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DESCRIPCION
Anticuerpos enteramente humanos contra 4-1BB humano (CD137)

Campo de la invencidn

La invencidon esta dirigida a anticuerpos enteramente humanos y, mas especificamente, a los anticuerpos
enteramente humanos frente a 4-1BB humano (CD137).

Antecedentes de la invencion

Un amplio cuerpo de evidencias ha demostrado de forma inequivoca que existe cierto grado de respuesta inmune
contra el cancer en seres humanos y en animales. En los pacientes de cancer, los componentes celulares del
sistema inmune son capaces de reconocer los antigenos expresados por las células tumorales, tales como
diferenciacion de antigenos oncofetales o productos génicos mutados (S. Rosenberg, Nature, 411: 380-4 (2001); P.
van der Bruggen y col., Immunological Rev., 188: 51-64 (2002)). Un numero de estudios clinicos ha mostrado que la
infiltracion de linfocitos en el tumor tiene un significado de prondstico favorable (E. Halapi, Med. Oncol., 15(4): 203-
11 (1998); Y. Naito y col., Cancer Res., 58(16): 3491-4 (1998); L. Zhang y col., N.E. J. Med., 348(3): 203-13 (2003)).
Ademas, el tratamiento con inmunomoduladores, tales como las citoquinas o productos bacterianos, vacunas contra
el cancer o inmunoterapia adoptiva ha llevado a la regresion del tumor en un némero de pacientes (S. Rosenberg,
Cancer J. Sci. Am. 6(S): 2 (2000); P. Bassi, Surg. Oncol., 11(1-2): 77-83 (2002); S. Antonia y col., Current Opinion in
Immunol., 16: 130-6 (2004)). A pesar de estas respuestas, la inmunidad contra el cancer fracasa frecuentemente en
la eliminacion eficaz de las células tumorales. Las causas de este fracaso se pueden agrupar en tres categorias
principales: (i) incapacidad de reconocimiento del tumor por parte de las células inmunes, bien por la expresion
variable de los antigenos tumorales o por la expresion reducida del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(CMH); (ii) microentorno tumoral inmunosupresor, como resultado de la secrecion de citoquinas inhibidoras por las
células tumorales (por ejemplo, TGF-B); y (iii) inmunogenicidad tumoral escasa debido a la falta de expresion de
moléculas coestimuladoras en las células tumorales, lo que da lugar a la incapacidad de las células tumorales de
estimular eficazmente a las células T. Los avances en nuestra comprension de las necesidades para el
reconocimiento de los antigenos tumorales y la funcion efectora inmune indican que una estrategia potencial para
aumentar una respuesta inmune antitumoral es proporcionar una coestimulacién por medio de una molécula auxiliar.
Las células T especificas contra los antigenos tumorales necesitan la coestimulaciéon para iniciar y mantener las
funciones efectoras. Por tanto, pueden aplicarse terapias que dirigen moléculas coestimuladoras para modular y
mejorar la respuesta inmune contra los tumores.

El modelo actual de activacion de las células T postula que las células T intactas necesitan dos sefales para
activarse plenamente: (i) una sefial proporcionada a través de la unidn de los antigenos procesados presentados al
receptor de la célula T por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (CMH); y (ii) una sefal
adicional proporcionada por la interaccion de moléculas coestimuladoras sobre la superficie de las células T y sus
ligandos sobre las células presentadoras de antigeno. El reconocimiento de un antigeno por una célula T intacta es
insuficiente por si mismo para desencadenar la activacion de la célula T. Sin una sefal coestimuladora, las células T
pueden eliminarse bien sea por muerte o por induccidon de anergia. La sefializacion por medio de la molécula
coestimuladora CD28 parece ser la clave para el inicio de las respuestas de la célula T. Sin embargo, la sefializacion
de CD137 (4-1BB) ha demostrado ser primordial para el mantenimiento y la expansién de la respuesta inmune frente
antigenos, asi como también para la generacion de la memoria de las células T.

CD137 (4-1BB) es un miembro de la familia génica del receptor de necrosis tumoral (TNF-R), que incluye proteinas
que estan implicadas en la regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion y la muerte celular programada.
CD137 es una glucoproteina de membrana de tipo | de 30 kDa que se expresa como un homodimero de 55 kDa. El
receptor se describid inicialmente en ratones (B. Kwon y col., P.N.A.S. EE.UU., 86: 1963-7 (1989)) y mas tarde se
identifico en seres humanos (M. Alderson y col., Eur. J. Immunol., 24: 2219-27 (1994); Z. Zhou y col., Immunol. Lett.,
45: 67 (1995)) (Véanse también, las solicitudes PCT publicadas W095/07984 y W096/29348 y la Patente de
Estados Unidos N° 6.569.997, (Véase, SEC ID N° 2.)). Las formas humana y murina de CD137 son idénticas en el
60% a nivel de aminoacidos. Las secuencias conservadas aparecen en el dominio citoplasmatico, asi como otras 5
regiones de la molécula, lo que indica que estos restos pueden ser importantes para la funciéon de la molécula de
CD137 (Z. Zhou y col.,, Immunol. Lett., 45: 67 (1995)). La expresion de CD137 ha mostrado estar
predominantemente en las células de linaje linfoide tales como las células T activadas, los linfocitos citoliticos
naturales activados (NK), células NKT, células T reguladoras de CD4CD25 y también en timocitos activados y
linfocitos intraepiteliales. Ademas, CD137 ha mostrado que se expresa en las células de origen mieloide como las
células dendriticas, monocitos, neutréfilos y eosindfilos. Aunque la expresion de CD137 esta limitada principalmente
a las células inmunitarias/inflamatorias, existen informes que describen su expresion en células endoteliales
asociadas con un pequefio numero de tejidos de sitios inflamatorios y tumores.

Las actividades funcionales de CD137 en las células T se han caracterizado ampliamente. La sefializaciéon por
medio de CD137 en presencia de dosis subdptimas de anti-CD3 ha mostrado que induce la proliferacién de células
T y la sintesis de citoquinas (principalmente IFN-y), e inhibe la muerte de las células activadas. Estos efectos se han
observado en células T tanto humanas como murinas (W. Shuford y col., J. Exp. Med., 186(1): 47-55 (1997); D.
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Vinay y col., Semin. Immunol., 10(6): 481-9 (1998); D. Laderach y col., Int. Immunol., 14(10): 1155-67 (2002)). Tanto
en seres humanos como en ratones, la coestimulacién aumenta las funciones efectoras, tales como la produccion de
IFN-y y la citotoxicidad, mediante el aumento del nimero de células T especificas de antigeno y efectoras CD8+. En
ausencia de la sefializacion anti-CD3, la estimulacion por medio de CD137 no altera la funciéon de las células T, lo
que indica que CD137 es una molécula coestimuladora.

Los acontecimientos fisiolégicos que se observan a continuacion de la estimulacion de CD137 sobre las células T
estan mediados por sefiales de NF- kB y PI3BK/ERK1/2 con funciones fisiolégicas separadas. Las sefiales de NF-xB
desencadenan la expresion de Bcl-x,, una molécula antiapoptética, resultando asi en un aumento de la
supervivencia, mientras que las sefiales de PI3K y ERK1/2 son responsables especificamente de la progresion del
ciclo celular mediado por CD137 (H. Lee y col., J. Immunol., 169(9): 4882-8 (2002)). El efecto de la activacion de
CD137 sobre la inhibicion de muerte celular inducida por activaciéon se ha demostrado in vitro por Hurtado y col. (J.
Hurtado y col., J. Immunol., 158 (6): 2600-9 (1997)) y en un sistema in vivo en el que se ha demostrado que los
anticuerpos monoclonales anti-CD137 (mab) daban lugar a la supervivencia a largo plazo de las células T CD8+
activadas por superantigeno previniendo la supresion clénica (C. Takahashi y col., J. Immunol., 162: 5037 (1999)).
Posteriormente, dos informes demostraron, en diferentes condiciones experimentales, que la sefal de CD137
regulaba tanto la expansion clénica como la supervivencia de las células T CD8+ (D. Cooper y col., Eur. J. Immunol.,
32(2): 521-9 (2002); M. Maus y col., Nat. Biotechnol., 20: 143 (2002)). La reduccioén de la apoptosis que se observo
tras la coestimulacion estaba correlacionada con el aumento de los niveles de Bcl-x. en células T CD8+, mientras
que la expresion de Bcl-2 permanecia sin cambios. Se demostré que la regulacién positiva de los genes
antiapoptéticos Bcl-x. y bfl-1 por medio de 4-1BB estaba mediada por la activacion de NF-xB, ya que PDTC, un
bloqueante especifico de NF-xB inhibia la regulacion positiva de Bcl-x. mediada por 4-1BB (H. Lee y col., J.
Immunol., 169(9): 4882-8 (2002)). Por otro lado, la expansion clonica de las células T activadas parece que esta
mediada por el aumento de la expresion de ciclinas D2, D3 y E y la regulacién negativa de la proteina p27k"’1. Este
efecto ocurre tanto de manera dependiente como independiente de la IL-2 (H. Lee y col., J. Immunol., 169(9): 4882-8
(2002)).

En general, la estimulacion por CD137 da como resultado el aumento de la expansién, la supervivencia y las
funciones efectoras de las células T CD8+ estimuladas por primera vez, actuando, en parte, directamente sobre
estas células. Las células T tanto CD4+ como CD8+ han mostrado respuestas a la estimulacién por CD137, sin
embargo, parece que la mejoria de la funcion en las células T es mayor en las células CD8+ (W. Shuford y col., J.
Exp. Med., 186(1): 47-55 (1997); I. Gramaglia y col., Eur. J. Immunol., 30(2): 392-402 (2000); C. Takahashiy col., J.
Immunol., 162: 5037 (1999)). Basandose en el papel critico de estimulacién por CD137 en la funcion y la
supervivencia de las células T CD8+, la manipulacién del sistema CD137/CD137L proporciona una estrategia
plausible para el tratamiento de tumores y virus patégenos.

Recientemente, la expresion constitutiva de CD137 en células dendriticas (CD) recién aisladas se ha demostrado en
ratones (R. Wilcox y col., J. Immunol., 169(8): 4230-6 (2002); T. Futagawa y col., Int. Immunol., 14(3):275-86 (2002))
y en seres humanos (S. Pauly y col., J. Leukoc. Biol. 72(1): 35-42 (2002)). Estos informes muestran que la
estimulacion por CD137 en las CD da como resultado la secrecion de IL-6 e IL-12, y, mas importante, mejora la
capacidad de las CD para estimular las respuestas de las células T a los aloantigenos. Ademas, Pan y col.,
demostraron que la sefalizacion de CD137 en las CD daba como resultado la regulacion positiva del CMH de Clase
| y las moléculas coestimuladoras y producia un aumento de la capacidad de las CD para infiltrarse en los tumores
(P. Pany col., J. Immunol., 172(8): 4779-89 (2004)). Por tanto, la coestimulacién por CD137 sobre las CD parece ser
una ruta novedosa de proliferacion, maduracién y migracion de CD.

Los linfocitos citoliticos naturales (NK) activados expresan CD137 después de la estimulacion con citoquinas (I.
Melero y col., Cell Immunol., 190(2): 167-72 (1998); R. Wilcox y col., J. Immunol., 169(8): 4230-6 (2002)). Varios
informes han demostrado que las células NK parecen ser criticas para la modulaciéon de la respuesta inmune
antitumoral inducida por anticuerpos agonistas CD137 ((I. Melero y col., Cell Immunol., 190(2): 167-72 (1998); R.
Miller y col., J. Immunol., 169(4): 1792-800 (2002); R. Wilcox y col., J. Immunol., 169(8): 4230-6 (2002)). EI
agotamiento de las células NK reduce significativamente la actividad antitumoral de los mab anti-CD137. La unién de
CD137 sobre las células NK induce la proliferacion y la secrecion de IFN-y, pero no afecta su actividad citolitica. En
particular, in vitro, las células NK estimuladas por CD137 presentaban una actividad inmunorreguladora o “auxiliar”
para las células T CD8+ citoliticas que daba como resultado la expansién de las células T activadas. Por lo tanto, la
sefalizacion de CD137 sobre las células NK puede modular la inmunidad innata frente a los tumores.

Se ha descrito un efecto paraddjico para la estimulacion por CD137 en el que los anticuerpos agonistas CD137
pueden inducir la supresion de las respuestas humorales frente a antigenos de células T en modelos de primates y
ratones (H. Hong y col., J. Immunother., 23(6): 613-21 (2000); R Mittler y col., J. Exp. Med., 190(10): 1535-40
(1999)). En particular, se ha demostrado que los anticuerpos agonistas CD137 producian una mejoria significativa
de los sintomas asociados con las enfermedades autoinmunes dependientes de anticuerpos, tales como el lupus
eritematoso sistémico y la encefalomielitis autoinmune experimental (J. Foell y col., N.Y. Acad. Sci., 987: 230-5
2003); Y. Sun y col., Nat. Med., 8(12): 1405-13 (2002)). Recientemente, Seo y col. demostraron que, en un modelo
de artritis reumatoide de raton, el tratamiento con un anticuerpo agonista anti-CD137 prevenia el desarrollo de la
enfermedad y de manera extraordinaria, bloqueaba la progresion de la enfermedad (S. K. Seo y col., Nat. Med. 10;
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1099-94 (2004)). El mecanismo responsable de este efecto no se ha definido bien, pero en el modelo de artritis
reumatoide se ha demostrado que el tratamiento con un anticuerpo agonista de CD 137 daba como resultado la
expansion de las células T CD11C-CD8+ productoras de IFN-y. El IFN-y a su vez estimulaba las células dendriticas
para producir indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), que tiene actividades inmunosupresoras. También se ha postulado
que la sefializacién de CD137 sobre las células T CD4+ activadas por antigeno da como resultado la induccion de la
secrecion de IFN-y que activa los macréfagos. Los macrofagos activados pueden a su vez producir sefiales de
muerte para las células B. La sefalizacion continua a través de CD137 sobre las células T CD4+ puede
posteriormente provocar la muerte celular inducida por activacion (AICD) de estas células T CD4+ activadas. Por
tanto, eliminando las células T activadas por antigeno y las células B, se observa una reduccion de la respuesta por
anticuerpos y en consecuencia, se observa una reduccion drastica de las enfermedades inflamatorias mediadas por
Th2 (B. Kwon y col., J. Immunol., 168(11): 5483-90 (2002)). Estos estudios sugieren un papel para el uso de
anticuerpos agonistas CD137 en el tratamiento de enfermedades inflamatorias o autoinmunes, sin inducir una
supresion general del sistema inmune.

El ligando natural de CD137, ligando de CD137 (CD137L), una glucoproteina de 34 kDa miembro de la superfamilia
del TNF, se detecta principalmente en las células presentadoras de antigeno activadas (CPA), tales como las células
B, los macréfagos, células dendriticas y también en los linfomas de células B murinos, células T activadas y lineas
de carcinoma humano de origen epitelial (R. Goodwin y col., Eur. J. Immunol., 23(10): 2631-41 (1993); Z. Zhou y
col., Immunol. Lett., 45: 67 (1995); H. Salih y col., J. Immunol., 165(5): 2903-10 (2000)). EI CD137L humano
comparte el 36% de homologia con su homdélogo murino (M. Anderson y col., Eur. J. Inmunol., 24: 2219-27 (1994)).

Ademas de suministrar sefiales a las células que expresan CD137, la unién de CD137 al CD137L inicia una sefal
bidireccional que da como resultado efectos funcionales sobre las células que expresan CD137L. Langstein y col.
demostraron que la union de la proteina de fusion CD137-lg al CD137L en monocitos activados inducia la
produccion de IL-6, IL-8 y TNF-a, regulaba positivamente la ICAM, e inhibia la IL-10, dando como resultado aumento
de la adherencia (J. Langstein y col., J. Immunol., 160(5): 2488-94 (1998)). Ademas, se ha demostrado una
proliferacion de monocitos acompafiada por una tasa mas alta de apoptosis (J. Langstein y col., J. Leukoc. Biol.,
65(6): 829-33 (1999)). Estas observaciones se confirmaron con los estudios de Ju y col. (S. Ju y col., Hybrids
Hybridomics, 22(5): 333-8 (2003)), que mostraron que un anticuerpo funcional anti-CD137L inducia una alta tasa de
proliferacion de los monocitos de sangre periférica. El bloqueo del ligando daba como resultado la inhibicion de la
activacion de las células T. Ademas se descubrié CD137L soluble en el suero de pacientes con artritis reumatoide y
procesos hematolégicos malignos (H. Salih y col., J. Immunol., 167(7): 4059-66 (2001)). Por tanto, la interaccion de
CD137 con CD137L tiene influencia y produce efectos funcionales en las células T y las CPA.

En otro aspecto importante de la funcion de las células T, se ha demostrado que los anticuerpos agonistas anti-
CD137 rescataban respuestas de las células T frente a las proteinas antigénicas en ratones viejos. Se ha
documentado bien que se produce un declive relacionado con la edad en la respuesta inmune frente a los antigenos,
un proceso conocido como inmunosenescencia (R. Miller, Science, 273: 70-4 (1996); R. Miller, Vaccine, 18: 1654-60
(2000); F. Hakim y col., Curr. Opinion Immunol., 16: 151-156 (2004)). Este fendmeno parece que se debe a
alteraciones en el equilibrio entre la extension de la expansion celular y la supervivencia o muerte celular. Bansal-
Pakala y col. ensayaron la hipétesis de que la coestimulacion secundaria por medio de CD137 se puede utilizar para
potenciar las respuestas de las células T en situaciones en las que las células T no reciben una estimulacién
suficiente, debido a la reduccién de la expresion de CD3 o CD28 o a la reduccion de la calidad de las sefiales. Sus
estudios mostraron que los ratones viejos tenian una respuesta de memoria deficiente in vitro en comparacion con
los ratones jovenes (P. Bansal-Pakala y col., J. Immunol., 169(9): 5005-9 (2002)). Sin embargo, cuando los ratones
viejos se trataron con mab anti-CD137, las respuestas proliferativas y de citoquinas de las células T fueron idénticas
a las respuestas que se observaban en los ratones jovenes. Aunque no se ha elucidado el mecanismo especifico
responsable de este efecto, se ha especulado que el aumento tanto de la expresion de las moléculas antiapoptoéticas
como Bcl-x. como la promocién de la secrecion de IL-2 in vivo puede tener un papel en el rescate de las respuestas
de células T defectuosas. Estos estudios demostraron el potencial de los anticuerpos agonistas anti-CD137 para
rescatar las respuestas débiles de las células T en los individuos ancianos inmunocomprometidos y tienen profundas
implicaciones para el uso de anticuerpos anti-CD137 en los pacientes con cancer.

Se sugirioé que la terapia dirigida de CD137 tenia un papel en el tratamiento del cancer por los estudios de eficacia in
vivo en ratones utilizando anticuerpos monoclonales agonistas anti-CD137 murino. En un articulo de Melero y col., el
anticuerpo agonista anti-CD137 de raton produjo curaciones en tumores de mastocitoma P815 y en el modelo de
tumor de baja inmunogenicidad Ag104 (I. Melero y col.,, Nat. Med., 3(6): 682-5 (1997)). El efecto antitumoral
necesitaba de células T tanto CD4+ como CD8+ como células NK, puesto que el agotamiento selectivo in vivo de
cada subpoblacién dio como resultado la reduccion o pérdida completa del efecto antitumoral. Se ha demostrado
también que era necesaria una induccién minima de la respuesta inmune para que la terapia fuera eficaz. Varios
investigadores han utilizado anticuerpos anti-CD137 para demostrar la viabilidad de esta estrategia en el tratamiento
del cancer (J. Kim y col., Cancer Res., 61(5): 2031-7 (2001); O. Martinet y col., Gene Ther., 9(12): 786-92 (2002); R.
Miller y col., J. Immunol., 169(4): 1792-800 (2002); R. Wilcox y col., Cancer Res., 62(15): 4413-8 (2002)).

Apoyando los datos de la eficacia antitumoral de los anticuerpos agonistas CD137, se ha demostrado que las

sefiales proporcionadas por el CD137L provocan la actividad de CTL y respuestas antitumorales (M. DeBenedette y
col., J. Immunol., 163(9): 4833-41 (1999); B. Guinn y col., J. ImmunoL, 162(8): 5003-10 (1999)). Varios informes
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demostraron que la transferencia génica del ligando de CD137 en carcinomas murinos daba como resultado el
rechazo del tumor, demostrando la necesidad de la coestimulacion para generar una respuesta inmune eficaz (S.
Mogi y col., Immunology, 101(4): 541-7 (2000); L Melero y col., Cell Immunol., 190(2): 167-72 (1998); B. Guinn y col.,
J. Immunol., 162(8): 5003-10 (1999)). Salih y col. informaron de la expresion del CD137L en carcinomas humanos y
lineas celulares de carcinoma humano (H. Salih y col., J. Immunol., 165(5): 2903-10 (2000)) y demostraron que las
células tumorales que expresaban el ligando eran capaces de aportar una sefial coestimuladora a las células T que
daba como resultado la liberacion de IFN-y e IL-2 y que este efecto estaba correlacionado con los niveles de
CD137L en los tumores. No se sabe si la expresion de CD137L en tumores humanos podria hacer a estos tumores
mas susceptibles a los anticuerpos agonistas CD137.

Ratones CD137L -/- han puesto de relieve la importancia del sistema CD137/CD137L en las respuestas de las
células T frente a tanto virus como tumores (M. DeBenedette y col., J. Immunol., 163(9): 4833-41 (1999); J. Tan y
col., J. Immunol., 164(5): 2320-5 (2000); B. Kwon y col., J. Immunol., 168(11): 5483-90 (2002)). Estudios que utilizan
ratones deficientes en CD137 y CD137L han demostrado la importancia de la coestimulaciéon de CD137 en la
enfermedad del huésped contra injerto y en las respuestas citoliticas antivirales de las células T. Los ratones
deficientes en CD137 tenian un aumento de la proliferaciéon de células T, pero tenian una reduccion de la produccion
de citoquinas y de la actividad citotdxica de las células T (B. Kwon y col., J. Immunol., 168(11): 5483-90 (2002); D.
Vinay y col., Immunol. Cell Biol., 81(3): 176-84 (2003)). Mas recientemente, se ha demostrado que los ratones
knock-out (CD137 -/-) tenian una frecuencia mas alta de metastasis tumorales (4 veces mas) en comparacion con
los ratones control. Estos datos sugieren que la restauracion de la sefalizacion de CD137 mediante el uso de
anticuerpos agonistas anti-CD137 es una estrategia factible para el aumento de las respuestas inmunes celulares a
virus patégenos y canceres.

Ademas de los datos en los modelos de ratén in vivo que apoyan la implicacion de la sefalizacion de CD137 en las
respuestas inmunes antitumorales, los estudios llevados a cabo en las muestras de tumor humano primario han
confirmado el papel de CD137 en la generacion de células T efectoras. En los pacientes con sarcoma de Ewing,
Zhang y col. demostraron que las células T efectoras intratumorales presentaban el fenotipo CD3/CD8+/CD28-
/CD137+. Inesperadamente, se observd la coexistencia del crecimiento progresivo del tumor y la inmunidad
antitumoral (células T efectoras). Los estudios de estimulacién ex vivo con células de pacientes demostraron que la
proliferacion y activacion de las células T inducida por tumor necesitaba la coestimulacion con CD137L. La
estimulacién de PBL con anti-CD3/CD137L, pero sin anti-CD3/anti-CD28, inducia efectores liticos tumorales. Estos
estudios proporcionaron pruebas adicionales de que la coestimulacion mediada por CD137 podria dar lugar a la
expansion de CTL reactivos tumorales (H. Zhang y col., Cancer Biol. Ther., 2(5): 579-86 (2003)). Ademas se ha
demostrado la expresién de CD137 en los linfocitos que infiltraban tumor en carcinomas hepatocelulares (HCC) (Y.
Wan y col., World J. Gastroenterol, 10(2): 195-9 (2004)). Se detecto la expresion de CD137 en 19 de 19 HCC por
PCR-RT y en 13/19 por tincion inmunofluorescente. Por el contrario, CD137 no se detectd en las células
mononucleares periféricas de los mismos pacientes. Los analisis que se llevaron a cabo en tejidos hepaticos de
donantes sanos no demostraron expresion de CD137. Estos estudios no intentaban correlacionar la enfermedad
clinica con la expresion de CD137. Por tanto, los estudios llevados a cabo en el sarcoma de Ewing y en el carcinoma
hepatocelular revelaron la presencia de TIL que expresaban CD137, concomitante con la progresion de la
enfermedad. En los sarcomas de Ewing se ha demostrado que TIL CD137+ eran capaces de destruir a las células
tumorales ex vivo sugiriendo que la ruta de CD137 estaba intacta en estos pacientes y que quiza unos factores
supresores en el microambiente tumoral inhibieron su funcidon. Por consiguiente, puede postularse que la
administracion sistémica de anticuerpos agonistas CD137 puede proporcionar la sefial necesaria para la expansion
de estas células T efectoras.

