCRGCCGTCTATGTGGCAGTTGAAGAGAGGAAGGCAGCGGGGTCCCGCGAIG
TCAGCCTA

49621

GCGAAGGCAGACGCTGCTCCTGATGAGARGE TGCTAGACTCTGET T TTCGGGAGRTTGAGAACARAGCCATT
CAGGATCC

5042 .
CAGGCTTTTTGCAGAGTGAATTCG T TCGTATCATCGGTTTCGACAACGTTCGTCAAGTTCAATGCATCAGTT
TCATTGCG :

5121
CACACACCAGAATCCTACTGAGTTCGAGTATTATGGCATTGGGAARACTGTTTTTCTTGTACCATTTGTTGT
GCTTGTAA '
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5201
TTTACTGTGTT I TT TATTICGGTT TTCGCTATCGAACTGTOARATGCARATGGATGGAGRAAGAGTTAATGAAT
GATATGGT

5281
CCTTTTGTTCATTCTCARATTARTATTAT T TGTTTTTTCTCTTAT TTGTTGTGTGTTGARTTTGAAATTATA
AGAGATAT

5361

GCARACATTTTGTTTTGAGTAAAAATGTGTCAAATCGTGGCCTCTAATGACCGAAGTTAATATGAGGAGTAA
AACACTTG

5441
TAGTTGTCGACGGTATCGATATTARTTCCCGATCCTATCTGTCACTTCATCARAAAGGACAGTAGAARAGGAA
GGTGGCAC

5521

CTBCAAATG&CATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGA
TGGACCCC

5601
CACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCARGTGGATTGATGTGATA
TCTCCACT '

5681
GACGTAAGGGATG§£GCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCAT
TTGGAGAG

5761

GACACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTAGAGTACCATGGAGARCCATTTGCTTTTCTGGEGAGTCCTGGOG
GTTTTTAT '

5841 _
EAAGGCTGTTCATGTGAAAGCCCAAGAAGAIGAAAGGATTGTTCTTGTTGACAACRAATGTARGTGTGCCCG

GATTACTT

5921
CCAGGATCATCCGTTCTTCCGARGATCCTAATGAGGACAT TG TGGAGAGAAACATCCGAATTATTGTTCCTC
TGAACAAC

6001
AGGGRGAATATCTCTGATCCCACCTCACCRTTGAGAACCAGATTTGTGTACCATTTGTCTGACCTCTGTAAA
AARTGTGA
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6081 ’ -

TCCTACAGARGTGCOAGCTGGATAATCAGATAGTTACTGCTACCCAGAGCARTATCTGTGATGARGACAGTGT
TACAGRGA

6161
CCTGCTACACTTATCGACAGAAACAAGTGCTACACAGCTGTEGTCCCACTCGTATATGGTGGTGAGACCAARAR
TGGTGGAA

6241

ACAGCCTTAACCCCAGATGCCTGCTATCCTGACTGAATbCGCGGCGATGAGCTAAGCTAGCTATATCATCAA
TTITATGTA '

6321
TTACACATAATATCGCACTCAGTCTTTCATCTACGGCAATGTACCAGCTGATATAATCAGTTATTGAAATAT -
- TTCTGAAT

6401

TTAAACTTGCATCAATAAAT TTATGTTTTTGCTTGGACTATAATACCTGACTTGTTATTTTATCAATAAATA
TTTAAACT '

6481
ATATTTCITTCAAGAGCTCARAATTGGATITGTAATRAATAAAACGCAATTGTITGTTATTGTGGCGCTCTAT
CATAGATG

6561

TCGCTATARARCCTATTCAGCACAATATATTGTITTCATTTTAATATITGTACATATAAGTAGTAGGGTACAAT
CAGTAAAT

6641
TGAACGGAGAATATTATTCATAARAATACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATCGARCCGAAACCGE
CGGTAAGG

6721 } »
ATCTGAGCTAC&CATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCAChACAGAATTGAAﬁGCAAATATCAIGCGHTCRTA
GGCGTCTC

66801 A
GCATATCTCATTARAGCAGTGAATTCAGATCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTTGCGGTTCTGTCAGTTCCA
ARCGTAAA ’

6881 .
ACGGCTTGTCCCEGCGTCATCGECGGGGTCATAACGTGACTCCCTTAATTCTCCGCTCATCGATCAGATTGTCG
TTTCCCGC
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6961

CTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATRTATTGGCGGGTARACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAG
AATAATCG

7041

GATATTTAAAAGGGCGTGARAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATG TGCATGCCARCCACAGGTTCCCCA
GATCTGGC )

7121 GCCGGCCAG
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' 1 ) 60
CHG2-IgG QEQPSCRRAFDLYFVLDKSGSVANNWIEIYNFVQQLAERWSPEMRLSFIVFSSQATIIL

61 120
CMG2-IgG PL‘I‘GDRGKISKGLLKRVSP'VGETYIHEGLKLANEQIQKAGGEMSSIIIAI:TDGKLDG

121 180
CMG2~Ig® LVPSYAEKREAKISRSLGASVYCVGVLDFEQAQLERIADSKEQVFPVKGEGFQALKGIINSI

. 181 3 |cyl-> 240
CMG2-IgG LAQSCTEILELOPSSVCVGSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
V1 LAQSC-—=~==——=—=mmm SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVKDYFPEPVTV

V2a LAQSCTEILELQPSSVCVG s wrwwm o s i o o i e e

V2B LA O o o o o e e o
V3 LAQSCGGGSGEGSGEG-~~SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVRDYFPERVTY

’ 241 1 2 |oy2=>
CMG2-IgG SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLETQTYICNVNHRKPSNTKVDKRVE
V1 SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLETQOTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
4

V28— o e e ——— 32
V2D o e e e SSE

V3 SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVE
301 360
CMG2-1gG g&sg_ﬂﬂmc_mPAPELLGGPSV‘ELFPPKPKDTLMISR’I'PEV‘I‘CWVDVSHEDPEVKFN
V1 PKSCDKTHTCPPCFPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
5

V2A PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
V28 PESCDKTHTCPPCPAFRELLGGPOVFLFPPRKPRKDTIMYSRTPEVICVVVDVSHEDPEVKEN
V3 PKSCDRKTHICPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVEFN

361 420
CMG2~-IgG WYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYRWSWHQDWLNGKEYKC KVSNKALPAPTIERTL

|cy3=> 480
CMG2-IgG SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP

481 ) 531
CMG2-1gG@ VLDSDGSFFLYSKLIVDKSRWOQGNVFESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

V2b =
SEQ 1D NO? {1 Y QEQPSCRRAFDLYFVLDRSGSVANNWIEIYNFVQOLAERFVSPEMRLSFIVFSSQATIIL
PLTGDRGKISKGLEDLﬁRVSWGEmnmLRLANEQIQKAGGLMSSIIIALTDGKLDG
. LVPSYAFKEAKT SRSLGASVYCVGVLDFEQAQLERIADSKEQVFPVKGGPQALKGTINST |
LAQSC SSE PRSCDKTHICBPCPAPELLGGPSVFLFPPKPRDTLMI SRTPEVICVVVDVSH:
EDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYQSTYRVVSVLIVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALE.
APIEKTT $KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVENESNGQPENN
YRTTPPYVLDSDGSFFLY SKLIVDKSRWOQGNVF SCSVMUEALHNHY TOKSLSLSPGK
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