Ademas de su papel en el desarrollo de la inmunidad frente al cancer, los datos experimentales apoyan el uso de los
anticuerpos agonistas CD137 en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y virales (B. Kwon y col., Exp. Mol.
Med., 35(1): 8-16 (2003); H. Salih y col., J. Immunol., 167(7): 4059-66 (2001); E. Kwon y col., P.N.A.S. EE.UU., 96:
15074-79 (1999); J. Foell y col., N.Y. Acad. Sci., 987: 230.5 (2003); Y. Sun y col., Nat. Med., 8(12): 1405-13 (2002)
S. K. Seo y col., Nat. Med. 10; 1099-94 (2004)).

El documento W09816249 desvela un procedimiento para aumentar la destruccion linfocitica de células tumorales
en un huésped que comprende la administracion al huésped de una dosis eficaz de un anticuerpo (Ab) anti-4-1BB
(CD137). Para su administracion a tumores, el Ab preferentemente es un Ab sustancialmente humano (véase, pag.
5, lin. 30-35). EI mAb 1D8 murino, generado mediante inmunizacién con 4-1BB murino, se ha informado que es
Unico en unirse a la region proximal de la membrana del dominio extracelular de 4-1BB no implicado en la unién a 4-
1BBL (véase, pag. 14, lin. 28-31)

El documento W02004010947 proporciona un anticuerpo anti-4-1BB humano humanizado, es decir HU39E3.G4,
que no inhibe la unién de 4-1BB humano a un ligando 4-1BB humano. También proporciona un procedimiento para
tratar el cancer en un sujeto que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo a dicho sujeto.

LOO D. T. y col. (The Journal of Biological Chemistry; 7 Mar. 1997, 272 (10): 6448-6456) informan que la unién de 4-
1BB al complejo 4-1BB.LN no desplaza la laminina (LN). Es decir, los dos ligandos se unen sitios proximales pero
distintos sobre 4-1BB. 6/8 anticuerpos monoclonales anti-4-1BB bloquean la interaccion entre 4-1BB y 4-1BBL,
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mientras que 7 bloquean la unién a LN. Se ha demostrado que el anticuerpo 1 D8 bloquea la unién de LN pero no de
4-1BB murino y reconoce la proteina 4-1BB truncada sin capacidad de unién a 4-1BBL deficiente que carece del
dominio LN-homélogo N-terminal (véase, resumen; pag. 6452).

En consecuencia, en base a los papeles de 4-1BB en la modulacion de la respuesta inmune, seria deseable producir
anticuerpos anti-4-1BB humano con actividades agonistas que pudieran utilizarse en el tratamiento o prevencion de
enfermedades humanas tales como cancer, enfermedades infecciosas y enfermedades autoinmunes.

Breve sumario de la invenciéon

El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones.

La presente invencion proporciona anticuerpos enteramente humanos que se unen a 4-1BB humano (H4-1BB) y que
permiten la unién de H4-1BB a un ligando 4-1BB humano (H4-1BBL). Por tanto, la invencion se refiere a anticuerpos
que se unen a H4-1BB y que no bloquean la uniéon de H4-1BB a H4-1BBL., permitiendo de esta manera la union de
un anticuerpo de la invencion y H4-1BBL a H4-1BB. La invencion también proporciona anticuerpos con actividades
agonistas en los que la union de los anticuerpos a H4-1BB da como resultado el aumento y la estimulacion de las
respuestas inmunes mediadas por H4-1BB. Estos anticuerpos se pueden utilizar como potenciadores inmunitarios
de una respuesta antitumoral o antiviral o como inmunomoduladores de las enfermedades autoinmunes mediadas
por células T. Los anticuerpos pueden también utilizarse como herramientas de diagnéstico para la detecciéon de H4-
1BB en la sangre o tejidos de pacientes con cancer, enfermedad autoinmune u otras enfermedades.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a H4-1BB, que comprende una region variable de cadena ligera y
una region variable de cadena pesada, en el que la region variable de cadena ligera comprende una CDR1 (region
determinante de complementariedad 1), una CDR2 (regién determinante de complementariedad 2) y una CDR3
(region determinante de complementariedad 3) como se representa en la FIG. 4 y la region variable de cadena
pesada comprende una CDR1 (region determinante de complementariedad 1), una CDR2 (region determinante de
complementariedad 2) y una CDR3 (region determinante de complementariedad 3) como se representa en la FIG. 2
o la FIG. 7. El anticuerpo monoclonal (mab) puede ser, por ejemplo, un anticuerpo de IgG4 o un anticuerpo de IgG1.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de union a
antigeno del mismo, en el que la cadena ligera comprende una region variable como se representa en la FIG.4 y la
cadena pesada comprende una region variable como se representa en la FIG. 3 o la FIG. 7.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal enteramente humano que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en el que la cadena ligera comprende los restos aminoacidicos 21-236 de SEC
ID N° 6 y la cadena pesada comprende los restos aminoacidicos 20-467 de SEC ID N° 3. En otro aspecto, la
invencion proporciona un anticuerpo monoclonal enteramente humano que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en el que la cadena ligera comprende los restos aminoacidicos 21-236 de SEC ID N°: 6 y la cadena
pesada comprende los restos aminoacidicos 20-470 de SEC ID N°: 9.

Los anticuerpos de la invencion tienen amplias aplicaciones terapéuticas como inmunomoduladores de
enfermedades tales como el cancer, las enfermedades autoinmunes, las enfermedades inflamatorias y las
enfermedades infecciosas.

La invencion proporciona ademas un anticuerpo o una parte de anticuerpo de unién a antigeno de la invencién para
su uso en el tratamiento del cancer de un sujeto que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dicho anticuerpo o parte de anticuerpo de unién a antigeno al sujeto. En un aspecto, este uso ademas
comprende la administracion de una vacuna. Vacunas adecuadas incluyen, por ejemplo, una vacuna de células
tumorales, una vacuna de ADN, una vacuna de células tumorales modificada por GM-CSF o una vacuna de células
dendriticas cargada de antigeno. El cancer puede ser, por ejemplo, cancer de prostata, melanoma o cancer epitelial.

Ademas, se desvelan en el presente documento, un procedimiento para aumentar la respuesta inmune, que
comprende la administracion de un anticuerpo de la invenciéon y una vacuna gag SIV; un procedimiento para
aumentar la respuesta inmune, que comprende la administracion de un anticuerpo de la invencién y una vacuna
PSA; un procedimiento para aumentar la respuesta inmune a una vacuna gag SIV, que comprende la administracion
de un anticuerpo de la invencién; y un procedimiento para aumentar la respuesta inmune a una vacuna PSA, que
comprende la administracién de un anticuerpo de la invencion.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de la invenciéon o
una parte de unién a antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica
se puede administrar sola o en combinacién con un agente, por ejemplo, un agente para tratar el cancer tal como un
agente quimioterapéutico o una vacuna u otro agente inmunomodulador.

Ademas, se desvelan en el presente documento, polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de
nucledtidos seleccionada entre: (a) los nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos de los restos
aminoacidicos 20-467 de SEC ID N°: 3; (b) los nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
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3; (c) los nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos 21-236 de SEC ID N°:
6: (d) los nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6; (e) los nucledtidos que codifican la
secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos 20-470 de SEC ID N°: 9; (f) los nucleotidos que codifican la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9; y (g) los nucleétidos que codifican un fragmento de una secuencia de
aminoacidos de (a) a (f), tal como una regién variable, una region constante o una o mas CDR. Los polinucleétidos
desvelados en el presente documento ademas comprenden secuencias de nucleétidos que codifican al menos una
CDR de la FIG. 3, al menos una CDR de la FIG. 4 o al menos una CDR de la FIG. 7. Ademas, se desvelan en el
presente documento, los polinucleétidos aislados que comprenden las secuencias de nucleétidos de SEC ID N 1,
SEC ID N°: 4 0 SEC ID N°: 7.

Adicionalmente, se desvelan en el presente documento, los polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N° 3, SEC ID N°% 6 y SEC ID N° 9; los
polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos 20-467 de SEC ID
N°: 3, los polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos 21-236 de
SEC ID N°: 6 y los polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos
20-470 de SEC ID N°: 9; asi como los polipéptidos aislados que comprenden la secuencia de aminoacidos de al
menos una CDR de la FIG. 3, la FIG. 4 o la FIG.7 o al menos la region variable o constante de la FIG. 3, la FIG. 4 o
laFIG. 7.

Ademas, se desvela en el presente documento, una inmunoglobulina que tiene especificidad de unién por H4-1BB,
dicha inmunoglobulina comprendiendo una region de unién a antigeno. En un aspecto, la inmunoglobulina es un Fab
o F(ab’)2 de un anticuerpo de la invencion.

Ademas, se desvelan en el presente documento una linea celular que produce un anticuerpo o una parte de unioén a
antigeno del mismo de la invencion, vectores de expresion recombinantes que incluyen los nucleétidos de la
invencion y procedimientos para preparar los anticuerpos de la invencion cultivando una linea celular productora de
anticuerpos.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un mapa plasmidico de pD17-20H4.9.h4a.

La FIG. 2 muestra un mapa plasmidico de pD16gate-20H4.9.L.C.

La FIG. 3 (FIG. 3A-3H) muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido pD17-20H4.9.h4a, incluyendo la
cadena codificante (SEC ID N°: 1), la cadena complementaria (SEC ID N°: 2) y la secuencia de aminoacidos (el
péptido lider es los restos aminoacidicos 1-19 de SEC ID N°: 3; la cadena pesada es los restos aminoacidicos
20-467 de SEC ID N°: 3) codificadas por la cadena codificante.

La FIG.4 (FIG. 4A-4F) muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido pD16gate-20H4.9.L.C, incluyendo la
cadena codificante (SEC ID N°: 4), la cadena complementaria (SEC ID N°: 5) y la secuencia de aminoacidos (el
péptido lider es los restos aminoacidicos 1-20 de SEC ID N°: 6; la cadena ligera es los restos aminoacidicos
21-236 de SEC ID N°: 6) codificados por la cadena codificante.

La FIG. 5 muestra un esquema de la construccion de la secuencia de cadena pesada de 20H4.9-1gG1.

La FIG. 6 muestra un esquema de la construccion de cadena ligera del 20H4.9

La FIG. 7 (FIG. 7A-7D) muestra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la construccion de cadena
pesada de 20H4.9-1gG 1, incluyendo la cadena codificante (SEC ID N°: 7), la cadena complementaria (SEC ID
N°: 8) y la secuencia de aminoacidos (péptido lider es los restos aminoacidicos 1-19 de SEC ID N° 9; la
cadena pesada es los restos aminoacidicos 20-470 de SEC ID N°: 9) codificados por la cadena codificante.

La FIG. 8 (FIG. 8A-8B) ilustra los resultados obtenidos de la unidon del mab 20H4.9-IgG1 a CD137 humano por
ELISA (FIG. 8A) y el efecto del mab 20H4.9-IgG1 sobre la interaccion CD137/CD137L (FIG. 8B).

La FIG. 9 (FIG. 9A-9B) ilustra los resultados obtenidos de la union del mab 20H4.9-IgG1 a las células humanas
o de mono cinomolgus estimuladas con PMA-ionomicina. Las CEM humanas (FIG. 9A) o las PBMC de mono
(FIG. 9B) se incubaron con 20H4.9-IgG1 o la proteina de fusion humana CD137L.

La FIG. 10 (FIG. 10A-10B) ilustra los resultados obtenidos mediante la induccion de IFN-y en los estudios de
coestimulacion con anticuerpos anti-CD137, que se expresan como el aumento en veces en pg/ml con respecto
a los controles. Debido a la respuesta de fondo variable entre los donantes, los datos se normalizaron en
relacion a los tratamientos de control (=1). El nivel medio de linea basal de IFN-y para las células T humanas
(FIG. 10A) o PBMC de mono (FIG. 10B) estimuladas con anti-CD3 solo, fue 592 pg/ml y 505 pg/ml
respectivamente.

La FIG. 11 proporciona representaciones de resonancia de plasmoén de union de mab 20H4.9-IgG4 y mab
20H4.9-1gG1 a CD137 humano.

La FIG. 12 ilustra la unién dependiente de la concentracion de 20H4.9-IgG4 a las células CEM humanas
estimuladas por PMA ionomicina, pero no la unién de las células CEM no estimuladas.

La FIG. 13 (FIG. 13A-B) ilustra la induccion de IFN-y en estudios de coestimulacion con anticuerpos anti-
CD137. Los resultados se expresan como el aumento en veces en pg/ml con respecto a los controles. Debido a
la respuesta de fondo variable entre los donantes, los datos se normalizaron con relacién a los tratamientos de
control (=1). El nivel medio de linea basal de IFN-y para las células T humanas (FIG. 13A) o las PBMC de mono
(FIG. 13B) estimuladas con anti-CD3 solo fue 592 pg/ml y 505 pg/ml respectivamente.
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La FIG. 14 (FIG. 14A-14B) ilustra los resultados obtenidos del aumento dependiente de la dosis de la sintesis
de IFN-y por el mab 20H4.9-IgG4 (FIG.14A) y el efecto del entrecruzamiento de anticuerpos mediante la
adicién de anticuerpos anti-lgG humana de entrecruzamiento (7 pg/ml) (FIG. 14B).

La FIG. 15 ilustra el efecto de mab 20H4.9-IgG4 sobre la supervivencia de las células T y la progresion del ciclo
celular. Las células T humanas se coestimularon con anti-CD3 (1 ug/ml) + mab 20H4.9-IgG4 a las
concentraciones que se enumeran. Seis dias después del inicio de los ensayos, la células se recogieron y se
tifieron con Anexina-V y yoduro de propidio para determinar el nimero de células vivas (Anexina V/PI negativa)
o con ciclina D2 conjugada con PE para detectar las células en ciclo. Los resultados representan la media
(xDT) de 4 lotes de mab 20H4.9-IgG4 ensayados en paralelo.

La FIG. 16 (FIG. 16A-16D) muestra la respuesta de IFN-y especifica de antigeno en monos cinomolgus medida
con ELISPOT después del tratamiento con vacuna de ADN % anticuerpos anti-4-1BB humanos. Los animales
se trataron con una vacuna gag SIV (dia 0, 28, 56; FIG. 16A), vacuna gag SIV (dia 0, 28, 56) y mab 20H4.9-
IgG4 (dia 12, 15y 19; FIG. 16B) o vacuna gag SIV (dia 0, 28, 56) y hu39E3.G4 (dia 12, 15y 19; FIG 16C). Un
grupo de animales se dejo sin tratar (FIG. 16D). En diversos momentos después del tratamiento, se recogio
sangre y se separaron las PBMC y se evaluaron en cuanto a su capacidad para secretar IFN-y en presencia de
estimulacion antigénica.

Descripcion detallada de la invenciéon

El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones.

La invencion esta dirigida a la preparacion y caracterizacion de anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los
mismos (incluyendo las proteinas de fusion que comprenden un fragmento de union a antigeno de un anticuerpo de
la invencion), para su uso en el tratamiento de una enfermedad, tal como un cancer, una enfermedad infecciosa, una
enfermedad inflamatoria o una enfermedad autoinmune. El cancer puede ser, por ejemplo, cancer de prostata,
melanoma o cancer epitelial.

Los anticuerpos son capaces de unirse a H4-1BB y pueden presentar una alta afinidad por H4-1BB y potenciar de
forma eficaz las respuestas de las células T. En un aspecto, el anticuerpo induce la produccién de IFN-y en los
ensayos de coestimulacion, pero no afecta la union de H4-1BB a su ligando correspondiente, H4-1BBL y no fija el
complemento.

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse por procedimientos bien conocidos en la técnica. En un aspecto,
los anticuerpos se pueden producir por expresién en células transfectadas, tales como células eucariotas
inmortalizadas, tales como células de mieloma o hibridoma.

Los anticuerpos de la invencién se pueden utilizar solos o junto con otros agentes terapéuticos tales como
radioterapia (incluyendo radiacion), terapia hormonal, agentes citotoxicos, vacunas y otros agentes
inmunomoduladores, tales como citoquinas y modificadores de respuesta biolégica. Estos agentes son
particularmente Utiles en el tratamiento del cancer y trastornos inmunoproliferativos.

La invencion proporciona el anticuerpo monoclonal (mab) 20H4.9-IgG4. Las FIG. 1 y 2 proporcionan los mapas
plasmidicos de pD17-20H4.9h4a y pD16gate-20H4.9.LC, respectivamente, que se pueden utilizar para producir el
mab 20H4.9-IgG4. La FIG. 3 (FIG 3A-3H) proporciona la secuencia de nucleétidos del plasmido pD17-20H4.9h4a,
incluyendo la cadena codificante (SEC ID N°: 1), la cadena complementaria (SEC ID N° 2) y la secuencia de
aminoacidos (el péptido lider esta formado por los restos aminoacidicos 1-19 de SEC ID N°: 3; la cadena pesada
esta formada por los restos aminoacidicos 20-467 de SEC ID N°: 3) codificada por la cadena codificante. La FIG. 4
(FIG. 4A-4F) muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido pD16gate-20H4.9.LC, incluyendo la cadena
codificante (SEC ID N°: 4), la cadena complementaria (SEC ID N°: 5), la secuencia de aminoacidos (el péptido lider
esta formado por los restos aminoacidicos 1-20 de SEC ID N°: 6; la cadena ligera esta formada por los restos
aminoacidicos 21-236 de SEC ID N°: 6) codificada por la cadena codificante.

En otro aspecto, la invencién proporciona el anticuerpo monoclonal (mab) 20H4.9-IgG1. La FIG. 5 muestra
esquematicamente una construccion de la secuencia de la cadena pesada del mab 20H4.9-IgG1. La FIG. 6 muestra
esquematicamente una construccion de la secuencia de la cadena ligera del mab 20H4.9, para ambos mab 20H4.9-
IgG4 y 20H4.9-1IgG1. La FIG. 7 proporciona la secuencia de nucleétidos (cadena codificante (SEC ID N°: 7) y cadena
complementaria (SEC ID N°: 8)) de la construccion de la secuencia de la cadena pesada de la FIG. 5 y la secuencia
de aminoacidos (el péptido lider esta formado por los restos aminoacidicos 1-19 de SEC ID N°: 9; la cadena pesada
esta formada por los restos aminoacidicos 20-470 de SEC ID N°: 9) codificada por la cadena codificante. La cadena
ligera del mab 20H4.9-IgG1 es la misma que la cadena ligera del mab 20H4.9-IgG4.

La invencion también engloba anticuerpos con sustituciones de aminoacidos conservativas de las secuencias de las
cadenas pesada y ligera representadas en las SEC ID N°: 3, 6 y 9 que no tienen sustancialmente ningun efecto
sobre la uniéon de H4-1BB. Las sustituciones conservativas incluyen tipicamente la sustitucion de un aminoacido por
otro con caracteristicas similares, por ejemplo, sustituciones dentro de los siguientes grupos: valina, glicina; glicina,
alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico; asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina,
arginina; y fenilalanina, tirosina.
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Los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de la invencién comprenden ademas tipicamente una secuencia
de control de expresion que esta unida operativamente a las secuencias codificantes de polipéptidos, incluyendo las
regiones promotoras asociadas naturalmente o heterdlogas. Preferentemente, las secuencias de control de
expresion seran sistemas promotores eucariotas en vectores capaces de transformar o transfectar células huésped
eucariotas, pero también se pueden utilizar las secuencias de control para huéspedes procariotas. Una vez que el
vector se ha incorporado en un huésped apropiado, el huésped se mantiene en condiciones adecuadas para un alto
nivel de expresion de las secuencias de nucledtidos y, segin se desee, se puede continuar con la recoleccion y
purificacion de la cadena ligera, la cadena pesada, los dimeros de cadena ligera/pesada o el anticuerpo intacto,
fragmentos de unién y otras formas de inmunoglobulinas. (Véase, S. Beychok, Cells of Immunoglobulin Synthesis,
Academic Press, N.Y. (1979)). También se pueden producir anticuerpos de cadena Unica o minicuerpos (anticuerpos
de cadena unica fusionados a uno o mas dominios CH) uniendo las secuencias de acido nucleico que codifican las
regiones VL y VH desveladas en el presente documento con el ADN que codifica un engarce polipeptidico.

Se pueden utilizar los huéspedes procariotas, tales como E. coli y otros microbios, tales como levaduras, para
expresar un anticuerpo de la invencion. Se pueden utilizar, ademas de los microorganismos, los cultivos celulares de
tejidos de mamiferos, para expresar y producir los anticuerpos de la invencion. Pueden preferirse las células
eucariotas, debido a que se han desarrollado varias lineas de células huésped capaces de segregar
inmunoglobulinas intactas, incluyendo, por ejemplo, las lineas de células CHO (de ovario de hamster chino), lineas
de células COS (linea de células de fibroblastos de mono verde africano), células Hela, lineas de células de
mieloma, e hibridomas. Los vectores de expresion para estas células pueden incluir las secuencias de control de
expresion, tales como un promotor o potenciador y sitios de procesamiento de la informacién necesarios, tales como
los sitios de unién a ribosomas, sitios de empalme de ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacion
transcripcional, todas ellas bien conocidas en la técnica.

Los vectores que contienen los segmentos de ADN de interés (por ejemplo, las secuencias codificantes de la cadena
pesada y/o ligera y las secuencias de control de expresion) se pueden transferir a la célula huésped por
procedimientos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de huésped celular, Por ejemplo la transfeccion en
cloruro calcico, se utiliza cominmente en células procariotas, mientras que se puede utilizar el tratamiento con
fosfato calcico, lipofeccion o electroporacion en otros huéspedes celulares (Véase por ejemplo, T. Maniatis y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1982)).

Una vez expresados, los anticuerpos, sus dimeros, las cadenas individuales pesada y ligera y otras formas de
inmunoglobulina se pueden purificar de acuerdo con los procedimientos de referencia en la técnica, tales como
precipitacion con sulfato aménico, columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel y similares.
Son deseables las inmunoglobulinas sustancialmente puras de al menos el 90 al 95% de homogeneidad y son mas
deseables el 98 al 99% o mas de homogeneidad.

Los anticuerpos de la invencion son utiles para modular las respuestas inmunes de las células T y mediadas por
anticuerpos. Las patologias tipicas adecuadas para el tratamiento incluyen canceres, enfermedades infecciosas,
enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes tales como esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico y miastenia grave.

La invenciéon también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un anticuerpo de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas se pueden esterilizar por
técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas. Las composiciones farmacéuticas también pueden
contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segin sea necesario para aproximarse a las
condiciones fisiolégicas tales como los agentes de ajuste de pH y de tamponamiento, agentes que aumentan la
estabilidad tales como manitol o Tween 80, agentes que ajustan la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato sédico,
cloruro sédico, cloruro potasico, lactato sédico o albumina humana.

Los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas de la invencion son particularmente Utiles para administracion
parenteral, incluyendo la administracion subcutanea, intramuscular e intravenosa. Las composiciones farmacéuticas
para la administraciéon parenteral pueden comprender una solucion del anticuerpo disuelto en un vehiculo aceptable,
preferentemente un vehiculo acuoso. Se puede utilizar una diversidad de vehiculos acuosos, todos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucion salina, glicina y similares. Estas soluciones son estériles
y generalmente libres de materia particulada. Es especialmente provechoso formular las composiciones parenterales
en forma unitaria de dosificacion para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion.

La composicion farmacéutica puede ademas comprender un agente adicional para el tratamiento de una
enfermedad. En un aspecto, la composiciéon farmacéutica incluye un agente para el tratamiento del cancer, una
enfermedad infecciosa, una enfermedad inflamatoria o una enfermedad autoinmune. El anticuerpo de la invencién
también puede administrarse en conjunto o administrarse por separado de un agente adicional para el tratamiento
de una enfermedad.
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Los anticuerpos de la invencién se pueden utilizar con otros agentes para mejorar la respuesta inmune frente a las
células cancerosas en un paciente. En un aspecto, el anticuerpo se utiliza en combinaciéon con un agente
inmunogénico, tal como células cancerosas, antigenos tumorales purificados (incluyendo proteinas recombinantes,
péptidos y moléculas de carbohidratos) o células transfectadas con genes que codifican citoquinas
inmunoestimulantes y antigenos de superficie celular. En otro aspecto, el anticuerpo se utiliza en combinacién con
una vacuna, tal como, por ejemplo una vacuna de células tumorales, una vacuna de ADN, una vacuna de células
tumorales modificada genéticamente, tal como una vacuna de células tumorales modificadas por GM-CSF, una
vacuna peptidica o una vacuna de células dendriticas cargadas con antigeno.

Se han ideado muchas estrategias experimentales para la vacunacion contra tumores. En una de estas estrategias,
se prepara una vacuna utilizando células tumorales autdlogas o alogénicas. Estas vacunas celulares han
demostrado ser las mas eficaces cuando las células tumorales se transducen para expresar GM-CSF. El GM-CSF
ha demostrado ser un activador potente de la presentacion antigénica para la vacunacion tumoral (Dranoff y col.,
P.N.A.S., 90: 3539-4.3 (1993); E. Jafee y col., J. Clin. Oncol., 19: 145-56 (2001); R. Salgia y col., J. Clin. Oncol., 21:
624-30 (2003)).

El estudio de la expresion génica y los patrones de expresion génica a gran escala en diversos tumores ha llevado a
la definicion de los llamados antigenos especificos de tumor (S. Rosenberg, Immunity 10: 281-7 (1999)). En muchos
casos, estos antigenos especificos de tumor son antigenos de diferenciacién expresados en los tumores y en la
célula a partir de la cual surgié el tumor, por ejemplo, los antigenos melanociticos gp 100, antigenos MAGE, Trp-2.
Se ha podido demostrar que muchos de estos antigenos son las dianas de las células T especificas de tumor que se
encuentran en el huésped. Los anticuerpos de la invencion se pueden utilizar junto con una coleccién de proteinas
y/o péptidos recombinantes expresados en un tumor con el fin de amplificar y dirigir la respuesta inmune a estos
antigenos hacia una respuesta Th1. Esas proteinas normalmente son vistas por el sistema inmune como
autoantigenos y por tanto los toleran.

En un aspecto, el anticuerpo de la invencidon se combina con un agente inmunomodulador que comprende el
antigeno gag SIV (como un modelo para la vacuna de ADN del VIH) o el antigeno especifico de prostata (PSA) o
una vacuna de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el antigeno gag SIV o el antigeno
especifico de préstata (PSA). Las vacunas de PSA se describen en, por ejemplo, M. Pavlenko y col., Br. J. Cancer,
91(4): 688-94 (2004); J. Wolchok y col., Semin. Oncol., 30(5): 659-66 (2003); J. Kim y col., Clin. Cancer Res., 7(3
Suppl.): 882s-889s (2001). Las vacunas gag SIV se describen en, por ejemplo, B. Makitalo y col., J. Gen. Virol.,
85(Pt 8): 2407-19 (2004); N. Letvin y col., J. Virol., 78(14): 7490-7 (2004); S. Mossman y col., AIDS Res. Hum.
Retroviruses., 20(4): 425-34 (2004); F. Bertley y col., J. Immunol., 172(6): 3745-57 (2004); L. Patterson y col., J.
Virol., 78(5)2212-21 (2004); E. O'Neill y col., AIDS Res. Hum. Retroviruses, 19(10): 883-90 (2003); Z. Bu y col.,
Virology, 309(2): 272-81 (2003).

El antigeno tumoral también puede incluir, por ejemplo, la proteina telomerasa, que se necesita para la sintesis de
los teldmeros de los cromosomas y que se expresa en mas del 85% de los canceres humanos y solamente en un
numero limitado de tejidos somaticos (N. Kim y col., Science, 266, 2011-2013 (1994)). El antigeno tumoral puede ser
también “neo-antigenos” expresados en las células cancerosas debido a mutaciones somaticas que alteran la
secuencia de proteinas o crean proteinas de fusiéon entre dos secuencias no relacionadas o el idiotopo de los
tumores de células B. Otras vacunas tumorales pueden incluir las proteinas de los virus implicados en los canceres
humanos tales como los Virus del Papiloma Humano (VPH), Virus de la Hepatitis (VHB y VHC) y el Herpes Virus del
Sarcoma de Kaposi (HVSK). Otra forma de antigeno tumoral especifico que se puede utilizar con un anticuerpo de la
invencion son las proteinas de choque térmico purificadas (HSP) aisladas a partir del propio tejido tumoral. Estas
proteinas de choque térmico contienen fragmentos de proteinas de las células tumorales y estas HSP son altamente
eficaces en el suministro a las células presentadoras de antigeno para inducir inmunidad tumoral (R. Suot y col.,
Science 269: 1585-1588 (1995); Y. Tamura y col., Science 278: 117-120 (1997)).

Los anticuerpos de la invencion se pueden utilizar también para aumentar la respuesta inmune a las vacunas frente
a antigenos virales, tales como VIH o VHC. Los anticuerpos de la invencién también se pueden utilizar para
aumentar la respuesta inmune a otros agentes inmunomoduladores y para provocar una respuesta inmune de
memoria. Los ejemplos de estos agentes son las citoquinas tales como GM-CSF, IL-2, IL-15, IL-12, ligando F-13,
ligando CD40, adyuvantes tales como el oligodesoxinucle6tido CpG (ADN bacteriano) o anticuerpos frente a OX-40
o CTLA-4.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar para tratamientos profilacticos y/o
terapéuticos. En la aplicacion terapéutica, la composicion farmacéutica se administra a un paciente que ya padece
una enfermedad, en una cantidad suficiente para curar o detener o tratar al menos parcialmente la enfermedad. Una
cantidad adecuada para conseguir esto se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades eficaces
para este uso dependeran de la gravedad de la patologia y del paciente (incluyendo, por ejemplo, el estado general
del sistema inmune del propio paciente) y puede determinarla un experto en la técnica. En las aplicaciones
profilacticas, la composicion farmacéutica se administra a un paciente todavia no tiene la patologia, para aumentar la
resistencia del paciente a la patologia. Tal cantidad se define como que es una “dosis profilacticamente eficaz”. En
este uso, las cantidades precisas dependen del estado de salud del paciente (incluyendo, por ejemplo, el estado
general del sistema inmune del propio paciente) y puede determinarla un experto en la técnica. En un aspecto, el
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uso profilactico es para la prevencion de la reapariciéon tumoral.
Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de Anticuerpos

Materiales y Procedimientos

Los anticuerpos monoclonales enteramente humanos frente al receptor CD137 humano (4-1BB) se generaron en el
HuMAb-Mouse® (Medarex, Inc., Princeton, Nueva Jersey). Los ratones HUMAb se inmunizaron cinco veces por via
intraperitoneal (i.p.) y por via subcutanea (s.c.) con 25 pg del dominio extracelular de CD137 humano en adyuvante
RIBI (Ribi Immunochemical). Antes de la fusion, los ratones se reforzaron por via intravenosa (i.v.) con la misma
cantidad de antigeno. Las células del bazo de los ratones inmunizados con titulos adecuados de anticuerpos frente a
huCD137 se fusionaron con células de mieloma de ratén siguiendo los procedimientos convencionales.

El mab anti-CD3 humano (clon: HIT3a), los kits de ELISA para IFN-y humano y de mono, los kits de matriz de perlas
citométricas (CBA) y todos los anticuerpos conjugados para la citometria de flujo se adquirieron en BD Pharmigen
(San Diego, California). La IgG1A humana y la IgG1x humana se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri).
Las células CEM (ATCC-CRL 2265) se adquirieron en la ATCC. Los medios de cultivo (RPMI) y el suero bovino fetal
(FBS) se adquirieron en Mediatech Inc. (Herndon, Virginia). Los glébulos rojos de oveja Alsevers se adquirieron en
Colorado Serum Co. (Denver, Colorado).

Exploracion de hibridoma: Deteccién de unién a huCD137 por ELISA: Para identificar los hibridomas que secretan
anticuerpos anti-CD137 humanos, las placas de ELISA (Nunc MaxiSorp) se revistieron con proteina de fusion
CD137 humano-IgGz, de ratén a 1 pg/ml en PBS durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron posteriormente 3
veces con PBS con Tween-80 al 0,01% (PBS-T) y posteriormente se bloquearon con PBS-T mas albumina sérica
bovina al 1% (BSA), durante 20 min a temperatura ambiente. Se afiadieron a las placas cincuenta microlitros de los
sobrenadantes diluidos 1:3 en PBS-T y se incubaron durante 1-2 h a temperatura ambiente. A continuacion, se
lavaron las placas como anteriormente y se detecto la union de los anticuerpos por incubacion con anticuerpo anti-
IgG humana de F(ab’); de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Laboratories, West Grove,
Pennsylvania). Las placas se desarrollaron con pNPP y se leyeron a 405 nm.

Ensayo de bloqueo: Se evaluaron veintiséis hibridomas que secretaban anticuerpos que reconocian huCD137 por
ELISA para determinar su capacidad de permitir las interacciones CD137-CD137L. Estos analisis se llevaron a cabo
inicialmente en un formato de ELISA. Las placas se revistieron con 100 pl/pocillo de CD137 humano-mulgGz, a 0,2
pg/ml. Se afadieron a la placa diluciones en serie de 20H4.9-IgG1 o anticuerpos de control, diluidos en PBS-T y
albumina sérica bovina al 1%. Se afadio la proteina de fusién CD137L-CD8 a los pocillos a una concentracion de
0,2 pg/ml. Se detectaron los anticuerpos unidos con un anticuerpo anti-CD8 biotinilado (0,2 ug/ml, Ancell
Corporation, Bayport, Minnesota). Después de varios lavados, se afiadieron estreptavidina-fosfatasa alcalina
(1:2000) y pNPP para la deteccioén de los anticuerpos unidos y las placas se leyeron a 405 nm.

Para confirmar que los anticuerpos seleccionados no alteraron la union CD137-CD137L, los anticuerpos purificados
se caracterizaron ademas con analisis BlAcore. Todos los experimentos se llevaron a cabo con un instrumento
BlAcore 3000 (BlAcore Inc., Piscataway, Nueva Jersey). CD137 humano se inmovilizé6 covalentemente a alta
densidad sobre una superficie de dextrano carboximetilado de una microplaca sensora BlAcore (BlAcore Inc.,
Piscataway, Nueva Jersey). Las inyecciones se llevaron a cabo a 2 ug/ml en tampén de acetato 10 mM, a pH 5,0.
Los ésteres activos sin ocupar se bloquearon posteriormente por inyeccion de un exceso de etanolamina. La
regeneracion de la superficie se realizé con glicina 10 mM, pH 2,0.

Las muestras purificadas de los anticuerpos anti-CD137 se diluyeron a concentraciones entre 200 y 1000 nM
utilizando solucién salina tamponada con HEPES, a pH 7,4, complementado con NaCl 0,15 mM y surfactante P20
(HBS-EP) al 0,005%. Las proteinas de fusion humanas CD137L-CD8 (huCD137L) se utilizaron como una fuente de
ligando CD137. Los experimentos se llevaron a cabo de forma que el huCD137L se inyect6 antes que los
anticuerpos anti-CD137 o viceversa. Las inyecciones se llevaron a cabo a un caudal de 5 pl/min. Los ligandos y
anticuerpos unidos se eliminaron por regeneracion con tampon de glicina 10 mM, pH 2,0.

Purificacion de células T humanas: Las células T o las PBMC se obtuvieron de donantes humanos sanos. La sangre
se recolectdé en EDTA, se suspendidé en tampoén de separacion por elucion (RPMI que contiene EDTA 2,5 mM y
polimixina B a 10 pg/ml), con una capa inferior de Medio de Separacién de Linfocitos (LSM, Mediatech Inc.,
Herndon, Virginia) y se centrifugd a 1800 rpm durante 25 minutos. Se recogieron las interfaces celulares y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, los sedimentos celulares se resuspendieron en
tampon de separacion por elucion y se lavaron en Glébulos Rojos de Oveja (SRBC, a una dilucion de 1:10) y se
incubaron en hielo durante 1 hora. Posteriormente se colocé una capa de LSM por debajo de las células y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 25 minutos. Las interfaces se eliminaron y los SRBC se lisaron con Tampoén de
Lisis de SRBC. Las células T aisladas se lavaron y se resuspendieron en FBS/RPMI al 10%.
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Andlisis de Citometria de Flujo: La union de los anticuerpos anti-CD137 humano a CD137 expresado en las células
se determind por citometria de flujo. Se utilizé6 para estos estudios una linea celular de células T de leucemia
humanas (CEM) o células monociticas de sangre periférica de monos cinomolgus (PBMC). Estas células no
expresan CD137 de manera constitutiva, pero el receptor puede inducirse por estimulacion con forbol miristato
(PMA, a 10 ng/ml) e ionomicina (1 uM) durante 18 h. Las células se lavaron posteriormente y se incubaron con
diversas concentraciones de los anticuerpos en tampon de tincion (solucion salina tamponada con fosfato, PBS, mas
FBS al 1% y azida sddica al 0,01%). La unién de los anticuerpos a las células estimuladas o no estimuladas se
detectdé por un anti-lgG humana de cabra conjugado con fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) (Jackson
Immunoresearch, West Grove, Pennsylvania). Para confirmar la expresion de CD137, se utiliz6 una proteina que
consistia en el dominio extracelular del ligando CD137 y CD8 de ratén (Ancel Corporation, Bayport, Minnesota)
seguido por incubacién con anti- CD8 de ratén conjugado con PE (BD Pharmigen, San Diego, California). Se fijaron
las muestras en formalina al 1%, se mantuvieron a 4 °C y se leyeron por citometria de flujo.

Ensayos Funcionales: Células T humanas primarias o PMBC de mono obtenidas de donantes sanos se estimularon
con anticuerpos inmovilizados anti-CD3 para proporcionar la primera sefal de activacion a las células T y se
coestimularon con anticuerpos humanos anti-CD137 humano. Como control no especifico se utilizé un anticuerpo
anti-carcinoma humanizado (BR96) a la misma concentracion de anticuerpo. Las placas se revistieron con
anticuerpo anti-CD3 (0,5-1 pg/ml) a 4 °C durante una noche. Al dia siguiente las células T o las PBMC se sembraron
en placas a concentraciones de 1-1,5 x 105/pocillo. Se midid la sintesis de IFN-y después de 72 horas de cultivo a 37
°C por matriz de perlas citométricas (CBA) o por ELISA.

Ensayos de citoquina

ELISA: Tras la estimulacion de las células T en diversos momentos, las placas se centrifugaron y el medio se
elimind. Los niveles de citoquina se detectaron por un ELISA de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD
Pharmingen, San Diego, California). En resumen, las muestras de ensayo y los patrones se afiadieron a unas placas
de 96 pocillos revestidas con anti-citoquina. Después de incubacion durante 2 horas a temperatura ambiente, las
placas se lavaron 3 veces en PBS-T y luego se incubaron primero con un anticuerpo detector de trabajo, seguido por
adicion de sustrato. Se leyd la absorbancia a 405 nm y se calcularon las concentraciones en base a la curva
estandar.

Matriz de Perlas Citométricas: Otro procedimiento que se utilizé para determinar la produccion de citoquinas in vitro
fue la citometria de flujo utilizando la matriz de Perlas Citométricas (CBA) desarrollado por BD Pharmingen. Se
midieron los niveles de IFN-y, IL-2, IL-5, IL-4, IL-10 y TNF-a. en los sobrenadantes de cultivo siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los resultados se analizaron mediante citometria de flujo con el software de analisis de
CBA.

Resultados

Los hibridomas que secretaban anticuerpos que mostraban union con CD137 humano se expandieron
adicionalmente y se subclonaron. Los anticuerpos secretados se purificaron y se ensay6 su capacidad para unirse a
huCD137 y para permitir la interaccion entre CD137-CD137L. Del panel de anticuerpos anti-CD137 humano
evaluados, el mab 20H4.9-IgG1 se selecciond para evaluacion adicional basandose en su perfil de unién y sus
propiedades no bloqueantes. El anticuerpo 20H4.9-IgG1 es una IgG1 kappa como se determind por ELISA utilizando
fosfatasa alcalina anti-lgG1, 2, 3, 4 humana y reactivos anti-kappa y lambda (Southern Biotech, Birmingham,
Alabama). La FIG.8 (FIG. 8A — uni6n al CD137 humano mediante ELISA; FIG. 8B — efecto del mab 20H4.9-1gG1
sobre la interaccion CD137-CD137L) proporciona la caracterizacion inicial del mab 20H4.9-1IgG1. Se evaluaron las
diluciones en serie del mab 20H4.9-IgG1, 26G6 (un anticuerpo blogueante anti-CD137) o toxoide tetanico (TT,
control negativo) en cuanto a su capacidad para alterar la unién de CD137 al CD137L. El mab 20H4.9-IgG1 a
concentraciones de hasta 10 pg/ml no bloqueaba la unién al CD137L, mientras que el mab 26G6 inhibié la unién a
concentraciones >0,37 pg/ml.

El mab 20H4.9-IgG1 también se ensayd en cuanto a la reactividad hacia CD137 expresado en las células T
humanas (CEM) y en las células monociticas en sangre periférica del mono cinomolgus (PMBC) estimuladas con
PMA e ionomicina. Los estudios previos determinaron que CD137 esta regulado positivamente en las células T
después de la activacion con PMA e ionomicina. Las moléculas de control consistian en un anticuerpo IgG humano
irrelevante (control negativo) o proteina de fusion CD137-CD8 (control positivo, BD Pharmingen, San Diego,
California). Los resultados de estos estudios indicaron que el mab 20H4.9-IgG1 se unié6 a CEM humanas y PBMC de
monos cinomolgus activadas, con una unién minima a las células no estimuladas. Porcentajes similares de células
positivas se detectaron con mab 20H4.9-lgG1 o con CD137L. La FIG. 9 proporciona los resultados obtenidos que
demuestran la unidon de mab 20H4.9-IgG1 a las células humanas estimuladas con PMA-ionomicina o células de
mono cinomolgus. Las CEM humanas (FIG. 9A) o las PBMC de mono (FIG. 9B) se incubaron con proteina de fusion
20H4.9-1gG1 o CD137L humana. Se afadieron anticuerpos secundarios y las muestras se leyeron por citometria de
flujo.

A continuacion, se determind si el mab 20H4.9-IgG1 podia inducir el aumento de IFN-y en ensayos coestimuladores
en presencia de estimulacion anti-CD3, el efecto clave deseado para un anticuerpo agonista CD137. Se evaluo el
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mab 20H4.9-lgG1 con respecto a su actividad coestimuladora en estudios funcionales en linfocitos humanos y de
mono. Basandose en los datos iniciales, se utilizd una concentracién de anticuerpo anti-CD137 de 20 pug/ml (exceso
de anticuerpo) en estos estudios. Se ensayaron los niveles de anticuerpo anti-CD3 entre 0,2-1 ug/ml los cuales
dieron como resultado que el 10-20% de los linfocitos eran positivos a CD137. Se midieron los niveles de IFN-y en
los sobrenadantes después de 72 h de cultivo. Como se muestra en la FIG.10, el mab 20H4.9-IgG1 aumento la
sintesis de IFN-y en los ensayos coestimuladores tanto en seres humanos como en monos hasta niveles
significativamente mas altos que en los controles. Los resultados de los estudios llevados a cabo con células T
aisladas de 8 donantes humanos sanos mostraron que en seis de ellos, el mab 20H4.9-IgG1 aumentaba la sintesis
de IFN-y entre 2,2- 4,3 veces en comparacion con los controles. Uno de los otros dos donantes mostré un aumento
de 1,6 veces. El nivel de aumento fue superior al que se observé con hu39E3.G4, un anticuerpo anti-CD137
humanizado proporcionado en la Solicitud PCT publicada WO04/010947 que mostré un aumento de IFN-y en 5 de 8
donantes y a niveles mas bajos que el mab 20H4.9-IgG1 (aumento de 1,5 — 2 veces) (FIG. 10A). En los estudios
coestimuladores de mono, el mab 20H4.9-IgG1 también demostré6 un aumento de la actividad funcional que dio
como resultado un aumento significativo de IFN-y con respecto a los controles (FIG. 10B). Como en los estudios con
seres humanos, el aumento de IFN-y fue consistentemente mayor que con hu39E3.G4.

También se observé la induccion de sintesis de TNF-o. por encima de los niveles de control en cultivos humanos,
aunque a niveles mucho menores que IFN-y. Los niveles de TFN-a inducidos por el anticuerpo anti-CD3 solo (linea
basal) eran aproximadamente de 20-50 veces menor que los niveles de la linea basal de IFN-y. EI mab 20H4.9-IgG1
inducia un aumento de ~ 2 a 4,7 veces en 3 de los 8 donantes. De nuevo, el hu39E3.G4 (ensayado en paralelo)
inducia un aumento de ~ 2 veces en los mismos donantes pero a niveles mas bajos. Otras citoquinas que se
ensayaron, IL-2, IL-5, IL-10, e IL-4 no cambiaron significativamente con ningun tratamiento.

En conjunto, estos estudios demostraron que el mab 20H4.9-1gG1 presentaba la actividad funcional deseada tanto
en seres humanos como en monos, induciendo una respuesta de tipo Thl. Significativamente, como la actividad
antitumoral in vivo se asocia con la capacidad de los anticuerpos anti-CD137 para inducir la sintesis de IFN-y, estos
resultados apoyan la seleccion del mab 20H4.9-IgG1 para el cambio de isotipo.

Ejemplo 2: Caracterizacion in vitro del mab 20H4.9-lgG1

Basandose en su cinética de union, la incapacidad para bloquear la interaccion entre CD137-CD137L y los efectos
funcionales sobre las células T humanas, se selecciond el mab 20H4.9-lgG1 para cambiarlo a una forma IgG4. La
forma IgG4 del mab 20H4.9-IgG1 es 20H4.9-IgG4 (representado en las FIG. 3y 4).

La segunda fase de estos estudios implicaba la comparacion de las propiedades in vitro del mab 20H4.9-1gG4 y el
mab 20H4.9-1IgG1. En esta seccion, se describen las propiedades de cinética de unién y los efectos funcionales de
ambos anticuerpos en linfocitos humanos y de mono.

Cinética de unién

Las propiedades cinéticas de los anticuerpos anti-CD137 humano se evaluaron por resonancia de plasmon
superficial utilizando un instrumento BlAcore 3000. El antigeno, CD137 humano-lgG2s murina, se inmovilizé
covalentemente a baja densidad en la superficie de una microplaca sensora CM5. El mab 20H4.9-lgG4 y el mab
20H4.9-1gG1 se inyectaron a concentraciones entre 25 y 200 nM. La FIG. 11 representa las inyecciones a 100 nM de
tanto el mab 20H4.9-IgG1 como del mab 20H4.9-IgG4. Los datos calculados utilizando el software BlAevaluation
(analisis de ajuste de curva global, modelo bivalente) dieron como resultado unos parametros de cinética que eran
similares en ambos anticuerpos (véase la Tabla 1). Las constantes de disociacion Kp para el mab 20H4.9-IgG1 y
para el mab 20H4.9-lgG4 se determinaron como 11,2 y 16,6 nM, respectivamente. En condiciones experimentales
similares, el mab 20H4.9-IgG4 no se une a 4-1BB murino.

Tabla 1 — Comparacion de la cinética de unién del mab 20H4.9-1IgG4 y el mab 20H4.9-1gG1

Anticuerpo | Kar (1/Ms) | Ka1 (1/s) | Kaz (1/UR) | Kez2(1/s) | Rmax (UR) | Kal Kp1 (nM)
20H4.9-1gG1 | 3,43E+04 | 3,85E-04 | 2,30E-05 1,51E-03 | 262 8,91E+07 | 11,22
20H4.9-1gG4 | 3,92E+04 | 6,51E-04 | 0,0755 0,105 409 6,02E+07 | 16,61

Analisis de citometria de flujo

El mab 20H4.9-1gG4 biotinilado a concentraciones que varian de 0,32 ng/ml a 5 ng/ml se ensayo con respecto a su
union con las células CEM + PMA-ionomicina. EI mab 20H4.9-gG4 se unio a las células CEM estimuladas por PMA-
ionomicina de manera dependiente de la concentracion. La saturacion se alcanzé a 0,2 pg/ml. Por otro lado, como
se ha demostrado para su molécula parental, mab 20H4.9-IgG1, el mab 20H4.9-IgG4 no se unia a las células CEM
que no estaban estimuladas por PMA-ionomicina (FIG. 12). La union dependiente de la concentracion del mab
20H4.9-1gG4 se ha demostrado con las células CEM estimuladas con PMA-ionomicina (FIG. 12). Las muestras se
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leyeron por citometria de flujo.
Ensayos celulares/ funcionales

Para confirmar que el proceso de cambio de isotipo del mab 20H4.9-IgG1 no alteraba la actividad del anticuerpo, se
llevaron a cabo estudios in vitro para comparar la actividad del mab 20H4.9-I3G4 con respecto al mab 20H4.9-IgG1
parental en PBMC de mono y células T humanas. Los efectos funcionales del mab 20H4.9-19G4 sobre las células T
o PBMC humanas o de mono se determinaron y se compararon con su molécula parental, el mab 20H4.9-IgG1. Las
células T primarias humanas o las PBMC de mono obtenidas de donantes sanos se estimularon con anticuerpo anti-
CD3 (0,5 pg/ml-1 ug/ml) +/- anticuerpos anti-CD137 humano. Se midid la sintesis de IFN-y después de 72 h de
cultivo a 37 °C por matriz de perlas citométricas (CBA) para las muestras humanas o por ELISA para las muestras
de mono. Los anticuerpos se ensayaron en ensayos coestimuladores en presencia de concentraciones subodptimas
de anticuerpo anti-CD3 (1 pg/ml) o Concavalina A (1 pg/ml) (donantes M5170 y 81 solamente). Los resultados se
expresan como el aumento en veces en pg/ml sobre los controles. Debido a la respuesta de fondo variable entre los
donantes, los datos se normalizaron en relacién con los tratamientos de control (=1). La FIG. 13A proporciona los
resultados en las células T humanas y la FIG. 13B proporciona los resultados de las PBMC de mono. Como se
muestra en las FIG. 13A-13B, el mab 20H4.9-IgG4 demostré propiedades coestimuladoras que daban lugar a
niveles mas altos de IFN-y en células humanas y de mono en comparacion con los controles. El nivel del aumento de
la sintesis de IFN-y era comparable con su molécula parenteral en las muestras humana y de mono.

Posteriormente, se evalud el efecto del entrecruzamiento de anticuerpo sobre el efecto funcional del mab 20H4.9-
IgG4. Se ha demostrado que el entrecruzamiento de los anticuerpos puede dar lugar a la potenciacion de su
capacidad de sefializacion. Asi, se llevo a cabo un estudio para determinar la actividad funcional de varios lotes de
mab 20H4.9-lgG4 + un anticuerpo anti-lgG humana. Como se muestra en la FIG. 14A, se observd un aumento
significativo de IFN-y en todos los lotes ensayados en ausencia de anticuerpos de entrecruzamiento, con una meseta
a concentraciones de 400 ng/ml. El aumento de la sintesis de IFN-y por el mab 20H4.9-IgG4 aumenté6 mas por
adicion del anticuerpo de entrecruzamiento anti-lgG humana como se muestra en la FIG. 14B. Los diferentes lotes
de mab 20H4.9-IgG4 tenian actividades celulares comparables.

Por tanto, el entrecruzamiento del mab 20H4.9-lgG4 daba como resultado un aumento de la capacidad del
anticuerpo para inducir la sintesis de IFN-y. El entrecruzamiento de anticuerpo in vivo puede producirse por medio de
receptores celulares para la parte Fc de las inmunoglobulinas o por dimerizacién del anticuerpo. EI mab 20H4.9-
IgG4 es del isotipo 1gG4, el cual, en comparacion con otros isotipos de IgG, tiene una afinidad baja por los
receptores Fc. Sin embargo, las IgG4 pueden unirse a FcyRI (CD64) que se expresa en los monocitos y los
neutrofilos.

Se han utilizado otras dos estrategias para caracterizar adicionalmente al mab 20H4.9-1I9G4: (i) el efecto sobre la
supervivencia de las células T vy (ii) el efecto sobre la expresiéon de ciclina D2. Para determinar si el mab 20H4.9-
IgG4 podia provocar la sefializacion a través de CD137 en las células T humanas y proporcionar sefiales
coestimuladoras a las células T que dieran lugar al aumento de la supervivencia celular y la expansion, células T
humanas estimuladas con anticuerpos anti-CD3 +/- mab 20H4.9-I3G4 a concentraciones que se sabia que inducian
la sintesis de IFN-y se tifieron con anexina-V y yoduro de propidio para determinar el nimero de células vivas
(negativas a Anexina V/yoduro de propidio) y con ciclina D2 para determinar su efecto sobre la progresion celular. La
FIG. 15 muestra los resultados promedio de 4 lotes diferentes de mab 20H4.9-19G4 sobre la expresion de ciclina D2
y la supervivencia de células T. Las concentraciones de mab 20H4.9-1gG4 de 0,4-10 ug/ml daban como resultado un
aumento del nimero de células vivas de aproximadamente 1,8-2 veces y producian un aumento significativo en el
numero de células T que expresan ciclina D2 (2,5-3 veces).

Ejemplo 3: Evaluacioén in vivo de los anticuerpos 4-1BB en un modelo farmacocinético en monos cinomolgus

Este ejemplo ilustra la capacidad del mab 20H4.9-IgG4 y el mab hu39E3.G4 para aumentar la respuesta inmune
especifica de antigeno inducida por las vacunas de ADN.

Materiales y Procedimientos

Grupos animales experimentales: Los monos cinomolgus machos y hembras (2,5 a 5,0 kg) se adquirieron en
Charles River BRF (Houston, Texas) para este estudio y se alojaron en parejas. Cada grupo experimental consistia
en 4 machos y 2 hembras que se habian colocado al azar en grupos segun el peso corporal. Los grupos
experimentales eran de la manera siguiente:

Grupo 1 — vacuna de ADN gag SIV y PSA (2 mg cada una), los dias 0, 28, 56, i.m., mas solucién salina como
control, i.v., los dias 12, 15y 19;

Grupo 2 — vacuna de ADN gag SIV y PSA (2 mg cada una), los dias 0, 28, 56, i.m., mas mab hu39E3.G4, i.v.,
los dias 12, 15y 19;

Grupo 3 — vacuna de ADN gag SIV y PSA (2 mg cada una), los dias 0, 28, 56, i.m., mas mab 20H4.9-IgG4, i.v.,
los dias 12, 15y 19;

Grupo 4 — Grupo control sin tratamiento.
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Inmunizaciones y tratamientos con anticuerpos: Las vacunas de ADN PSA y gag SIV se obtuvieron de David B.
Weiner, Departamento de Patologia y Laboratorio de Medicina, Universidad de Pensilvania. (Véase, Kim y col.,
Oncogene 20, 4497-4506 (2001); Muthumani y col., Vaccine 21, 629-637 (2003)).

Los monos se inmunizaron por la via intramuscular con construcciones de ADN PSA y gag SIV (2
mg/construccién/inmunizacion) simultaneamente, seguido por dos refuerzos con 4 semanas de separacion (dias 0,
28 y 56). Doce dias después de la inmunizacion inicial, se inicio el tratamiento con mab 20H4.9-IgG4 o mab
hu39E3.G4. Se administraron los anticuerpos i.v., a 50 mg/kg, los dias 12, 15 y 19 después de la primera
inmunizacion. Este protocolo se eligio debido a que demostré que suprimia la respuesta de anticuerpo frente al mab
hu39E3.G4.

Clinica y Patologia clinica

A lo largo del curso del estudio se llevaron a cabo examenes fisicos en todos los monos por los veterinarios
encargados. Se recogieron muestras de sangre para analisis de hematologia y de bioquimica sérica antes de las
vacunaciones y luego 12, 42, 70, 97, 134 y 168 dias después de las inmunizaciones.

Ensayos inmunologicos

Para determinar el efecto de las respuestas inmunes inducidas por estos regimenes terapéuticos, se utilizé un
ensayo de puntos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISPOT) para la deteccién de la produccion de IFN-y por
los linfocitos estimulados por el antigeno especifico. Las muestras de sangre para los analisis ELISPOT se
recogieron antes de las vacunaciones y después a los 12, 42, 70, 97, 134 y 168 dias después de las
inmunizaciones. Se utilizaron péptidos sintéticos correspondientes a las secuencias completas del antigeno gag SIV
y PSA para la estimulacion ex vivo de PBMC.

Resultados

Se cuantificaron las células secretoras de IFN-y especificas de antigeno en respuesta a los péptidos PSA o gag SIV
por ELISPOT. La FIG. 16 (FIG. 16A-16D) ilustra los resultados obtenidos de los Grupos 1-4 respectivamente. El
nivel de respuesta al PSA fue muy bajo en todos los grupos, indicando que la vacuna por si misma no inducia una
respuesta inmune medible y consistente cuando se comparaba con los animales no vacunados. Por otro lado, la
vacunacion sola con gag SIV dio como resultado un numero significativo de células secretoras de IFN-y especificas
de antlgeno que aumentaba con el tiempo (FIG. 16A). Los animales sin tratar (no vacunados) mostraron 100-1.000
puntos/10° PBMC a lo largo del curso del estudio (FIG. 16D) Estos resultados establecieron la respuesta umbral a la
vacuna; los animales que presentaron < 1.000 puntos/10 PBMC se consideré que no respondian. En el grupo de
animales que recibieron la vacuna, 5 de 6 monos mostraron una respuesta aumentada a lo Iargo del tiempo, con un
numero medio de puntos despues de la tercera inmunizacion (dia 70) de 1.727 puntos/10° PBMC (DT=242,
intervalo=1.403-1.068 puntos/10 PBMC). Un mono se consideré que no respondia (620 puntos/millén de PBMC).
Ya que en estos estudios no se hizo la tipificacién de CMH, es probable que la falta de respuesta de las células T a
la vacuna por parte de algunos monos pueda deberse a un error de coincidencia con CMH. Notablemente, en el dia
70, 4 de 6 animales tratados con gag SIV mas mab 20H4.9-IgG4 presentaron un numero significativamente mas alto
de puntos de IFN-y (FIG. 16C) en comparaciéon con los animales de control (FIG. 16D) y con macacos que se
inmunizaron con vacunas de ADN en solitario (FIG. 16A). El numero medio de puntos despues de la tercera
inmunizacién para el grupo tratado con el mab 20H4.9-IgG4 fue de 3.465 puntos/10° PBMC (DT=1.236,
intervalo=2.070-4.780 puntos/10° PBMC). Dos monos en ese grupo no respondieron a la vacuna (< 800
puntos/millén PBMC). A continuacion de la tercera inmunizacion (dia 70), el tratamiento con mab hu39E3.G4 mas
vacuna de ADN dio como resultado 6 de los 6 animales que se consideré como que respondieron con un nimero
medio de puntos/10° PBMC de 2.348 (DT=588, intervalo=1.738-3.283) (FIG. 16B). Para este grupo, el intervalo del
numero de puntos era mas bajo en comparacion con los macacos tratados con mab 20H4.9-IgG4.

El tratamiento con tanto mab 20H4.9-IgG4 como mab hu9E3.G4, se tolerd bien y no produjo ningun cambio
significativo en los signos clinicos, los parametros de quimica clinica, o parametros hematoldgicos en relacién con
los monos control.

Estos datos muestran que el tratamiento con mab 20H4.9-IgG4 en combinacion con una vacuna de ADN provocaba
un aumento de la magnitud in vivo de la respuesta celular especifica al antigeno de ensayo en relacion a los
controles o al tratamiento con hu39E3.G9, medido mediante las células secretoras de IFN-y especificas de antigeno.
Ya que se utilizd un solo nivel de dosis de los anticuerpos y un solo régimen de dosificacion en estos estudios
preliminares, es poco probable que se indujeran respuestas maximas y es necesario trabajo adicional para optimizar
las condiciones. Claramente, sin embargo, incluso con este protocolo no optimizado, se consiguié una mejora de la
respuesta celular frente a los antigenos de ensayo con el mab 20H4.9-I9G4, sugiriendo que la modulacién de la
funcién de CD137 puede ser una estrategia atractiva para aumentar la eficacia de las vacunas de ADN.
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3480
3540
3600
31660
3720

3780

‘3840°

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



tataatggtt
ctgcatteta
tcgaccteta
tatccgetca
gcctaatgag
ggaaacatgt
cgtattggge
cggcgagcegg
aacgcaggaa
gegttgotgg
tcaagtcaga
agctcccteg
cteecttcgyg
taggtegtie
gecttatecg
gcagcagcea
ttgaagtggt
ctgaagecag
gctggtageyg
caaqgaagate
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcececyg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgcec
gccattgcta

ggtteccaac

acaaataaag
gttgtggttt
gctagagctt
caattccaca
tgagctaact
cgtgccaget
getetteege
tatcagctea
agaacatgtg
cgtttttcea
ggtggcgaaa
tgecgetctee
gaagegtgge
gctecaaget
gtaactateg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaceeteygg
gtggtttett
cttt?aééft
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
tcgtgtagat
cgcygagacce
ccgagegcag
gggaagctag
caggcatcgt

gatcaaggcg

ES 2432357713

caatagcate
gtccaaactc
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcetegete
ctcaaaggcq
agcaaaaggc
taggcteege
cccgacagga
tgtteegace
gctttctcaa
gggctgtyty
tettgagtee
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgt?théBg
;tctacggg?
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcqg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgce

agttacatga

acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatage
gccggaagcea
gcgttgeget
atcggcecaac
actgactecge
gtaatacggt
cagcaaaagg
ceccetgacy
ctataaagat
ctgcegetta
tgctcacget
cacgaacccc
aaceccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctett
cagcagatta
t:t;etgctc
aggatcttca
tatgagtaaa
atectgtetat
cgggagggct
gctccagat£
gcaactttat
tcgecagtta
tegtegttty

tccceceoatgt

19

caaataaagc
cttatcatgt
tgtttoeotgt
taaagtgtaa
cactgeecqe
9<9<gg9ggag
tgegecteggt
tatccacaga
ccaggaaccqg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacck
gtaggtatet
cecgttcagee
gacacgactt
taggeggtgce
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
2atogascaa
éctagatcct
cttyggtctga
ttogtteate
taccatctgg
tatcageaat
cegectecat
atagtttgeg
gtatggcttc

tgtgcaaaaa

atttttttea
ctgtataccy
gtgaaattgt
agcctgéggt
tttccagteqg
aggeggtitg
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacge
tccecctgga
gtccgecttt
cagttecggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgetetg

acaaaccace

aaaaggaécb

agactoEogt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc

ccocagtget

-daaccagcca

ccagtctatt
caacgttgtt
attcagcectec

agcggttage

4500
4560
41620
1680
4740
4800
4860
1920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340

5400

5760
5820

5880

-5940

5000
6060
6120Q

6180



10

tcctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegteaa
ggqaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acatttccce
aggegegecyg
tctgagatgg
getctgatge
agtagtgcgc

agaatctgcet

ES 2432357713

ctcegategt
tgcataatte
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggcy
ctcgtgcacc
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcec
gettogaata
agtttggege
cgcatagtta
gagcaaaatt

tagggttagg

<210> 2
<211>7057
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 2

griacatgoco
ttaatgccce
tttaccggyce
acaagggtat
catttgacgg
gcaétfa;tg
éggatgaacc
cgtcatgtag
gtaactgcag

attgttgagg

cggtctatac
agtaatcaag
ggaccgactyg
cattgeggtt
gtgaaccgtc
ccaétt;ccg
gtcatgtaga
ttacccgcac
ttaccctcaa

sgzggtaast

tgtcagaagt
tcttactgre
attctgagaa
taccgegeca
aaaactctea
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttecaa
tgaatgtatt
acctgacgte
gccagagtaa
cgatctcecg
agccagtate
taagctacaa

cgtttegege

gcgoaactgi
tatcgggtat
gcgggttget
ateccctgaaa
atgtagttca
gycggacegt
tgcataatca
ctategeccaa
acaaaaccgt

gegtteracee

aagttggccg
atgccatecg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagyg
tattattgaa
tagaaaaata
gacggatcgg
cctetterte
atecccctatg
tgcteectge
caaggcaagg

tgctteq

S6CLaALaEC
ataccteaag
gggggcgggt
ggtaactgeca
catagtatac
aakacgqgtc
gtagcgacaa
actgagigee
ggttttagrt

gceatcegea

20

cagtgttatc
taagatgett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgcitgtigag
tracttecac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
gagatctgct
taattttatt
gtcgactcte
ttgtgtgtty

cttgaccgac

igatcastaa
gcgcaatgta
aactgcagtt
gttacecace
ggttcatgcg
atétactgga
tggtaccact
cctaaaggtt
gcectgaaag

catgccacee

actcatggtt
ttctgtgact
ttgctctige
gctcatcatt
atccagteey
cagcgttect
gacacggaaa
gggttattgt
ggttecgege
aggtgacctg
ttattttact
agtacaatct
gaggtegetg

aattgceatga

Liatcatiag
ttgaatgcca
attactgcat
tgataaatge
ggggataact
ataccetgaa
acgccaaaac
cagaggtgag
gttttacage

tccagatata

6240
6300
6360
6420
64890
6340
6600
€660
6720
6780
66840
6900
6960
7020

7057

120
180

240

300

366
4§20
480
40

600



ttegtetega
ctgagtgata
aggaccaccg
ctgacaactt
caccaatgat
tttagttagt
grcatetgtyg
gccgacatat
agaccecgge
agggggaccyg
agttcctgat
cgcacgtygtg
actggcacyg
gatcgttgtg
cgggtegitgy
tgtgagagta
ttetgggget
gttteggege
acgtggycct
gca;;;;gta
tgtgggacyy
agtttccgaa
tgtigacgtt
cegattggea
‘tactcegaga
gatcteceqqg
cacggaagat
cttecacggt

tcatccacag

gagaccgatt
tcectctygg
tcgaggotet
cggaagectc
gacctcgace
accacctatg
caggttctig
aatgacacge
accgtgggac
cgggacgagg
gaaggggett
gaagggecga
gaggtcgteg
gttccacctg
actcaaggac
ctagagggcc
ccaggtcaag
cctectegte
ggccgacttg
gggtagggtc
gqatggggtcg
ctggtgecgga

cctgtteeeg

cgtgtiggtyg

gataagatat
caacgqtegg
gagggtgaca

taagataaga

ES 2432357713

gatctcttgg
ttcgaaccat
aceccaggaca
tgggacaggg
tatgcggtca
cagtggatgt
gtcaagaggy
tcectgatac
cagtgacaga
tcctegtgga
ggccactgcc
caggatgtca
aaccegtget
ttctctecaac
cceeoctgata
tggggactce
ttgaccatgc
aagttgtcgt

cegticctea

ST
ctcctetact
ctgtagegge
gggcacgacc
tccaccgtce
atgtgtgtct
cacagtggat
tagacaacaa
ggaaaggatt

CCCCcccaccc

gtgacgaatg
ggcggtactt
gggtccacgt
agtggacgeg
ggggtetett
taggcaggga
acttegacte
caggeccctt
ggagtcgate
ggctcetegtyg
acagcacctt
ggagtcctga
tctggatgtg
tcaggtttat
gtcagaagga
agtgcacgca
acctaccgca
gcatggcaca
pgftca;gt:
et h- St 14
ggttettggt
acctcaccct
tgaggctgec
tccecktaca
tcteggagag
ttacgatcte
4cga99984999
attttactce

cacecegtc:s

21

accgaatage
tgtggacace
tgatgtegte
acagatacca
cccecgaccte
gcrctcaget
gagacactgg
aatactgace
gtggttceeg
tcggcgggac
gagtecgegg
gatgagggag
gacgttgcat
accaggtgga
©aagyggagt
ccaccacctg
cctecacgta
ccagtcgcag
ccqgaggttg
ccagtcggac
ctegttacee
gaggaagaag
gaagagtacyg
ggacagagac
gagcgactag
ggcacggaag
tttaacgtag

TFtrottece

tttaattatg
dagaaggagyg
acccegegte
cccaggaagt
acctaaccce
cagtggtata
cggegeetgt
atgaagetag
ggtaggcaga
ccgacggacc
gactggtege
tcgtegcace
ctagrgtteg
acgggtggaa
tttgggttce
cactcggtee
ttacggttct

gagtiggcagg

tttoccggagg

IeERETIETE
tggacggacc
gtcggectet
gagatgtcgt
aggcactacg
ccatttacta
teggagetga
gaactgggac

cgtaacagac

cctectaace

660
720
730
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620

i920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



cttctgttat
tggtcgaccce
ccacaccace
aagcgaaaga
tcgtacgtag
gattgaggcy
cgteteogyge
cctcoggate
actgccgtta
ggtaacttga
gggaccggag
caccttecat
ttcttagetg
ggtgctccte
ggcecttaace
cttcggtact
ctttcactgt
agtccgcagg
ctettettite
taaaaatatt
agacaccaca
attttaaaaa
aaggttggat
acaaaacgag
gatgaggagg
attcaaaaaa
ggtgteteet
aatattcatc
tatctcacag

catttcccca

cgtccgtacg
cgagatecec
aatgegegte
agggaaggaa
agttaatcag
ggtcaaggeg
tccggeggag
cgaaaacgtt
ggatcgcact
cgtagcageqg
gcgagtectt
ttgecttaga
gaaatttcct
gagtaaaaga
gttcatttca
tagttggtce
gcaaaaagqqy
agagactcea

tgattgtcct

‘ctygtaccet

ctgtatcaac
ttcacatatt
accttgacta
tecttetttac
cttcetctte
Et&agtacga
ttttcgacgt
cgtattgtea
acgataatta

attattcett

ES 2432357713

accectacge
cataggqgtg
gcactggcga
agagcggtge
tecgttggtat
ggtaagaggc
ccggagacte
tttcgaacct
tccgaccate
gcacagggtt
gotcaagtte
ccactaatac
gtcttaatta
acggttttca
tctgtaccaa
ggtggaatct
tctttaacta
ggtectectt
tctacgaaag
gaaaa&gééc
ctgttigatg
acacaattty
¢ttacecteg
ggtagatcac
tetttccace
c;cagééeaé
gacgatatgt
atattagtat
ttgatacgag

ataaactaca

cacccgagat
cgcgggacat
tgtgaacggt
aageggececg
cagqgcgagg
ggggtaccga
gataaggtct
gtcgagtcce
ctaaaatagg
ttatacccct
atgaaggtte
ccatccttte
tatcaagagt
aacctactac
acctatcage
gagaaacact
aaccecttta
tttccgtagt
ttcaagagac
gaaatctaga’
gatgtctcta
atgactaaga
tcaccacctt
tactactceg
rtctggggtt
tatcitgaga
tcttttaaca
tgtatgacaa
ttcttaacac

tatcacggaa

22

accgaagact
cgcegegtaa
cgcgggatcyg
gagagutett
attgaggeqg
ctgattaaaa
tcatcactec
gacgctaaag
ggcgacggta
aaccgttctt
cttactggeg
ggaccaagag
catctettga
ggaattctga
cteegtcaag
gttectagta
tatttgaaga
tcatattcaa
gaggggagga
gaaacactte
asctteegaga
ttaacaaaca
acggaaatta
atgacgactg
cctgasagga
acgaacgaaa
cctutitata
aaaagaatga
atggasatcyg

ctgatctcta

cegeetttct
ttecgegeoge
<gggcgagga
tceootttete
gtagggcggg
aaaataaata
tccgaaaaaa
cgeggtttga
gtaccaagct
gecetetggat
ttggagaagt
gtaaggactc
gtttettggt
ataacttgtt
acaaatgqtc
cgtecctaaa
gggtcttatg

acttcagatyg

tttegatacy

-

cttggaaiga
ttccatotat
cataaaatct
ctecttitgg

agagttgtaa

agrettaacyg

cgataaatgte
agacattgga
gatgtgtccg
aaaaattaaa

gtattagtcg

2400
2460
2520
2380
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480

“'3540

1500

3660

3720

3780

3eqo

3900

3260

4020

40890

4140



gtatggtgta
gacttigtat
atgtttattt
tcaacaccaa
gaggtcygege
atattaécaa
gacgtaagat
agctggagat
ataggcgagt
cggattactce
cctitggaca
geataacceg
gccgetegee
ttgcgtectt
cgcaacgace
agttcagtet
tcgagggage
gagggaagec
atccaqcaa§
kb - Eo Rk e be Zod
cgtcgteggt
aacttcacca
gacttcggte
cgaccatege
gttctictag
attccctaaa
tttactccaa

acgaattagt

actgaggggc

aacatctecca
tttacttacyg
cgttatcgea
acaggtitga
ccctagagta
tgtttattee
caacaccaaa
cgatctcgaa
gttaaggtgt
actegattga
gcacgqtaga
cgagaaggcg
atagtcgagt
tcttgtacac
gcaaaaaggt
ccaccgeLtt
acgegagaqgg
cttegeaceg

cgaggttcga

W

2asyzagzaa
gaccattgtc
ccggattgat
aatggaagce
caccaaaaaa
gaaactagaa
accagtacte
aatttageta

cactccgtgg

agcacatcta

ES 2432357713

aaatgaacga
ttaacaacaa
gtgtitaaayg
gtagttacat
cgacctcaag
gttatcgtag
caggtttgag
ccgeattagt
gttgtatget
gtgtaattaa
cgtaattact
aaggagcgag
gagttteege
tcgrtttoceg
atecgaggey
gggctgtect
acaaggctyg
cgaaagagtt
<ccgacacac
R EE Rt 1)
ctaategtet
geccgatgtga
ttittctcaa
acaaacgttce
aagatgecce
taatagtttt
gatttcatat
atagagtcge

ttgatgctat

aattttttgq
caattgaaca
tgtttattte
agaatagtac
aagcgggtgg
tgtttaaagt
tagttacata
accagtatcqg
cggecttegt
cgcaacgega
tagceggttg
tgactgagcy
cattatgeca
gtcgtittce
gqgagactge
gatattteta
gacggcgaat
acgagtgcga
gtgctggggq
;tg??ccatt'
¢gctecatac
tcteectgte
ccatcgagaa
gtegtctaat
agactgcgag
tcctagaagt
atactcatte
tagacagata

gecctecega

23

agggtgtgga
aataacgteg
gtaasaaaaqg
agacctagee
ggttgaacaa
gtttattteg
gaatagtaca
acaaaggaca
atttcacatt
gtgacggygcyg
cgcgeccete
acgcgagcca
ataggtgtet
ggtccttgge
tcgtagtgtt
tggtcecgcaa
qgcctatgga
catccataga

ggcaagtcgg

¥}

tanganans
atccgecacg
ataaaccata
ctaggccgtt
gcgegtottt
tcacettget
dgatctagga
gaaccagact
aagcaagtag

atggtagace

gggggacteg
aatattacca
tgacgtaaga
éacctactag
ataacgtcga
taaaaaaagt
gacatatgge
cactttaaca
teggacccca
aaagqtecage
tccgeocaaac
gcaagccgac
tagtcoecta
atttttccgg
tttagctgcg
agggggacct
caggcggaaa

gtcaagccac

gctggegacy

tageagtgac
atgtctcaag
gacgcgagac
tgtitggtay
ttttcctaga
tttgagtgea
asatttaatt
gtcaatggtt
gtatcaacgg

ggggtcacga

4200
4260
4320
4380
4440
4500
1560
1620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
$100
5160

5220

5280

£249
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820

5880



10

cgttactatyg
cggecttece
ttaacaacgg
cggtaacgat
ccaagggttyg
aggaagcecag
taccgtegtg
ccacteatga
ggccgeagtt
ccLtttgcaa
tacattgggt
cccactogit
acaacttatyg
gagtactcge
tgtaaagggg
tcegeqcyge
aaactctacc
cgagactacg

tcatcacgeg

tcttagacga

<210>3
<211> 467
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gegetotyggg
ggctegegte
ccecttegate
gtecgtagea
ctagttcege
gaggctagceca
acgtattaag
gttggttcag
atgccctact
gaagccecge
gagcacygtgg
tttgtcette
agtatgagaa
ctatgtataa
crtrtecacgg
cgaagcttat
tcaaaccgog
gegtatcaat
ctcgttttaa

atccraatée

<223> Secuencia artificial

<400> 3

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys

5

20

tgcgagtgge
ttcaccagga
tcattcatca
ccacagtgeg
tcaatgtact
acagtettca
agaatgacag
taagactctt
atggcgeggt
ttttgagagt
gttgactaga
cgttttacqgg
ggasaaagtt
acttacataa
tggactgcag
cggtetcatt
gctagagggco
tcggtcatag
attcgatgtt

geadaacyey -

ES 2432357713

cgaggtctaa
éqttgaaata
agcggtcaat
agcagcaaac
agggggtaca
ttcaaccgge
tacggtaggc
atcacatacg
gtatcgtett
tectagaatg
agtcgtagaa
cgttteceee
ataataactt
atctttttat
ctgectagec
ggaaaagaaa
taggggatac

acgagggacg

gttcocgttee,

acgaage”

10

25

24

actagtcegtta
ggcggaggta
tatcaasacge
cataccgaag
acacgrrett
gtcacaatag
attctacgaa
ccgetggcete
gaaatttcca
gegacaacte
aatgaaagtg
cttatteceqg
cgtaaatagt
ttgtttatec
ctetagacga
attaaaataa
cagctgagag
aacacacaac

gaactggctg

-

tttggtogyt
ggtcagataa
gttgcaacaa
taagtecgagg
tcgecaateg
tgagtaccaa
aagacactga
aacgagaacy
cgagtagtaa
taggtcaagc
gtegcaaaga
ctgtgectet
cecaataaca
ccaaggegeg
tccactggac
aataaaataa
fcatgttaga
cteocagcgac

ttaacgtact

13

30

5%40
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7087



Pro
Ser
Glu
65

Ser
Phe
Tyr
Leu
Gly
145
Ser
val
Fhe
Val
val
225

Lys

Gly

Ser

Gly

30

Trp

Leu

Ser

Cys

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr

210

Asp

Tyr

Pro

Glu
35

Tyr
Ile
Glu
Leu
Ala
115
Gly
Serxr

Ala

val

Ala i

195

Val

His

Gly

Ser

Thr
Tyr
Gly
Ser
Lys
100
Arg
Arg
Val
Ala
Ser

120

Pro

Lys

Pro

Val
260

ES 2432357713

Leu

Trp

Glu

Arg

a5

Leu

Asp

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

245

Phe

Ser

Ser

Ile

70

val

Ser

Tyr

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Cys

Leu

Leu

Trp

Asn

Thr

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Serx

215

Asn

Pro

Phe

Thr

40

Ile

His

Ile

val

Pro

120

Val

Ala

Leu

Gly

Sar

200

Leu

Thr

Pro

Pro

25

Cys

Arg

Gly

Ser

Thr

105

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

Ala

Gln

Gly

val

90

Ala

Asn

val

Cys

Lys

170

Leu

185

Gly
Gly
Ly?
Cys

Pro
265

Lzu

Thr

val

Pro

250

Lys

val

Ser

Tyr

75

Asp

Ala

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

he

Tyr

Lys

Asp

235

Ala

Pro

Tyr

Pro

60

val

Thr

Asp

Asp

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lys

Gly
45

Giu
Thr

Ser

The

Trp
125
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
205
Tyr
Arg

Glu

Asp

Gly
Lys
Tyr
Lys
Ala
110
Tyr
Ser
Thr
Pro
val
1 ?O
Thr
Va 1‘

Phe

™hr
21

Sar

Gly

Asn

Asn

85

val

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Leu

2535

Leu

Phe

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Asp

Lys

Glu

160

Fro

Thr

Val

Asn

Ser

240

Gly

Met



10

ile

Glu

His
305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
385

Trp

va]._

Asp

His

Leu
465

<210> 4
<211> 6435
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ser
Asp
259
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
370
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

450

Gly

Arg
275
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
355
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
435

Ala

Lys

<223> Secuencia artificial

<400> 4

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

asn

Sar

- 420

Arg

Leuw

ES 2432357713

Pro
Val
Thr
Val
325
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
405
Asp

Trp

His

Glu

Gln

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

330

Glnp

Gly

Gln

Asn

Val

Fhe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

k¥}-3

Gly

Pro

Ser-

Glu

His
455

Thr
280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

&0

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
440

Tyr

26

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

423

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

AsSn

410

Leu

Val

Gln

Val

Val

Gln

315

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

385

Tyr

Tyr-

Phe

Lys

Val

Asp

300

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser.

Ser

Ser
460

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

k].1.]

Asn

Ile

Thre

Arg

Cys

445

Leu

val

val

Ser

Leu

Ser

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Eeu

430

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Ser

Gln

val

Vval

Pro
915

Thr

Val

Leu

Gln
Val
Tyr
320
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
400
Pro
val

Met

Ser



gacggatcgg
agtaacctet
tcecgateee
gtatcigete
tacaacaagyg
tgogetgett
ttaatagtaa
ataacttacy
aataatgacgqg
ggagtattta
gccocctate
cttatgggac
gatgeggtit
aagtctecac
tccaaaatgt
ggaggectatr
cgaaattaat
geaggctggt
agataccace
ggaaagagcce
ccaacagaaa
tggcatccca
cagcctagag
ggegectcact
tgtotecate
cctgotgaat
ccaatcgggt

cctcageage

gagatctget
ttttttaacé
ctatggtega
cctgettgtg
caaggcttga
cgcgatgtac
tcaattacgy
gtaaatggce
tactgttccea
cggtaaactg
gacgtcaatyg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
acgacteact
accatggaag
Jg2gazsteg
accctctcoct
cctggccagg
gccaggteca
cctgaagatt
ttcgaceggag
ttccegeocat
aacttctate
aactcccaqgq

accctgacge

ES 2432357713

agcccggatg
ttattctatt
ctctcaqtac
tgttggaggt
cecgacaattg
gggccagata
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgce
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatggacy
tcaaktgggag
ccgecccatt
ctctetgget
atagggagac
gcccagcéca
Lgttgacaca
gcagggccag
cececaggcot
gtggcagtgg
ttgcagttta
-ggaccaaggt
ctgatgageca
ccagagaggc
agagtgtcac

tgagcaaagc

acctgaggcg
ttatttrtga
aatetgctet
cgctgagtag
catgaagaat
tacgecgttga
tcatageecea
accgcecaac
aatagggact
agtacatcaa
gecegectygg
ctacgtatta
tggatagegy
ctttgtettgg
gacgcasatg
aactagagaa
ccaagcttat
gettetette
jtotoosges
tcagagtgtt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
ggagatcaaa
gttgaaatet
caaagtacag
agagcaggac

agactacgag

27

cgeeggette
gatggagtrtte
gatgccgceat
tgcgegagea
ctgcttagog
cattgattat
tatatggagt
gaccceecgee
ttecattgac
gtgtatcata
cattactgeece
gtcatcgeta
tttgactcac
caccaaaatc
ggeggtagge
cccactgett
caacaagttt
qgcctqctad
acoctgtect
agcagctact
gatgcatcca
gacttcactc

cagegtagea

cgtacggtag:

ggaactgect
tggaaggtyy
agcaaggaca

aaacacaaag

gaatagccag
ggcgecegatce
agttaagcca
aaatttaage
ttaggcgttt
tgactagtta
tecgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgctaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttee
aacgggactt
gtgtacggtg
actggcttat

gtacaaaaaa

tq;gécicdc

tgtctccagy
tagectggta
acagggccac
tcaccatcag

actggcctce

ctgcaccate -

ctgttgtgty
ataacgecet
gcacctacag

tctacgectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
§00
660
720
180
840
900
960

1020
1080
1110
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



cgaagtcace
ttagacccag
ctaaacgeta
gtttygceceot
taataasatyg
9999tqgggce
geggtggget
cacgegecct
gctacactig
acgticgeeg
atagteccyge
cegeeccatg
gagctattecc
gg9ggggacag
ctggtaggat
gtcccaaaat
gttcaagtac
gattatggot
aattaatata
caaadagtttg
catggettgg
cctcagacte
aattgatctg
ggaggaaasaa
tgcttteaag
ttgcégqctt
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggegc

ceatetazes

catcagggce
ctttettgta
gagctegectg
cccecgtgoee
aggaaattge
aggacagcaa
ctatggctte
gtagcggcocge
ccagegecct
ggectetcaa
ccoctaactce
gctgactaat
agaagtagtg
ctcagggety
tttatecceg
atggggattyg
ttccaaagaé
aggaaaacct
gttctcagta
g;tgéﬁgctt
atagtcygag
tttgtgacaa
gggaaatata
ggcatcaagt
ttctctgetco
tagatcegat
ctacagagat
tactgattct

agtggtggaa

ES 2432357713

tgagctcgce
caaagtggtt
atcagecteq
ttecttgace
atcgcattgt
gggggaggat
tgaggcggaa
attaagcgeg
agegeceget
aasagggaaa
gcccatceeg
ttttttratt
aggaggette
cgatttcgeg
ctygccatcat
gcaagaacgg
tgaccacaac
ggttctccat
gagaactcaa
taag;cttat
gcagttctgt
ggatcatgca
aacttcteec
ataagettga
ccctcataaa
ctttgtgaag
ttaaagccct
aattgtttgt
tgecctttaat

tactgctgac

cgtcacaaag
gatctagagg
actgtgectt
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
agaaccaget
gcgggtgtag
cctttegett
aaaagcatgce
ceoctaacte
tatgcagagg
tttggaggcc
ccaaacttga
ggttcgacca
agacctaccc
ctetteagtg

tcctgagaag

agaaccacca

tgaacaaccg
ttaécaégaa
ggaatitgaa
agaataccca
agtctacgag
gctatgcatt
éaaécttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc

totcaacate

28

agcttcaaca
geectatict
ctagttgeca
ccactecccac
gtecattctat
atagcaggca
ggggctctag
tggttacgeqg
tctteocctte
atctcaatta
cgcccagttc
ccgaggecge
taggettitg
cggcaatcct
ttgaactgca
tggecctoege
gaaggtaaac
aatcgacctt

cgaggagctc

‘gaattggcaa

gecatgaate

agtgacacgt
ggcgtectet
aagaaagact
tttataagac
tctétggtét
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgcte

ctactcetee

ggggagagtyg
atagtgtcac
gccatctgtt

tgtcctitce

tctgggggat
tgctggggat
ggggtatcce
cagegtgace
ctitetegee
gtcagcaacc
cgccecattet
ctcggectct
caaaaagcett
agegtgaagg
tcgtecgecgt
tcaggaacga
agaatctggt
taaaggacag

attttcttge

‘gtaaagtaga’

aaccaggcca
ttttcccaga
ctgaggtees
aacaggaaga
catgggactt
gacataatég
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg

aaaaaagaag

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
5é40.
3300
3360
3420

3480.



agaaaggtag
gtgtttagta
ctgetataca
tataatcata
aactatgcte
tactttgatgt
aggtttract
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgeatta
ccgecticete
ctcactcaas
égtg;gcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctectgttee
tggegettte
.agctgggctyg
ategtcttga
acaggartag
actacgygcta

ttcggaaaaa

aagaccccaa
atagaacikct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
gttcttegeo
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagcegyga
aattgcgttg
atgaategge
gctcactgac
ggcggtaaté
aéqcc;gcaa
cecgececeot
aggactataa
gacectgcey
tcatagctca
tgtgracgaa
gtccaacecy
cagagcgagg
cactagaaqg

gagttggtag
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ggactttect
tgcttgettt
ggaaaaatat
tettettact
tacctttégc
gactagagat
aaccteceac
ttgtttattg
aaagecattece
catgtctgga
caccccaact
tteacaaata
gtatcttatc
tagctgette
agcataaagt
cgeteactge
caacgcgcgyg
tcgctgeget
cggttatcca
223gTo2343a
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccegeegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
aacagtattt

ctcttgatce

tcagaattge
getatttaca
tctgtaaccec
ccacacaggce
tttttaatte
cgatcataat
acctceccct
cagcttataa
tttcactgca
tcggctggat
tgtttatige
aagcatteee
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
cegettreca
ggagaggcag
cggtecgttey
cagaatcagg
accgtaaaaa
agaasaatcg
cgtttocccec
acctgtecqge
atctcagtte
agcecgacey
acttategee
gtgctacaga
ggtatctgeg

ggcaaacaas

29

taagtetett
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtasaggggt
cagccatace
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttctagttgt
gatcctccag
agcttatazat
ttcactgcat
accgtegace
ttgttatceg
gggtgcetaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
getgoggoga
ggataacged
gccgegtty
acgctcaagt
tggaagctec
ctttetecct
ggtgtaggtc
ctgegectta
actggcagca
gticttgaag
ctetgetgaa

ccaccgetgg

gagtcatget
aaaagctgca
gcataacagt
tgetattaat
taataaggaa
acatttgtag
cataaaatga
t§aagcaata
ggtttgicca
cgcggggate
ggttacaaat
tetagttgtg
tctagetaga
ctcacaattc
cgagtgagct
ctgtegtgee
gggcgetett

gcggtatcag

ggaaagadca

ctggegtitt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaageyg

gttegetcca

tccggtaact -

gccactggta
tggtggccta

gccagttacc

tagcggtggt

3540
3600
3660
3720
37180
3840
3900
3960
4020
1080
4140
4200
4260
4320
4380

4440

4800
4860

4920

4980 -

5040

5160

5160

5220



10

thtttttgtte

atettttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagita
atcgttgtca
aattctctta
aagteatict
gataataccg
gggcgaaaac
geacccaact
Jggaaggcaaa
ctetteette
atatttgaat

gtgccacctg

<210>5
<211> 6435
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

gcaagcagca
<ggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatcety
cgatacggga
caccgactee
gtecctgcaac
gtagttcgee
cacgctcgte
catgatcecc
gaagtaagtt
ctgtcatgee
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgecgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgtc

<223> Secuencia artificial

<400> 5

ctgcctagee ctctagacga tcgggeecac tggactocge geggecgaag cttatcggte
tcattggaaa amaaaattaa aataaaataa asataaaaact ctacctcaaa ccgeggectag
agggctaggg gataccagect gagagtcatg ttagacgaga ctacggcgta tcaatteggt

catagacgag ggacgaacac acaacctcca gogactcate acgegetogt tttaaattcg

ES 2432

gattacgege
cgcrcagegg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegeeo
agttaatagt
gtttggtatg
cacgttgtge
ggccgeagty
atccgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgctyg
atctrttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaatiaacaa

357 T3

agaaaaaasag
aacgaaaact
atcctrttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacy
gcttecattca
aaaaaagegg
ttatcactca
tgettttctg
cegagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageyg
agggegacac
tatcagggtt

ataggggtte

30

gatctcaaga
cacgttaagqg
gttaaaaatg
accaatgett
ttgectgact
gtgctgeaat
agccagecyy
ctattaattg
ttgttgecat
gctccggtec
ttagctcett
tggttatggc
tgactggtga
cttgececgge
tcattggaaa
gttcgatgta
ttectgggtg
ggaaatgtty
attgteteat

cgegcacatt

agatecttrg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegtyg
gataccgega
aagggcecegag
ttgeccgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtecteeyg
agecactgceat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acqgttcttcg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac

tccccgaaaa

5280
S$340
5400
5460
5520
5380
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
€180
6240
6300
6360

6420

6435

60

120



atgetgttece
acgcgacgaa
aattatcart
tattgaatgc
ttattactge
cetcataaat
cgggggataa
gaataccctg
ctacgccaaa
Ltcagaggcg
aggttttaca
cctocagata
gctttaatta
cgtcocgacca
tctatggtgg
cctttctegg
ggttgtottt
accqtagggt
"gtcggatcte
ccgegagtga
acagaagtag
ggacgactta
ggttageeca
ggagtegteg
gettcagtyyg
aatctgggtce
gatttacgat
caaacgggga

attattttac

gttccgaact
gcgctacatg
agttaatgecce
catttaccgg
atacaagggt
gccatttgac
ctgcagttac
aaaggatgaa
accgteatgt
gggtaactge
gcattgttga
tactcgtete
tgctgagtga
tggtaccttc
cctetttaac
tgggagagga
ggacecggtec
cggtccaagt
ggﬁbttctaa
aageegectc
aaqggecggta
ttgaagatag
ttgagggtce
tgggactgcg
gtagtceeegg
gaaagaacat
ctegagegac
gggggcacgg

tcetttaacy

ES 2432357713

ggctgttaac
ccecggtctat
ccagtaatca
gcggacegac
atcattgcgg
gggtgaaceg
tgccatttac
ccgtcatgta
agttaccegc
agttaccete
ggcggggtaa
gagagaccga
tatccetctg
ggggtcgagt
acaactgtgt
cgtcccggte
gagygtccga

caccgtcace

aacdgtcaaat

ceotggtteca
gactactcgt
ggtctetecyg
tetecacageg

acteqrtteg

actegagegqg -

gtttcacecaa
tagtcggage
aaggaactgg

tagcgtaaca

gtacttctta
atgcgecaact
agtatecgygt
tggcgggteg
ttatcectkga
tcatgtagtt
cgggcggacc
gatgcataat
acctatcgee
aaacasaacc
ctgcgtttac
ttgatctctt
ggttcgaata
cgaagagaag
cagaggtcgg
agtctcacaa
ggagtagata
cagaccectgt
gatqangtc
cctctagttt
caactttaga
gtttcatgtc
tctegtoety
tctgatgetce
gcagtgttte
ctagatctce
tgacacggaa
gaccttecac

gactcateca

31

gacgaatcce
gtaactaata
atatacctea
ctgggggcyeg
aaggtaactg
cacatagtac
gtaatacggg
cagtagcgat
aaactgagig
gtggtrttag
ccgecatecey
dgggtgacgaa
gttgttcaaa
gaggacgatg
tgggacagaa
tcgtegatga
ctacgkaggt

ctgaagtgag

gtcgeategt

gratgecace
ccttgacgga
accttccace
tegttecetgt
tttgtgttte
tcgaagttgt
cgggataaga
gatcaacggt
ggtgagygty

cagtaagata

aatccgcaaa
actgatcaat
aggcegeaatg
gtaactgeaqg
cagttaccca
acggttcatg
tcatgtactg
aatggtacca
cccctaaagg
ttgcectgaa
cacatgccac
tgaccgaata
cacgttettt
agaccgaggg
acagaggtcc
atcggaccat
tgtceeggtyg

agtggtagtce

tgaccggagg ®

gacgtggtag
gacaacacac
tattgecggga
cgtggatgte

agatgeggac

cececteteae

tatcacaqgty
cggtagacaa
acaggaaagg

agacceecca

300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
200
950
1020
1080

1140

. 1200

1260
1320
1380 -
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



cecccacceeg
cgccaccecga
gtgcgeggga
cgatgtgaac
tgcaagegge
tatcagggeg
ggeggggtac
ctegataagg
ceccecectgte
gaccatccta
cagggtttta
caagtteatyg
ctaataccca
ttaattatat
gttttcaaac
gtaccaaacc
ggagtctgag
ttaactaaac
cetoettte
Aégaaaqttc
éacgaccgaa
ctgtttgatg
acacaatttg
cttacectecg
ggtagatcac
tc££tccatc
cacaaatcat
gacgatatgt
atattagrat

[ 38= EAed- St -]

tcctgtcgte
gataccgaag
catcgecegcg
ggtcgcggga
ccggagagtt
gggattgagyg
cgactgacta
tcttcateac
gagtecegac
aaataggggc
tacccctaac
aaggtttcett
tecettttgga
caagagtcat
ctactacgga
tatcagccee
aaacactgtt

ccctttatat

cecgtagttcea

éagagacgaq
atctagadfa
gatgtckcta
atgactaaga
tcaccacctt
tactactccg
ttctgggget
tatcttgaga
tcttttaata
tgtatgacaa

t=:itsacac

ES 2432357713

ceccctecta
actccgectt
taattcgegco
tegegggcga
ttttccctte
cgggytaggge
aajsaaaataa
tcectecgaaa
gctaaagege
gacggtagta
cgttettgec
actggtgttg
ccaagaggta
ctcttgagtt
attctgaata
cgtcaagaca
cctagtacgt
ttgaagagogy
tattcaaact
§q§aqqattt
gaaaéacttc
aatttcgaga
ttaacaaaca
acggaaatta
atgacgactyg
éctgaaagga
acgaacgaaa
cctrtttata
aaaagaatga

atggaaatcg

acccttctgt
tcttggtcga
cgcccacace
ggaaagcgaa
ttttegtacg
ggggattgag
atacgtctee
aaagcctccgg
ggtttgaact
ccaagctggt
tctogatggg
gagaagteac
aggactctte
tettggtggt
acttgttggc
aatggtcctt
ccttaaactt
tcttatggat
tcagatgete
cgatacgtaa
cttégaatga
ttccatttat
cataaaatct
ctcotittag
agagttgtaa
agtctta;;q
cgataaatgt
agacattgga
ggtgtatceg

aaaaattaaa

32

tatcgtcogt
ccccgagate
accaatgege
agaagggaayg
Lagagttaat
gcgggtcaag
ggcteeggeg
atccgaaaac
gecgttagga
aacttgacgt
accggaggeg
cttccatttg
ttagctggaa
gctectegag
cttaaccgtt
cggtactrag
tcactgtgca
cegeaggaga

ttctttctga

‘aaatattetg

Qgécaccaca
attttasaaa
aaggttggat
acaaaacgag
gatgaggagg
attcaazaaa
ggtgeetect
aatattcatc
tatctcacag

catttcccca

acgaccecta
ccccatagag
gtcgcactgg
gaaagagegg
cagtcgttgg
gcgggtaaga
gagceggaga
gtttticgaa
tegeacttce
agcageggcea
agteettact
tcttagacca
atttcctgte
taaaagaacg
catttcatct
ttggteeqge
aaaagggtct
gactccaggt
ttgtecettet

gtaccctgaa

ctgtattaac

ttcacatatt
accttgacta
tcttctttac
tttttectce
ctcagtacéa
ttttcgacgt
cgtattgeca
acgataatta

attattcctr

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2960
2520
2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
3000
3060

3120

" 3180

3240
3300
3360

3420

3480

35490

3600
3660
3720

3780



ataaactaca
tccaaaatga
tacgttaaca
cgtagtgtet
ttgagtagkct
agtacgacct
tttcgttate
caaacaggtt
cgaaccgcat
gtgtgttgta
ttgagtgtaa
tcgacgtaat
ggcgaaggaqg
gagtgagctt
acactcgttt
aggtatccga
ctttgggetg

gaggacaagg

acdgéqaagé

tegaceegac
tagcagaact
tgeectaate
tgatgeccgat
aagccktttt
adaaaacaas
tagaaaagat
tactctaata
agttagatte

cygtggataga

tatcacggaa
acgaaattee
acaacaattg
aaagtgttta
acatagaata
caagaagcqg
gtagtgttra
tgagtagtta
tagtaccagt
tgeteggect
ttaacgcaac
tacttagccg
cgagtgactyg
ccgecattat
tccggtogtt
g9¢gggggga
tcecegatatt
<igggacggce
agiatcgaqt
acacgtgett
caggttgggc
grctegetee
gtgatctice
ctcaaccate
cgttcgtegt
gccccagact
gtttttecta
catatatact

gtcgetagac

ES 2432357713

ctgatcteta
ttggagygtg
aacaaataac
tttcgtaaaa
gtacagacct
gtggggttga
aagtgtttrat
catagaatay
atcgacaaag
tegtatttea
gcgagtgacyg
gtigegegec
agcgacgcga
gccaataggt
ttcecggtect
ctgetcgtag
tcratggtce
gaatggccta
@cgaéqpcq&
gugg9ggcaag
cattctgige
atacatccyge
ttgtcataaa
gagaactagg
ctaatgcgcg
gcgagecace
gaagtggatc
catttgaacc

agataaagca

gctagtatta
tg9agggaga
gtcgaatatt

aaagtgacgt

ageccgaccta
acaaataacqg
ttcgtaaaaa
tacagacata
gacacacttt
cattteggac
ggcgaaaggt
cctotecegee
gccagcaagce
gtettagice
tggcattitt
tgtettrage
gcaaaggggg
tggacaggeg
tagagtcaag
tcgggetgge
tgaatagcgg
cacgatgtcet
ccatagacge
cocgtttgttt
tcttttttee
tegetttiga
taggaaaatt
sgactgtcaa

agtagtace

33

gtcggtatgg
cttggactet
accaatgtet
aagatcaaca
ctaggaggte
tcgaatatta
aagtgacgta
tggcagetgg
aacaatagge
cceacggatt
cagcecttg
aaacgcataa
cgacgccget
cetattgeqt
cecggegeaac
tgcgagteca
accttcgagg
gaaagaggga
ccacatccaé
gacgecggaat
tgaccgtcgt
caagaacttc
gagacgactt
ggtggcgace
ctagagttct
gtgcaattce
taatttttac
tggttacgaa

aacqgactga

tgtaaacatc
gtattttact
atttcgttat
ccaaacaggt
gcgecectag
ccaatgttta
agatcaacac
agatcgatet
gagtgttaag
actcactcga
gacagcacqg
cécgcgagaa
cgccatagtc
cetttettgt
gaccgcaaaa
gtetecaceg
gagcacgcga

agcccticge

‘cgagcggggt

aggecattga -

cggtgaccat
accaccggat
<ggtcaatgg
ategocacca
tctaggaaac
ctaaaaccag
ttcaaaatte

ttagtcactc

ggggcagcac

3849
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920'
4980
5040
5100
5160
5220
5280
$340
5400
5460

5520
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atctattgat
ctggygtgcga
gcétcttcac
cgatctcatt
tagcaccaca
tecgctoaat
tageaacagt
ttaagagaat
ttcagtaaga
ctattatggc'
ccocgotetty
cgtgggttga
cottoegitt
gagaaggaaa
tataaactta

cacggtyggac

<210> 6
<211> 236
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gctatgecct
gtggccegagy
caggacgttg
catcaagegg
gtgcgagcag
gtactagggg
cttcattcaa
gacagtacqgyg
crtcttatcac
gcggtgtate
agagttccta
ctagaagtcg
tacggegitt
aagttataat
cataaatctt

tgcag

<223> Secuencia artificial

<400> 6

ES 2432357713

cccgaatggt
tcraaatagt
aaataggcgy
tcaattatca
caaaccatac
gtacaacacy
ccggegteac
taggcattct
atacgccget
gtcttgaaat
gaatggcgac
tagaaaatga
tttccettac
aacttcgtaa

tttatttgtt

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu
5

1

Asp Thr Thr
Leu Ser Pro Gly Glu

Val Ser Ser Tyr Leu
50

20

35

Gly Glu

Ile Val

Arg Ala

Ala Trp
55

agaccggggt
cgttatitgg
aggtaggtca
aacgegtige
cgaagtaagt
tttettcgee
aatagtgagt
acgaaaagac
ggctcaacga
tttcacgagt
aactctaggr
aagtggtege
tccegetgtg
atagtcecaa

tatccccaag

cacgacgtta
tcggtcggee
gataattaac
aacaacggta
cgaggecaaq
aatcgaggaa
accaataccyg
actgaccact
gaacgggceg
agtaacctet
caagctacat
aaagacccac
cctttacaac
taacagagta

gcgegtgtaa

ctatggecgcet
ttcceggete
aacggccctt
acgatgtceeg
gottgctagt
gccaggaggc
tcgtgacgta
catgagttqg
cagttatgee
tgcaagaage
tgggtgagca
tegtttttgt
ttatgagtat
ctegeoctatg

aggggcbttt

Lev Phe Leu Leu Leu Leuw Trp Leu Pro

i0

Les Thr Gln
25

Thr Leu Ser
40

Tyr Gln Gln

34

Sar

Cya

Lys
60

15

Pro Ala Thr Leu

30

Arg Ala Ser Gln
45

Pro Gly Gln Ala

Ser

Ser

Pro

3380
5640
5700
S760
5820
5880
3940
6000
60560
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6435
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Arg
65

e
Ser
Asn
Lys
Glu
145
Phe
Gln
Ser
G:lu

Ser
225

<210>7
<211> 1413
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Leu

Phe

Trp

Arg

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Serx
Glu
Pro
115
Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
195
His

val

<223> Secuencia artificial

<400> 7

Ile

Gly

Pro

100

Pro

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr-

ES 2432357713

Tyr

Ser

85

Glu

Ala

Ala

Ser

Glu

16%

Ser

Leu

val

Lys

Asp
70

Gly
Asp
Leu
Ala
Gly
150
Ala
Gln
Ser

Tyr

Ser
230

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala
215

Phe

Ser

Gly

Ala

fhe

120

Serx

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Asn

Thr

Val
105

Gly

Val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

"Arg

Arg

Asp

90

Tyr

Gly

Phe

val

Trp

170

Thr

Thr

val

Gly

Ala
75

Phe

Tyr.

Gly

Ile

vVal

155

Lysa

Glu

Leu

Thr

Glu
235

Thr

Thr

Cys

The

Phe

140

Cys

val

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly

Leu

Gln

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Ile
Thr
Gln
110
Val
Pro
Leu
Asn
Ser
190

Ala

G.‘!.y

Prxo

Ile

95

Arg

Glu

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Ala
-]

Ser
Ser
Ile
Asp
Asn
180
Leu
Asp

Tyr

Ser

atgaaacacc tgtggttctt cctcctectg gtggecagete ccagatgggt cctgtcecag

gtgcaactac agcagtgggg cgcaggactyg ttgaagectt c¢ggagaccct gtcectcace

tgegetgtet atggtgggtc cttcagtggt tactactgga gctggatacg ccagteccca

35

60

120

180
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gagaaggggc
tcecctocgaga
ctgagctetyg
gggaattatg
geectocacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtet
gaggtecacat
tacgtggacy
agcacgtace
gagtacaagt
Aaagccaaag
ctgaccaaga
gccgtggagt
ctggactecy
éagedggaga
cbqéagaécb
8

1413

ADN
Artificial

tggagtggat

gtcgagrcac

tgaccgccge
actggtactt
agggeccate
ccctgggekg
gegeectgac
ccctcageag
acgtgaatca
acaaaactca
tecetettece
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtete
ggcagecceg
accaggtcag
gggagagcaa

acggeteoctt

‘acgtctteotc

tctcectgtc

Secuencia artificial

8

taccetgtgg
cacgttgatg
azgcgacaga

- i
[iettegeit ot |

acaccaagaa
tcgtcaccce
taccacceag

acctcaccta

ES 2432

tggggaaatc
catatcagta
ggacacggcet
cgatctctgg
ggtcttecce
cctggtcaag
cagcggegtyg
cgtggtgace
caageccage
cacatgccea
cccaaaacee
ggacgtgagc
gcataatgec
cgtectcace
caacaaagec
agaaccacag
cetgaccetge
tgggcageey
cttecctctac
atgctcegtg

cécgggtian

ggaggaggac
gegteoctgac
gaagtcaceca

acccctttag

357 T3

aatcatggtyg
gacacgteca
gtatattact
ggcegiggcea
ctggcaccet
gactacttec
cacaccttce
gtgcecteca
aacaccaagg
ccgtgeccag
aaggacaccc
cacgaagace
aagacaaagc
gtcetgeace
ctcccageoce
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctea
atgcétgaéd

tga

caccgtcgag
@acttcggaa
atgatgacct

ttagtaccas

36

gatacgtcac
agaaccagtt
gtygcgaggga
ccctggteac
cctocaagag
ccgaaceggt
cggctgtect
gcagottggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaa
€gcgggagga
aggactgget
cecatcgagaa
tgcccccate
gcttctatce
acaagaccac
cegtggacaa

ctétgcacaa

ggtctaceca
gectetggga
cgacctatgce

ctatgeagtyg

ctacaatccg
ctcectgaag
ctatggtccg
tgtctectea
cacctetggg
gacggtgtcg
acagtectea
cacccagace
agttgagccc
cctggggaga
ccggaccoct
gttcaactyy
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctee
ccgggatgag
cagcgacate
gccteeccgtyg
gagcaggtgg

ccactacacqg

ggacagggte
cagggagtyg
ggtcagggat

gatgttagge

240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

"1413°

60
120
180

240 ,
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agggagctcect
gactcgagac
cccttaatac
<gg9aggtagt
ccgtgtegeo
accttgagtc
cctgagatga
atgtagacgt
tttagaacac
ggcagtcaga
ctccagtgta
atgcaccrgc
tecgtgcatgg
ctcatgttea
tttcggttte
gactggttct
cggcacctca
gacctgagge
gtcgtecect

gtcrtetegg

<210>9
<211>470
<212> PRT
<213> Artificial

<400> 9

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu

1

Val Leu Ser Gln Val Gin Leu Gln Gln

cagctcagtg
actggcggcyg
tgaccatgaa
tccecgggtag
gggacccgac
cgcgggactg
gggagtcgte
tgcacttagt
tqttttéagt
aggagaaggy
cgcaccacca
cgcaccteca
cacaccagtc
cgttecagag
ccgtcggggc
tggtccagtc
cootctegtt
tgcegaggaa
tqcagaagag

agagggacag

<223> Secuencia artificial

20

ES 2432

gtatagtcat
cctgtgccega
gctagagace
ccagaagggg
ggaccagttc
gtcgcegeac
gcaccactgg
gttcgggteg
gtgtacgggt
gggtittgag
cctgcacteg
cgtattacgg
gcaggagtgg
grtgteteqy
tcttggtgec
ggactggacyg
accegtegge
gaaggagatg
téégaggéac

gggeccatet

5

357 T3

ctgtgcaggt
catataatga
ccggcaccgt
gacegtgoga
ctgatgaagg
gtgtggaagg
cacgggaggt
ttgtggtice
ggcacgggtc
ttectgtyggy
gtgcttetgg
ttctgtttog
caggacgtygg
gagggtcggg
cacatgtggg
gaccagttte
ctettgttga
tcgttegagt
tacgtactce

act

10

25

37

tettggtcaa
cacgctccct
gggaccagtg
ggaggttete
ggcttggcca
gcegacagga
c¢gtegaaccc
jectgttcte
gtggactiga
agtactagag
gactccagrt
gecgeeccteer
tcctgaccga
ggtagctett
acgggggtag
cgaagatagg
tgttetggeg
ggcacctgtt

gagacgtgpt_

gagggacttc
gataccagge
acagaggagt
gtggagacce
ctgccacage
tgtcaggagt
gtgggtctgg
tcaactcggg
ggaccceceet
ggcctgggga
caagttgace
cgtcatgttg
cttaccgtte
ttggtagagy
ggecetacee
gtcgetgtag
cggagggcac
ctegtccacce

ggtgatgtge

15

30

300
360
420
480
540
600
660
720
7180
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413

Leu Val Ala RAla Pro Arg Trp

Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys



Pro

Ser

Glu

65

Ser

Phe

Tyr

Gly
145
Gly
Yal
Pha
val
val
225

Lys

Ser

Gly

50

Trp

Leu

Ser

Cys

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Glu

a5

Tyr

Ile

Glu

Ala

115

Gly

Ser

Ala

val,

Ala

195

Val

His

Cys

Gly

The
Tyr
Gly
Ser
Lys
100
Arg
Arg
Val
Ala
Ser
180
Val
Pro
Lys

Asp

Gly
280

ES 2432357713

Leu

Trp

Glu

Arg

83

Leu

Asp

Gly

Phe

Leu
165

TIp
Leu
Ser
Pro
Lys
245

Pro

Ser

Ser

Ile

70

Val

Ser

Tyr

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Leu
Trp
$5

Asn
Thr
Ser
Gly
Leu
135
Leu
Cys
ser
Ser
Ser
215
Asn

His

Val

Thr

40

Ile

His

Ile

val

Pro

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thx

Phe

38

Cys

Arg

Gly

Ser

Thr

105

Gly

Thr

Pro

Val

A.jl_a

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

Ala

Gln

Gly

val

Ala

Asn

Val

Ser

Lys

110

Leu

Leu

Thr

val

Pro
250

Phe

Val

Ser

Tyr

75

Asp

Ala

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

“Thr.

Tyr

Gln

Rsp

233

Pro

Pro

Tyr

Pro

60

val

Thr

Asp

Asp

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Gly

15

Glu

Thr

Ser

Thr

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Lys

Gly

Lys

Tyr

Lys

Ala

11¢

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

I1le

Val

Ala

Pro
270

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

Phe

Thr

Ser

Glu
175

Hisg

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Phe

Leu

Pro

B8O

Gln

Tyr

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp



Thr

val

val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

30

val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Met

275

His

val

Tyr

Gly

Ile

355

val

Ser

Glu

Pro

val

435

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Lau

Tip

val
'420

Asp
His

Pro

ES 2432357713

Ser

asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

A9

Pro

Ala

310

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

350

Ser

Asp

Ser
Ala

Lys
470

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

315

Leu

Asn

Ser’

Arg

Leu
4595

Pro

280

val

Thr

val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

His

39

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Ser

Lys

Gln

Giy

425

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
410

‘Ser

Gln

His

Thr
Asn
Arg
315
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
395
Glu
Phe

Gly

Tyr

Cys

Ttp

300

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Val
28%

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Lev

Pro

Asn

Leu

Val

495

Gln

Val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Lay

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Sexr

Ser

Asp

Gly

Asn

320

Trp

Fro

‘Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de unién a antigeno del mismo que se une
especificamente a 4-1BB, que comprende una region variable de cadena ligera y una region variable de cadena
pesada, en el que:

dicha region variable de cadena ligera comprende una CDR1 que consiste en los restos aminoacidicos 44-54 de
SEC ID N° 6, una CDR2 que consiste en los restos aminoacidicos 70-76 de SEC ID N° 6, una CDR3 que
consiste en los restos aminoacidicos 109-119 de SEC ID N°: 6; y

dicha regioén variable de cadena pesada comprende una CDR1 que consiste en los restos aminoacidicos 50-54
de SEC ID N°: 3, una CDR2 que consiste en los restos aminoacidicos 69-84 de SEC ID N° 3 y una CDR3 que
consiste en los restos aminoacidicos 117-129 de SEC ID N°: 3.

2. El anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion 1,
en el que:

dicha cadena ligera comprende una regién variable que consiste en los restos aminoacidicos 21-129 de SEC ID
N°: 6; y dicha cadena pesada comprende una region variable que consiste en los restos aminoacidicos 20-140
de SEC ID N°: 3.

3. Un anticuerpo monoclonal enteramente humano que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en el
que dicha cadena ligera comprende los restos aminoacidicos 21-236 de SEC ID N° 6 y dicha cadena pesada
comprende los restos aminoacidicos 20-467 de SEC ID N°: 3.

4. Una composicion farmacéutica que comprende:

el anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de uniéon a antigeno del mismo de la
reivindicacion 1 o 2; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. Una composicién farmacéutica que comprende:

el anticuerpo monoclonal enteramente humano de la reivindicacion 3; y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. El anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento de un cancer.

7. Uso de un polinucleédtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
aminoacidos de los restos aminoacidicos 20-467 de SEC ID N°: 3 y un polinucledtido aislado que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de los restos aminoacidicos 21-236 de SEC ID
N°: 6 para producir un anticuerpo monoclonal enteramente humano o una parte de union a antigeno del mismo que
comprende una region variable de cadena ligera y una region variable de cadena pesada como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

8. Uso de un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleotidos de SEC ID N° 1 y un polinucleétido que
comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 4 para producir un anticuerpo monoclonal enteramente
humano o una parte de unién a antigeno del mismo que comprende una regién variable de cadena ligera codificada
por la secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 4 y una region variable de cadena pesada codificada por la secuencia
de nucledtidos de SEC ID N°: 1.

40
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promotor CMV

péptido lider Ig natural

CDR2
. region variable de 20H4-9HC
‘COR3

region constante de IgG4

pD17-20H4.9.hda
7057 pb

empalme de SV40/poliA

promotor CMV

i

) _péptido lider Ig natural
.CORY

._COR2

. pMSgate-zom.s.Lc ' Tregién Variablerdé é0H4-9HC

<22l pb
L AH49LC
"-._. ; .c-kappa
o8

SV40 poliA —— . i
BGH poliA
- . promotor SV40
empalme de SV40 . OHFR
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

601

651

701

751

801

851

CGATGTACGG
GCTACATGCC
AATAGTAATC
TTATCATTAG
CGCGTTACAT
GCGCAATGTA
CCCCCGCCCA
GGGGGCGGGT
TAGGGACTTT
ATCCCTGAAA
CACTTGGCAG
GTGAACCGTC
CGTCAATGAC
GCAGTTACTG
TATGGGACTT
ATACCCTGAA
ACCATGGTGA
TGGTACCACT
TGACTCACGG
ACTGAGTGCC
TGTTTTGGCA
ACAAAACCGT
GCCCCATTGA
CGGGGTAACT
AAGCAGAGCT
TTCGTCTCGA

AARTTAATAC
TTTAATTATG

H L W

ES 2432357713

GCCAGATATA
CGGTCTATAT
AATTACGGGG
TTAATGCCCC
AACTTACGGT
TTGAATGCCA
TTGACGTCAA
ARCTGCAGTT
CCATTGACGT
GGTAACTGCA
TACATCAAGT
ATGTAGTTCA
GGTAAATGGC
CCATTTACCG
TCCTACTTGG
AGGATGAACC
TGCGGTTTTG
ACGCCAAAAC
GGATTTCCAA
CCTAAAGGTT
CCAAAATCAA
GGTTTTAGTT
CGCAAATGGG
GCGTTTACCC
CTCTGGCTAA
GAGACCGATT

GACTCACTAT

CGCGTTGACA
GCGCAARCTGT
TCATTAGTTC
AGTAATCAAG
AAATGGCCCG
TTTACCGGGC
TAATGACGTA
ATTACTGCAT
CAATGGGTGG
GTTACCCACC
GTATCATATG
CATAGTATAC
CCGCCTGGCA
GGCGGACCGT
CAGTACATCT
GTCATGTAGA
GCAGTACATC
CGTCATGTAG
GTCTCCACCC
CAGAGGTGGG
CGGGACTTTC
GCCCTGARAG
CGGTAGGCGT
GCCATCCGCA
CTAGARGAACC
GATCTCTTGG

AGGGAGACCC

TTGATTATTG
AACTAATAAC
ATAGCCCATA
TATCGGGTAT
CCTGGCTGAC
GGACCGACTG
TGTTCCCATA
ACAAGGGTAT
ACTATTTACG
TGATAAATGC
CCAAGTACGC
GGTTCATGCG
TTATGCCCAG
AATACGGGTC
ACGTATTAGT
TGCATAATCA
RATGGGCGTG
TTACCCGCAC
CATTGACGTC
GTAACTGCAG
CAAAATGTCG
GTTTTACAGC
GTACGGTGGG
CATGCCACCC
CACTGCTTAC
GTGACGAATG

ARGCTTGGTA

CTGAGTGATA TCCCTCTGGG TTCGAACCAT
Péptido lider Ig natural

s e ot g g o o o o e o g ot ot e o e g e e B e e By o B N

F F L L

L V A

ACACCTGTGG
TGTGGACACC
natural Ig

~a

A P R

TTCTTCCTCC TCCTGGTGGC AGCTCCCAGA
AAGARAGGRGG AGGACCACCG TCGAGGGTCT
leader ‘sequence -

Regiodon variable de CP 20H4-9

ACTAGTTATT
TGATCAATAA
TATGGAGTTC
ATACCTCAAG
CGCCCAACGA
GCGGGTTGCT
GTAACGCCAA
CATTGCGGTT
GTAAACTGCC
CATTTGACGG
CCCCTATTGA
GGGGATAACT
TACATGACCT
ATGTACTGGA
CATCGCTATT
GTAGCGATRA
GATAGCGGTT
CTATCGCCAA
AATGGGAGTT
TTACCCTCAA
TAACAACTCC
ATTGTTGAGG
AGGTCTATAT
TCCAGATATA
TGGCTTATCG
ACCGAATAGC

M K
CCGCCATGAA
GGCGGTACTT

W VvV L S -

TGGGTCCTGT

‘ACCCAGGACA

e e e e e B o g S o A o e e e s o e g e o g g . o g o g g o g o o A o g o oy B —————————

Q v Q
CCCAGGTGCA
GGGTCCACGT

o e

T L § L

L Q@ Q

W G A G

L L K

P S E

ACTACAGCAG TGGGGCGCAG GACTGTTGAA GCCTTCGGAG
TGATGTCGTC ACCCCGCGTC CTGACAACTT CGGAAGCCTC

Regidén variable de CP 20H4-9

-

T C A

vV Y G

G S

CDR 1

-

- e B v e e e e e e W e e M e e e

F S

G Y T -

ACCCTGTCCC TCACCTGCGC TGTCTATGGT GGGTCCTTCA GTGGTTACTA
TGGGACAGGG AGTGGACGCG ACAGATACCA CCCAGGAAGT CACCAATGAT

CDR 1

-

Regidén variable de CP 20H4-9

CDR 2

e iy e e T e P oy e e T T e .y e e ¢ e = n - o oy

W 5 W

CTGGAGCTGG ATACCC

I R Q =

A -

P E K

G L E

W I G E -
CZCC2G2GAA GGGGCTGGAG TGGATTGGGG

GACCTCGACC TATGCGGTCA GGGGTCTCTT CCCCGACCTC ACCTAACCCC
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CDR 2

Regidén variable de CP 20H4-9

iy o o o gy . v om e g e . . "y 2 vy T " ey  m y  fop e on o . B T o oy o gy . o e o oy

+ I N H 6 G Y VvV T Y N P S L E S R
01 AARTCAATCA TGGTGGATAC GTCACCTACA ATCCGTCCCT CGAGAGTCGA
TTTAGTTAGT ACCACCTATG CAGTGGATGT TAGGCAGGGA GCTCTCAGCT
Regidén variable de CP 20H4-9

e ey ey iy e g o B o A By g e g g g g g g By o g e g, . o g g g o R o oy o g e g P Pk P s s P ik P P P P s e

v T I S§ v D T S K N Q F S L K L §
951 GTCACCATAT CAGTAGACAC GTCCAAGARC CAGTTCTCCC TGAAGCTGAG

CAGTGGTATA GTCATCTGTG CAGGTTCTTG GTCAAGAGGG ACTTCGACTC
CDR 3

Regién variable de CP 20H4-9 T

o ¢ T e ey o e =y — o A  y o o o o s g T g e o e o Ao e

s v T A A DT A VvV Y Y C A R D Y G
1001 CTCTGTGACC GCCGCGGACA CGGCTGTATA TTACTGTGCG AGGGACTATG
GAGACACTGG CGGCGCCTGT GCCGACATAT AATGACACGC TCCCTGATAC
CDR 3

e e e e o o By T T P e A ey g e e B o s e e e s P o e e o P B

Regidén wvariable de CP 20H4-9

P G N Y D W Y F D L W G R G T L

1051 GTCCGGGGAA TTATGACTGG TACTTCGATC TCTGGGGCCG TGGCACCCTG

CAGGCCCCTT AATACTGACC ATGAAGCTAG AGACCCCGGC ACCGTGGGAC

Dominio CH1 de IgG4
Regién wvariable de CP 20H4-9

VTVS S AS T KG P SV F P L A-

1101 GTCACTGTCT CCTCAGCTAG CACCAAGGGC CCATCCGTCT TCCCCCTGGC
CAGTGACAGA GGAGTCGATC GTGGTTCCCG GGTAGGCAGA AGGGGGACCG B
Dominio CH1 de IgG4 _ - :

. T S e g e . o e R e B T g e P . T g g T g P g B g M P

p C g R &8 T s E s T RO P c C L
1:31 GCCCTGCTTC AGGAGCACCT CCGAGAGCAC AGCCGUCCTG GGCTGCCTGG
CGGGACGAGG TCCTCGTGGA GGCTCTCGTG TCGGCGGGAC CCGACGGACC
Dominio CHl1 de IgG4
K D Y F P E P V T V S W N S G A
1201 TCAAGGACTA CTTCCCCGAA CCGGTGACGG TGTCGTGGAA CTCAGGCGCC
AGTTCCTGAT GARAGGGGCTT GGCCACTGCC ACAGCACCTT GAGTCCGCGG
Dominio CH1 de IgG4
: L T S G V HT F PAaA VLQS S G L
1251 CTGACCAGCG GCGTGCACAC CTTCCCGGCT GTCCTACAGT CCTCAGGACT
GACTGGTCGC CGCACGTGTG GAAGGGCCGA CAGGATGTCA GGAGTCCTGA
Dominio CH1 de IgG4

Y § L s § Vv Vv T VvV P § § § L G T K-
1301 CTACTCCCTC AGCAGCGTGG TGACCGTGCC CTCCAGCAGC TTGGGCACGA
GATGAGGGAG TCGTCGCACC ACTGGCACGG GAGGTCGTCG AACCCGTGIT

FIG. 3B
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Dominio CH1 de IgG4

ey o o o o o e o e g g g o S g o o o o o g P o T g g o . o . . g g g g o o o o g B g

T Y T C N V D H K P S N T K v D
1351 AGACCTACAC CTGCAACGTA GATCACAAGC CCAGCAACAC CAAGGTGGAC
TCTGGATGTG GACGTTGCAT CTAGTGTTCG GGTCGTTGTG GTTCCACCTG
Regidén bisagra de IgG4
Dominio CH1 de IgG4
K RV E S KY G PP CPPC PAP:
1401 AAGAGAGTTG AGTCCAAATA TGGTCCACCT TGCCCACCTT GCCCAGCRCC
TTCTCTCAAC TCAGGTTTAT ACCAGGTGGA ACGGGTGGAA CGGGTCGTGG
Dominio CH2 de IgG4
E Fr L 66 G P S V FL F P P K P K D-
1451 TGAGTTCCTG GGGGGACCAT CAGTCTTCCT GTTCCCCCCA AAACCCAAGG
ACTCAAGGAC CCCCCTGGTA GTCAGAAGGA CAAGGGGGGT TTTGGGTTCC
Dominio CH2 de IgG4
- T L M I s R T P E V T C V vV VvV D
1501 ACACTCTCAT GATCTCCCGG ACCCCTGAGG TCACGTGCGT GGTGGTGGAC

TGTGAGAGTA CTAGAGGGCC TGGGGACTCC AGTGCACGCA CCACCACCTG
Dominio CH2 de IgG4

VvV § Q E D P E -V Q F N W Y V D G V-
1551 GTGAGCCAGG AAGACCCCGA GGTCCAGTTC AACTGGTACG TGGATGGCGT
CACTCGGTCC TTCTGGGGCT CCAGGTCAAG TTGACCATGC ACCTACCGCA
Dominio CH2 de IgG4
E V H N A K T K P R E E Q F N S5 T -
1601 GGAGGTGCAT AATGCCAAGA CAAAGCCGCG GGAGGAGCAG TTCAACAGCA
CCTCCACGTA TTACGGTTCT GTTTCGGCGC CCTCCTCGTC -AAGTTGTCGT
Dominio CH2 de IgG4

. -+ Y RV V §V L-TV L HQD WL N
1R85 CCTACCGTCT CCTCRGCGTC CTCRCCCTCC TRCRAOCRGCY TTGCOToRAr
GCATGGCACA CCAGTCGCAG GAGTGGCAGG ACGTGGTCCT GACCGACTTG
Dominio CH2 de IgG4
G K E Y K C K VvV § N K G L P s § I -
1701 GGCAAGGAGT ACAAGTGCAA GGTCTCCAAC AAAGGCCTCC CGTCCTCCAT

CCGTTCCTCA TGTTCACGTT CCAGAGGTTG TTTCCGGAGG GCAGGAGGTA
Dominio CH3 de IgG4

Dominio CH2 de IgG4
E K T I S K A K G Q P R E P Q V Y -
1751 CGAGAAARACC ATCTCCAAAG CCAAAGGGCA GCCCCGAGAG CCACAGGTGT

GCTCTTTTGG TAGAGGTTTC GGTTTCCCGT CGGGGCTCTC GGTGTCCACA
Dominio CH3 de IgG4

T L P P S Q E E M T K N Q vV § L
1801 ACACCCTGCC CCCATCCCAG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG
TGTGGGACGG GGGTAGGGTC CTCCTCTACT GGTTCTTGGT CCAGTCGGAC

FIG. 3C
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Dominio CH3 de IgG4

T C L Vv K G F Y P S DI AV E W E -
ACCTGCCTGG TCAAAGGCTT CTACCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA
TGGACGGACC AGTTTCCGAA GATGGGGTCG CTGTAGCGGC ACCTCACCCT

Dominio CH3 de IgG4

S N G Q P E N N Y K T T p

GAGCAATGGG CAGCCGGAGA ACAACTACAA GACCACGCCT CCCGTGCTGG

CTCGTTACCC GTCGGCCTCT TGTTGATGTT CTGGTGCGGA GGGCACGACC
Dominioc CH3 de IgG4

+ 8§ D G S F F L ¥ § R L T Vv D K §
ACTCCGACGG CTCCTTCTTC CTCTACAGCA GGCTAACCGT GGACAAGAGC
TGAGGCTGCC GAGGAAGAAG GAGATGTCGT CCGATTGGCA CCTGTTCTCG
Dominio CH3 de IgG4
R W Q E G N V F s C 5§ VvV M H E A L
AGGTGGCAGG AGGGGAATGT CTTCTCATGC TCCGTGATGC ATGAGGCTCT
TCCACCGTCC TCCCCTTACA GAAGAGTACG AGGCACTACG TACTCCGAGA

P V L D-

*H N H

GCACARACCAC
CGTGTTGGTG
CTAGAGGGCC
GATCTCCCGG
AGCCTCGACT
TCGGAGCTGA
CCGTGCCTTC
GGCACGGAAG
TAAAATGAGG
ATTTTACTCC

- GGGGGGTGGG
- CCCCCCACCC

CCAGGCCATCT
CGTCCGTACG
ACCAGCTGGG
TGGTCGACCC
AAGCGCGGCG
TTCGCGCCGC
GCGCCCTAGC
CGCGGGATCG
TTCGCCGGGC
ARGCGGCCCG
AGCAACCATA
TCGTTGGTAT
CCAGTTCCGC
GGTCAAGGCG
GCAGAGGCCG
CGTCTCCGGC
AGGCTTTTTT
TCCGAAAAAA
CTGCGATTTC
GACGCTAAAG

Dominioc CH3 de IgG4

- A T e e S S Sy e e o o o By g g b o o r

Y T Q K S

TACACACAGA
ATGTGTGTCT
CTATTCTATA
GATAAGATAT
GTGCCTTCTA
CACGGAAGAT
CTTGACCCTG
GAACTGGGAC
AAATTGCATC
TTTARACGTAG

'GTGGGGCAGG

CACCCCGTCC
TCECCATSOR
ACCCCTACGC
GCTCTAGGGG
CGAGATCCCC
GGTGTGGTGG
CCACACCACC
GCCCGCTCCT
CGGGCGAGGA
CTCTCARAAA
GAGAGTTTTT
GTCCCGCCCC
CAGGGCGGGG
CCATTCTCCG
GGTAAGAGGC
AGGCCGCCTC
TCCGGCGGAG
GGAGGCCTAG
CCTCCGGATC
GCGCCAAACT
CGCGGTTTGA

L S
AGAGCCTCTC
TCTCGGAGAG
GTGTCACCTA
CACAGTGGAT
GTTGCCAGCC
CAACGGTCGG
GAAGGTGCCA
CTTCCACGGT
GCATTGTCTG
CGTAACAGAC
ACAGCARAGGG
TGTCGTTCCC
TTARACTOT
CACCCGAGAT
GTATCCCCAC
CATAGGGGTG
TTACGCGCAG
AATGCGCGTC
TTCGCTTTCT
AAGCGAAAGA
AGGGRAARARA
TCCCTTTTTT
TRACTCCGCC
ATTGAGGCGG
CCCCATGGCT
GGGGTACCGA
GGCCTCTGAG
CCGGAGACTC
GCTTTTGCAA
CGAAAACGTT
TGACGGCAAT
ACTGCCGTTA

L § L
CCTGTCTCTG
GGACAGAGAC
AATGCTAGAG
TTACGATCTC
ATCTGTTGTT
TAGACAACAA
CTCCCACTGT
GAGGGTGACA
AGTAGGTGTC
TCATCCACAG
GGAGGATTGG
CCTCCTAACC
TATOTTOTSE
BACCGAAGACT
GCGCCCTGTA
CGCGGGACAT
CGTGACCGCT
GCACTGGCGA
TCCCTTCCTT
AGGGAAGGAA
AGCATGCATC
TCGTACGTAG
CATCCCGCCC
GTAGGGCGGG
GACTAATTTT
CTGATTAARA
CTATTCCAGA
GATAAGGTCT
AAAGCTTGGA
TTTCGAACCT
CCTAGCGTGA
GGATCGCACT
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G K
GGTAAATGAT
CCATTTACTA
CTCGCTGATC
GAGCGACTAG
TGCCCCTCCC
ACGGGGAGGG
CCTTTCCTAA
GGAAAGGATT
ATTCTATTCT
TAAGATAAGA
GAAGACAATA
CTTCTGTTAT
TGTGGAARGE
CCGCCTTTCT
GCGGCGCATT
CGCCGCGTAA
ACACTTGCCA
TGTGAACGGT
TCTCGCCACG
AGAGCGGTGC
TCRATTAGTC
AGTTAATCAG
CTAACTCCGC
GATTGAGGCG
TTTTATTTAT
AAAATAAATA
AGTAGTGAGG
TCATCACTCC
CAGCTCAGGG
GTCGAGTCCC
AGGCTGGTAG
TCCGACCATC



2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451

3501

3801
3851
3901

13951
4001
4051
4101
4151

4201

GATTTTATCC
CTAAAATAGG
CGTGTCCCAA
GCACAGGGTT
CGCTCAGGAA
GCGAGTCCTT
GTGGAAGGTA
CACCTTCCAT
CATTCCTGAG
GTAAGGACTC
GTAGAGRACT
CATCTCTTGA
TTGGATGATG
ARCCTACTAC
AGACATGGTT
TCTGTACCAA
ATCAACCAGG
TAGTTGGTCC
GAAAGTGACA
CTTTCACTGT
CCCAGAATAC
GGGTCTTATG
AGTATAAGTT
TCATATTCAA
AAGTTCTCTG
TTCAAGAGAC
CTTTTGCTGG
GAAAACGACC
GACATAATTG
CTGTATTAAC
TAAAATTTTT
ATTTTAAAAA
GTATTTTAGA
CATAAAATCT
TGCCTTTAAT
ACCGRRATTR
ATGATGAGGC
TACTACTCCG
AGAAAGGTAG
TCTTTCCATC
GAGTCATGCT
CTCAGTACGA
CCACAAAGGA
GGTGTTTCCT
TCTGTAACCT
AGACATTGGA
TTTTCTTACT
ARAAGAATGA
AAAAATTGTG
TTTTTAACAC
TATTTGATGT
ATAAACTACA
TTGTAGAGGT
AACATCTCCA
CTGAAACATA
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CCGCTGCCAT
GGCGACGGTA
AATATGGGGA
TTATACCCCT
CGAGTTCAAG
GCTCAAGTTC
AACAGAATCT
TTGTCTTAGA
AAGAATCGAC
TTCTTAGCTG
CRAAGAACCA
GTTTCTTGGT
CCTTAAGACT
GGAATTCTGA
TGGATAGTCG
ACCTATCAGC
CCACCTTAGA
GGTGGAATCT
CGTTTTTCCC
GCAAAAAGGG
CCAGGCGTCC
GGTCCGCAGG
TGAAGTCTAC
ACTTCAGATG
CTCCCCTCCT
GAGGGGAGGA
CTTTAGATCT
GAAATCTAGA
GACAAACTAC
CTGTTTGATG
AAGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCAACCTA
AAGGTTGGAT
GAGGAAAACC
CTCOTTTTRG
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
ARGACCCCAA
TTCTGGGGTT
GTGTTTAGTA
CACAAATCAT
AAAAGCTGCA
TTTTCGACGT
TTATAAGTAG
AATATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTGTCCG
TACCTTTAGC
ATGGAAATCG
ATAGTGCCTT
TATCACGGRA
TTTACTTZIT

AAATGAATGC

357 T3

CATGGTTCGA
GTACCAAGCT
TTGGCAAGAA
ARCCGTTCTT
TACTTCCAAA
ATGAAGGTTT
GGTGATTATG
CCACTAATAC
CTTTARAGGA
GAAATTTCCT
CCACGAGGAG
GGTGCTCCTC
TATTGAACAA
ATAACTTGTT
GAGGCAGTTC
CTCCGTCAAG
CTCTTTGTGA
GAGAAARCACT
AGAAATTGAT
TCTTTAACTA
TCTCTGAGGT
AGAGACTCCA
GAGAAGAAAG
CTCTTCTTTC
AAAGCTATGC
TTTCGATACG
CTTTGTGAAG
GAAACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
TGTGTTAAAC
ACACAATTTG
TGGAACTGAT
‘ACCTTGACTA
TGTTTTGCTC

RCERARCCRC
TCTCAACATT
AGAGTTGTAA
GGACTTTCCT
CCTGAAAGGA
ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA

GACGATATGT

_GCATAACAGT

CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
TTTTTAATTT
AARAATTAAA
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TTAAAAAACC

. 2RITTTTTGG

AATTGTTGTT

CCATTGAACT
GGTAACTTGA
CGGAGACCTA
GCCTCTGGAT
GAATGACCAC
CTTACTGGTG
GGTAGGAAAA
CCATCCTTTT
CAGAATTAAT
GTCTTAATTA
CTCATTTTCT
GAGTAAAAGA
CCGGARTTGG
GGCCTTAACC
TGTTTACCAG
ACAAATGGTC
CAAGGATCAT
GTTCCTAGTA
TTGGGGARAT
AACCCCTTTA
CCAGGAGGAA
GGTCCTCCTT
ACTAACAGGA
TGATTGTCCT
ATTTTTATAA
TAAAAATATT
GAACCTTACT
CTTGGAATGA
TTAAAGCTCT
AATTTCGAGA
TACTGATTCT
ATGACTAAGA
GAATGGGAGC
CTTACCCTCG
AGAAGAAATG
TETTCTTTAS
CTACTCCTCC
GATGAGGAGG
TCAGAATTGC
AGTCTTAACG
TGCTTGCTTT
ACGAACGAAA
AGAAAATTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAAT
ACGATAATTA
GTAAAGGGGT
CATTTCCCCA
CATARTCAGC
GTATTAGTCG
TCCCACACCT
AGGGTGTGGA
GTTAACTTGT
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GCATCGTCGC
CGTAGCAGCG
CCCTGGCCTC
GGGACCGGAG
AACCTCTTCA
TTGGAGAAGT
CCTGGTTCTC
GGACCAAGAG
ATAGTTCTCA
TATCAAGAGT
TGCCAAAAGT
ACGGTTTTCA
CAAGTAAAGT
GTTCATTTCA
GAAGCCATGA
CTTCGGTACT
GCAGGAATTT
CGTCCTTARA
ATARACTTCT
TATTTGAAGA
AAAGGCATCA
TTTCCGTAGT
AGATGCTTTC
TCTACGAAAG
GACCATGGGA
CTGGTACCCT
TCTGTGGTGT
AGACACCACA
AAGGTAAATA
TTCCATTTAT
AATTGTTTGT
TTAACAAACA
AGTGGTGGAA
TCACCACCTT '’
CCATCTAGTG
TITEEITTAC
AAARBAGARAG
TTTTTTCTTC
TAAGTTTTTT
ATTCAAAAAA
GCTATTTACA
CGATAAATGT
GGARAAATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACRA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TAATAAGGAA
ATTATTCCTT
CATACCACAT
GTATGGTGTA
CCCCCTGAAC
GGGGGACTTG
TTATTGCAGC
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5151
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5251
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GACTTTGTAT
TTATAATGGT
AATATTACCA
CATTTTTTTC
GTAAAAARAG
TCTTATCATG
AGAATAGTAC
GCTGGAGTTC
CGACCTCAAG
ACARATAAAG
TGTTTATTTC
CTGCATTCTA
GACGTAAGAT
CTGTATACCG
GACATATGGC
TGTTTCCTGT
ACAAAGGACA
GCCGGAAGCA
CGGCCTTCGT
CACATTAATT
GTGTAATTAA
CGTGCCAGCT
GCACGGTCGA
CGTATTGGGC
GCATAACCCG
CGTTCGGCTG
GCAAGCCGAC
TATCCACAGA
ATAGGTGTCT
CAGCAAAAGG
GTCGTTTTCC
TAGGCTCCGC
ATCCGAGGCG
GGTGGCGAAA
CCACCGCTTT
AGCTOECCTCG
TCGAGGGAGC
GTCCGCCTTT
CAGGCGGAAA
GTAGGTATCT
CATCCATAGA
CACGAACCCC
GTGCTTGGGG
TCTTGAGTCC
AGAACTCAGG
CTGGTAACAG
GACCATTGTC
TTGAAGTGGT
AACTTCACCA
CTGCGCTCTG
GACGCGAGAC
GATCCGGCAA
CTAGGCCGTT
CAGCAGATTA
GTCGTCTAAT
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TTTACTTACG
TACAAATAAA
ATGTTTATTT
ACTGCATTCT
TGACGTAAGA
TCTGGATCGG
AGACCTAGCC
TTCGCCCACC
AAGCGGGTGG
CAATAGCATC
GTTATCGTAG
GTTGTGGTTT
CAACACCARA
TCGACCTCTA
AGCTGGAGAT
GTGAAATTGT
CACTTTAACA
TAAAGTGTRA
ATTTCACATT
GCGTTGCGCT
CGCAACGCGA
GCATTAATGA
CGTAATTACT
GCTCTTCCGC
CGAGARGGCG
CGGCGAGCGG
GCCGCTCGCC
ATCAGGGGAT
TAGTCCCCTA
CCAGGAACCG
GGTCCTTGGC
CCCCCTGACG
GGGGGACTGC
CCCGACAGEA
GGGCTGTCCT
THOGETATOS
ACGCGAGAGG
CTCCCTTCGG
GAGGGAAGCC
CAGTTCGGTG
GTCAAGCCAC
CCGTTCAGCC
GGCAAGTCGG
AACCCGGTAA
TTGGGCCATT
GATTAGCAGA
CTAATCGTCT
GGCCTAACTA
CCGGATTGAT
CTGRAGCCAG
GACTTCGGTC
ACARACCACC
TGTTTGGTGG
CGCGCAGAAA
GCGCGTCTTT

TTAACAACAA
GCAATAGCAT
CGTTATCGTA
AGTTGTGGTT
TCAACACCAA
CTGGATGATC
GACCTACTAG
CCAACTTGTT
GGTTGAACAA
ACAAATTTCA
TGTTTAAAGT
GTCCARACTC
CAGGTTTGAG
GCTAGAGCTT
CGATCTCGAA
TATCCGCTCA
ATAGGCGAGT
AGCCTGGGGT
TCGGACCCCA
CACTGCCCGC
GTGACGGGCG
ATCGGCCAAC
TAGCCGGTTG
TTCCTCGCTC
AAGGAGCGAG
TATCAGCTCA
ATAGTCGAGT
AACGCAGGAA
TTGCGTCCTT
TAAARAGGCC
ATTTTTCCGG
AGCATCACAA
TCGTAGTGTT
CTATAAARGAT
GATATTTCTA
TGTTrCaRCT
ACAAGGCTGG
GAAGCGTGGC
CTTCGCACCG
TAGGTCGTTC
ATCCAGCAAG
CGACCGCTGC
GCTGGCGACG
GACACGACTT
CTGTGCTGAA
GCGAGGTATG
CGCTCCATAC
CGGCTACACT
GCCGATGTGA
TTACCTTCGG
AATGGAAGCC
GCTGGTAGCG
CGACCATCGC
AAAAGGATCT

CAATTGAACA
CACAAATTTC
GTGTTTAAAG
TGTCCAAACT
ACAGGTTTGA
CTCCAGCGCG
GAGGTCGCGC
TATTGCAGCT
ATAARCGTCGA
CAAATARAGC
GTTTATTTCG
ATCAATGTAT
TAGTTACATA
GGCGTAATCA
CCGCATTAGT
CAATTCCACA
GTTAAGGTGT
GCCTAATGAG
CGGATTACTC
TTTCCAGTCG
AAAGGTCAGC
GCGCGGGGAG
CGCGCCCCTC
ACTGACTCGC
TGACTGAGCG
CTCAAAGGCG
GAGTTTCCGC
AGAACATGTG
TCTTGTACAC
GCGTTGCTGG
CGCAACGACC
ADATCGACGC
TTTAGCTGCG
ACCAGGCGTT
TGGTCCGCAA
CToOToCTTA
GACGGCGAAT
GCTTTCTCAA
CGAAAGAGTT
GCTCCAAGCT
CGAGGTTCGA
GCCTTATCCG
CGGAATAGGC
ATCGCCACTG
TAGCGGTGAC,

TAGGCGGTGC

ATCCGCCACG
AGAAGGACAG
TCTTCCTGTC
ARAAAGAGTT
TTTTTCTCAA
GTGGTTTTTT
CACCAAAAAR
CRAGAAGATC

TTTTCCTAGA

GTTCTTCTAG
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AATAACGTCG
ACAAATAAAG
TGTTTATTTC
CATCAATGTA
GTAGTTACAT
GGGATCTCAT
CCCTAGAGTA
TATAATGGTT
ATATTACCAA
ATTTTTTTCA
TARAAAAAGT
CTTATCATGT
GAATAGTACA
TGGTCATAGC
ACCAGTATCG
CAACATACGA
GTTGTATGCT
TGAGCTAACT
ACTCGATTGA
GGAAACCTGT
CCTTTGGACA
AGGCGGTTTG
TCCGCCAAAC
TGCGCTCGGT
ACGCGAGCCA
GTAATACGGT
CATTATGCCA
AGCARAAGGC
TCGTTTTCCG
CGTTTTTCCA
GCAAAAAGGT
TCAAGTCAGA
AGTTCAGTCT
TCCCCCTGGA
AGGGGGACCT
FOCGRATACCT
GGCCTATGGA
TGCTCACGCT
ACGAGTGCGA
GGGCTGTGTG
CCCGACACAC
GTAACTATCG
CATTGATAGC
GCAGCAGCCA
CGTCGTCGGT
TACAGAGTTC
ATGTCTCAAG
TATTTGGTAT
ATAAACCATA
GGTAGCTCTT
CCATCGAGAA
TGTTTGCAAG
ECEZACGTTC
CIITERTCTT

GARACTAGAA
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TTCTACGGGG
AAGATGCCCC
TGGTCATGAG
ACCAGTACTC
AAATGAAGTT
TTTACTTCAA
CAGTTACCAA
GTCAATGGTT
TTCGTTCATC
AAGCAAGTAG
CGGGAGGGCT
GCCCTCCCGA
ACGCTCACCG
TGCGAGTGGC
CCGAGCGCAG
GGCTCGCGTC
AATTGTTGCC
TTAACAACGG
CAACGTTGTT
GTTGCARCAA
GTATGGCTTC
CATACCGAAG
TCCCCCATGT
AGGGGGTACA
TGTCAGAAGT
ACAGTCTTCA
TGCATAATTC
BACGTATTAAG
GGTGAGTACT
CCACTCATGA
TTGCTCTTGC
ARACGAGAACG
CTTTAAAAGT
GAAATTTTCA

AGGATCTTAC’

TCOTRGAATE
CEARCTGATCT
GTTGACTAGA
ARAACAGGAAG
TTTGTCCTTC
TGTTGAATAC
ACAACTTATG
GGGTTATTGT
CCCAATAACA
AACAAATAGG

" TTGTTTATCC

GACGGATCGG
CTGCCTAGCC
GCCAGAGTAA
CGGTCTCATT
AGTTTGGCGC
TCAAACCGCG
GCTCTGATGC
CGAGACTACG
GAGGTCGCTG

ES 2432357713

TCTGACGCTC
AGACTGCGAG
ATTATCAAAA
TAATAGTTTT
TTAAATCAAT
AATTTAGTTA
TGCTTAATCA
ACGAATTAGT
CATAGTTGCC
GTATCAACGG
TACCATCTGG
ATGGTAGACC
GCTCCAGATT
CGAGGTCTAA
AAGTGGTCCT
TTCACCAGGA
GGGAAGCTAG
CCCTTCGATC
GCCATTGCTA
CGGTAACGAT
ATTCAGCTCC
TAAGTCGAGG
TGTGCAAAAA
ACACGTTTTT
AAGTTGGCCG
TTCAACCGGC
TCTTACTGTC
AGAATGACAG
CAACCAAGTC
GTTGGTTCAG
CCGGCGTCAA
GGCCGCAGTT
GCTCATCATT
CGAGTAGTAA
CGCTGTTGAG
GCCRCARCTC
TCAGCATCTT
AGTCGTAGAA
GCAARATGCC
CGTTTTACGG
TCATACTCTT
AGTATGAGAA
CTCATGAGCG
GAGTACTCGC
GGTTCCGCGC
CCAAGGCGCG
GAGATCTGCT
CTCTAGACGA
CCTTTTTTTT
GGAAAAAAAA
CGATCTCCCG
GCTAGAGGGC
CGCATAGTTA
GCGTATCAAT
AGTAGTGCGC

AGTGGAACGA
TCACCTTGCT
AGGATCTTCA
TCCTAGAAGT
CTAAAGTATA
GATTTCATAT
GTGAGGCACC
CACTCCGTGG
TGACTCCCCG
ACTGAGGGGC
CCCCAGTGCT
GGGGTCACGA
TATCAGCAAT
ATAGTCGTTA

GCAACTTTAT

CGTTGAAATA
AGTAAGTAGT
TCATTCATCA
CAGGCATCGT
GTCCGTAGCA
GGTTCCCAAC
CCAAGGGTTG
AGCGGTTAGC
TCGCCAATCG
CAGTGTTATC
GTCACAATAG
ATGCCATCCG
TACGGTAGGC
ATTCTGAGAA
TAAGACTCTT
TACGGGATAA
ATGCCCTATT
GGAAAACGTT
CCTTTTGCAA
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAC
AATGAARGTG
GCAAAAAAGG
CGTTTTTTCC
CCTTTTTCAA
GGAAAAAGTT
GATACATATT
CTATGTATAA
ACATTTCCCC
TGTAARGGGG
AGGTGACCTG
TCCACTGGAC
TAATTTTATT
ATTAAAATRA
ATCCCCTATG
TAGGGGATAC
AGCCAGTATC
TCGGTCATRG
GAGCAAAATT

AAACTCACGT
TTTGAGTGCA
CCTAGATCCT
GGATCTAGGA
TATGAGTAAA
ATACTCATTT
TATCTCAGCG
ATAGAGTCGC
TCGTGTAGAT
AGCACATCTA
GCAATGATAC
CGTTACTATG
AARCCAGCCA
TTTGGTCGGT
CCGCCTCCAT
GGCGGAGGTA
TCGCCAGTTA
AGCGGTCAAT
GGTGTCACGC
CCACAGTGCG
GATCAAGGCG
CTAGTTCCGC
TCCTTCGGTC
AGGAAGCCAG

-ACTCATGGTT

TGAGTACCAA
TAAGATGCTT
ATTCTACGAA
TAGTGTATGC
ATCACATACG
TACCGCGCCA
ATGGCGCGGT
CTTCGGGGCG
GAAGCCCCGC
ATGTARCCCA

CAGCGTTTCT
GTCGCAAAGA
GAATAAGGGC
CTTATTCCCG
TATTATTGAA
ATAATAACTT
TGAATGTATT
ACTTACATAA
GAAARAGTGCC
CTTTTCACGG
AGGCGCGCCG
TCCGCGCGGC
TTATTTTATT
AATAARATAA
GTCGACTCTC
CAGCTGAGAG
TGCTCCCTGC
ACGAGGGACG
TAAGCTACAA

FIG. 3G
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TAAGGGATTT
ATTCCCTAAA
TTTAAATTAA
AAATTTAATT
CTTGGTCTGA
GAACCAGACT
ATCTGTCTAT
TAGACAGATA
ARCTACGATA
TTGATGCTAT
CGCGAGACCC
GCGCTCTGGG
GCCGGAAGGG
CGGCCTTCCC
CCAGTCTATT
GGTCAGATAA
ATAGTTTGCG
TATCARACGC
TCGTCGTTTG
AGCAGCAAAC
AGTTACATGA
TCBRATGTACT
CTCCGATCGT
GAGGCTAGCA
ATGGCARGCAC
TACCGTCGTG
TTCTGTGACT
AAGACACTGA
GGCGACCGAG
CCGCTGGCTC
CATAGCAGAA
GTATCGTCTT
AAAACTCTCA
TTTTGAGAGT
CTCGTGCACC
le3-Telnb-Tolek ot
GGGTGAGCAA
CCCACTCGTT
GACACGGAAA
CTGTGCCTTT
GCATTTATCA
CGTAAATAGT
TAGAAARATA
ATCTTTTTAT
ACCTGACGTC
TGGACTGCAG
GCTTCGAATA
CGAAGCTTAT
TTTGAGATGG
ARACTCTACC
AGTACAATCT
TCATGTTAGA
TTGTGTGTTG
AACACACAAC
CAAGGCAAGG
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CTCCAGCGAC TCATCACGCG CTCGTTTTAA ATTCGATGTT GTTCCGTTCC
7001 CTTGACCGAC AATTGCATGA AGAATCTGCT TAGGGTTAGG CGTTTTGCGC

GARCTGGCTG TTAACGTACT TCTTAGACGA ATCCCAATCC GCAAAACGCG
7051 TGCTTCG

ACGAAGC

FIG. 3H
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51
101
151
201
251
301
351
901
451
501
551
601
651
701
751
801
851
s

951

1001

1051

GACGGATCGG
CTGCCTAGCC
GAATAGCCAG
CTTATCGGTC
GATGGAGTTT
CTACCTCAAA
AATCTGCTCT
TTAGACGAGA
TGTTGGAGGT
ACAACCTCCA
CAAGGCTTGA
GTTCCGAACT
TGCGCTGCTT
ACGCGACGAA
TGACTAGTTA
ACTGATCAAT
TATATGGAGT
ATATACCTCA
ACCGCCCAAC
TGGCGGGTTG
TRGTRACGCC
ATCATTGCGG
CGGTAAACTG
GCCATTTGAC
GCCCCCTATT
CGGGGGATAA
AGTACATGAC
TCATGTACTG
GTCATCGCTA
CAGTAGCGAT
TGGATAGCGG
ACCTATCGCC
TCAATGGGAG
AGTTACCCTC

‘CGTAACAACT

GCATTGTTGA
GCAGGTCTRET
CCTCCAGATA
ACTGGCTTAT
TGACCGAATA

CAACAAGTTT
GTTGTTCAAA

ES 2432357713

GAGATCTGCT
CTCTAGACGA
AGTAACCTTT
TCATTGGAAA
GGCGCCGATC
CCGCGGCTAG
GATGCCGCAT
CTACGGCGTA
CGCTGAGTAG
GCGACTCATC
CCGACAATTG
GGCTGTTAAC
CGCGATGTAC
GCGCTACATG
TTAATAGTAA
AATTATCATT
TCCGCGTTAC
AGGCGCAATG
GACCCCCGCC
CTGGGGGCGG
AATAGGGACT
TTATCCCTGA
CCCACTTGGC
GGGTGAACCG
GACGTCAATG
CTGCAGTTAC
CTTATGGGAC
GAATACCCTG
TTACCATGGT
AATGGTACCA
TTTGACTCAC
ARACTGAGTG
TTTGTTTTGG
AARCARARACC
CCGCCCCATT
GGCGGGGTAA
ATRRCOCAGRC
TATTCGTCTC
CGRAATTAAT
GCTTTAATTA

GTACAAAAAA
CATGTTTTTT

AGCCCGGGTG
TCGGGCCCAC
TTTTTTAATT
AAAAAATTAA
TCCCGATCCC
AGGGCTAGGG
AGTTAAGCCA
TCAATTCGGT
TGCGCGAGCA
ACGCGCTCGT
CATGAAGAAT
GTACTTCTTA
GGGCCAGATA
CCCGGTCTAT
TCAATTACGG
AGTTAATGCC
ATAACTTACG
TATTGAATGC
CATTGACGTC
GTAACTGCAG
TTCCATTGAC
AAGGTAACTG
AGTACATCAA
TCATGTAGTT
ACGGTAAATG
TGCCATTTAC
TTTCCTACTT
AAAGGATGAA
GATGCGGTTT
CTACGCCAAA
GGGGATTTCC
CCCCTAAAGG
CACCARAATC
GTGGTTTTAG
GACGCARATG
CTGCGTTTAC
CToTCTRGCT
GAGAGACCGA
ACGACTCACT
TGCTGAGTGA

péptido lider Ig

ACCTGAGGCG
TGGACTCCGC
TTATTTTATT
AATAAARATAA
CTATGGTCGA
GATACCAGCT
GTATCTGCTC
CATAGACGAG
AAATTTAAGC
TTTARATTCG
CTGCTTAGGG
GACGAATCCC
TACGCGTTGA
ATGCGCAACT
GGTCATTAGT
CCAGTAATCA
GTAAATGGCC
CATTTACCGG
AATAATGACG
TTATTACTGC
GTCAATGGGT
CAGTTACCCA
GTGTATCATA
CACATAGTAT
GCCCGCCTGG
CGGGCGGACC
GGCAGTACAT
CCGTCATGTA
TGGCAGTACA
ACCGTCATGT
AAGTCTCCAC
TTCAGAGGTG
AACGGGACTT
TTGCCCTGAA
GGCGGTAGGC
CCGCCATCCG
TTGATCTCTT
ATAGGGAGAC
TATCCCTCTG

CGCCGGCTTC
GCGGCCGAAG
TTATTTTTGA
AATARAAACT
CTCTCAGTAC
GAGAGTCATG
CCTGCTTGTG
GGACGAACAC
TACAACAAGG
ATGTTGTTCC
TTAGGCGTTT
AATCCGCAAA
CATTGATTAT
GTAACTAATA
TCATAGCCCA
AGTATCGGGT
CGCCTGGCTG
GCGGACCGAC
TATGTTCCCA
ATACAAGGGT
GGAGTATTTA
CCTCATARAT
TGCCAAGTAC
ACGGTTCATG
CATTATGCCC
GTAATACGGG
CTACGTATTA
GATGCATAAT
TCAATGGGCG
AGTTACCCGC
CCCATTGACG
GGGTAACTGC
TCCAAAATGT
AGGTTTTACA
GTGTACGGTG
CACATGCCAC
iaeet L atsaletantsd
GGGTGACGAA
CCAAGCTTAT
GGTTCGAATA

natural

e e e . e

M E A

P A Q-

GCAGGCTGGT ACCATGGAAG CCCCAGCTCA
CGTCCGACCA TGGTACCTTC GGGGTCGAGT

péptido lider Ig natural

ey e B Ty r e e e e e Bt T e P e e e T e e % A T f A M e e M e T % N S e e S e e

L L F

L L L L

W L P

D T T

G E I V-

GCTTCTCTTC CTCCTGCTAC TCTGGCTCCC AGATACCACC GGAGBAATTG
CGAAGAGAAG GAGGACGATG AGACCGAGGG TCTATGGTGG CCTCTTTAAC

FIG. 4A
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Regién variable de CL de 20H4-9

e . s o B . B S g o g o e B P s B P e B o s P s e e By P e e T e e e e e e e A T

L T Q S P A T L S L S P G E R A
1101 TGTTGACACA GTCTCCAGCC ACCCTGTCTT TGTCTCCAGG GGAAAGAGCC

ACAACTGTGT CAGAGGTCGG TGGGACAGAA ACAGAGGTCC CCTTTCTCGG
Regién variable de CL de 20H4-9

T L § C R A S Q S V S § Y L A W Y -
1151 ACCCTCTCCT GCAGGGCCAG TCAGAGTGTT AGCAGCTACT TAGCCTGGTA
TGGGAGAGGA CGTCCCGGTC AGTCTCACAA TCGTCGATGA ATCGGACCAT
Regidén wvariable de CL de 20H4-9

- Q Q K P G Q A P R L L I Y D A S N-
1201 CCAACAGAAA CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT GATGCATCCA
GGTTGTCTTT GGACCGGTCC GAGGGTCCGA GGAGTAGATA CTACGTAGGT
Regidén variable de CL de 20H4-9

-y Ay e e e A R A A e e e A A M e R e e A A e RS L R e R S % e e e e S e A e

CDR 2

-y - T

R A T G I P A R F s G § G s G T
1251 ACAGGGCCAC TGGCATCCCA GCCAGGTTCA GTGGCAGTGG GTCTGGGACA

TGTCCCGGTG ACCGTAGGGT CGGTCCAAGT CACCGTCACC CAGACCCTGT
Regién variable de CL de 20H4-9

o e o e g B . . o . g g e B e R B Ry B S e o o B o s g B o e Pl B e R e e B e e B By P e e e s e

D F T L T I § S L E P E D F A V Y -
1301 GACTTCACTC TCACCATCAG CAGCCTAGAG CCTGAAGATT TTGCAGTTTA
CTGARGTGAG AGTGGTAGTC GTCGGATCTC GGACTTCTAA AACGTCAAAT
CDR 3

Regién variable de CL de 20H4-9
Y C Q Q R S N W P P A L T F G G G-~
1261 TTRCTGTCAG CRACTCTRCTRE ACTOACOTON QLTRCTCRCT TTCGGRIZCES
AATGACAGTC GTCGCATCGT TGACCGGAGG CCGCGAGTGA AAGCCGCCTC
C-kappa

Regién variable de CL de 20H4-9

- T K V E I K R T V A A P S v F I
1401 GGACCAAGGT GGAGATCAAA CGTACGGTGG CTGCACCATC TGTCTTCATC
CCTGGTTCCA CCTCTAGTTT GCATGCCACC GACGTGGTAG ACAGAAGTAG
C-kappa
F P P S D E ¢Q L K S G T A S v v C -
1451 TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGAACTGCCT CTGTTGTGTG
AAGGGCGGTA GACTACTCGT CAACTTTAGA CCTTGACGGA GACAACACAC
C-kappa

L L N N F Y P R E A K vV.Q W ¥ v D
1501 CCTGCTGAAT AACTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG TGIAAGGTGG
GGACGACTTA TTGAAGATAG GGTCTCTCCG GTTTCATGTC =CTTITCCAETT

FIG. 4B
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1551

1601

1651

1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501

2551

N A L
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C-kappa

B B e i o e S o S o B g o o e o o S o B e ot e o o o g e o S g . B B B P g g g e g

Q S G

N S Q E

s v T

E Q D

ATAACGCCCT CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC AGAGCAGGAC
TATTGCGGGA GGTTAGCCCA TTGAGGGTCC TCTCACAGTG TCTCGTCCTG
C-kappa

e g s e g o B g g o g T o o o o o g 0 P g g g g g o o o g g g . . g e B T P s By . Bt P P

$§ K D s

T Y S

L § s

T L T L

S K A -

AGCAAGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGC TGAGCAAAGC
TCGTTCCTGT CGTGGATGTC GGAGTCGTCG TGGGACTGCG ACTCGTTTCG
C-kappa

L e o e P e e T g g e g o g o e o e o g o P g . S o B

D Y E
AGACTACGAG
TCTGATGCTC

S s P
TGAGCTCGCC
ACTCGAGCGG
CTTTCTTGTA
GAAAGAACAT
CTAAATGCTA
GATTTACGAT
GCCATCTGTT
CGGTAGACAR
CCACTCCCAC
GGTGAGGGTG
CTGAGTAGGT
GACTCATCCA
GGGGGAGGAT
CCCCCTCCTA
CTATGGCTTC
GATACCGAAG
CACGCGCCCT
GTGCGCGGGA
CAGCCCTGRCC
GTCGCACTGG

K H K V

Y A C

E V T

AAACACAAAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC
TTTGTGTTTC AGATGCGGAC GCTTCAGTGG
C-kappa

vV T K
CGTCACAAAG
GCAGTGTTTC
CARAGTGGTT
GTTTCACCRA
GAGCTCGCTG
CTCGAGCGAC
GTTTGCCCCT
CAARACGGGGA
TGTCCTTTCC
ACAGGAAAGG
GTCATTCTAT
CAGTAAGATA
TGGGAAGACA
ACCCTTCTGT
TGAGGCGGAA
ACTCCGCCTT
GTAGCGGCGC
CATCGCCGCG
CTTACATTTE
CGATGTGAAC

S F N R

AGCTTCAACA
TCGAAGTTGT
GATCTAGAGG
CTAGATCTCC
ATCAGCCTCG
TAGTCGGAGC
CCCCCGTGCC
GGGGGCACGG
TAATAAAATG
ATTATTTTAC
TCTGGGGGGT
AGACCCCCCA
ATAGCAGGCA
TATCGTCCGT

AGAACCAGCT,

TCTTGGTCGA

ATTAAGCGCG

TAATTCGCGC
TCAGCGCCCT

GGTCGCGGGA

TCTTCCCTTC
AGAAGGGAAG
AAAAGCATGC
TTTTCGTACG
GCCCATCCCG
CGGGTAGGGC
GCTGACTAAT
CGACTGATTA

‘GAGCTATTCC

CTCGATAAGG
CAAAAAGCTT
GTTTTTCGAA
CGGCAATCCT
GCCGTTAGGA
GGTTCGACCA
CCAAGCTGGT

CTTTCTCGCC
GAAAGAGCGG
ATCTCAATTA
TAGAGTTAAT
CCCCTAACTC
GGGGATTGAG
TTTTTTTATT
AAAARAATAA
AGAAGTAGTG
TCTTCATCAC
GGGGGGACAG
CCCCCCTGTC
AGCGTGAAGG
TCGCACTTCC
TTGAACTGCA
AACTTGACGT

ACGTTCGCCG
TGCAAGCGGC
GTCAGCAACC
CAGTCGTTGG
CGCCCAGTTC
GCGGGTCAAG
TATGCAGAGG
ATACGTCTCC
AGGAGGCTTT
TCCTCCGAAA
CTCAGGGCTG
GAGTCCCGAC
CTGGTAGGAT
GACCATCCTA
TCGTCGCCGT
AGCAGCGGCA

G E C
GGGGAGAGTG
CCCCTCTCAC
GCCCTATTCT
CGGGATAAGA
ACTGTGCCTT
TGACACGGAA
TTCCTTGACC
AAGGAACTGG
AGGAAATTGC
TCCTTTAACG
GGGGTGGGGC
CCCCACCCCG
TGCTGGGGAT
ACGACCCCTA
GGGGCTCTAG
CCCCGAGATC
GCGGGTGTGG
CGCCCACACC
AGOACICCCT
TCGCGGGCGA
GGCCTCTCAA
CCGGAGAGTT
ATAGTCCCGC
TATCAGGGCG
CGCCCATTCT
GCGGGTAAGA
CCGAGGCCGC
GGCTCCGGCG
TTTGGAGGCC
AAACCTCCGG
CGATTTCGCG
GCTRAAGCGC
TTTATCCCCG
AAATAGGGGC
GTCCCAAAAT
CAGGGTTTTA

FIG. 4C
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H Q G L -

CATCAGGGCC
GTAGTCCCGG

TTAGACCCAG
AATCTGGGTC
ATAGTGTCAC
TATCACAGTG
CTAGTTGCCA
GATCAACGGT
CTGGAAGGTG
GACCTTCCAC
ATCGCATTGT
TAGCGTAACA
AGGACAGCAA
TCCTGTCGTT
GCGGTGGGCT
CGCCACCCGA
GGGGTATCCC
CCCCATAGGG
TGGTTACGCG
ACCAATGCGC
SOTTTRSCTT
GGAAAGCGARA
AAAAGGGAAA
TTTTCCCTTT
CCCTAACTCC
GGGATTGAGG
CCGCCCCATG
GGCGGGGTAC
CTCGGCCTCT
GAGCCGGAGA
TAGGCTTTTG
ATCCGAARAC
CCAAACTTGA
GGTTTGAACT
CTGCCATCAT
GACGGTAGTA
ATGGGGATTG
TACCCCTAAC



2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401

3451

3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851

3901

GCAAGAACGG
CGTTCTTGCC
TTCCARAGAA
AAGGTTTCTT
GATTATGGGT
CTAATACCCA
TAAAGGACAG
ATTTCCTGTC
CGAGGAGCTC
GCTCCTCGAG
TGAACAACCG
ACTTGTTGGC
GCAGTTCTGT
CGTCAAGACA
TTTGTGACAA
AAACACTGTT
AATTGATTTG
TTAACTAAAC
CTGAGGTCCA
GACTCCAGGT
AAGAAAGACT
TTCTTTCTGA
GCTATGCATT
CGATACGTAA
CTTTGTGAAG
GAAACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
TGTGTTAAAC
ACACAATTTG
TGGAACTGAT
ACCTTGACTA
TGTTTTGCTC
ACARAACGAG

- TCTCAACATT

AGAGTTGTAA
CCRCTTTOCT
CCTGAARARGGA
ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA
GACGATATGT
GCATAACAGT
CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
TTTTTAATTT
AAAAATTARA
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TGCTTTAAAA
ACGAAATTTT
ATGCAATTGT
TACGTTAACA
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AGACCTACCC
TCTGGATGGG
TGACCACAAC
ACTGGTGTTG
AGGAAARACCT
TCCTTTTGGA
ARTTAATATA
TTAATTATAT
ATTTTCTTGC
TARAAGAACG
GAATTGGCAA
CTTAACCGTT
TTACCAGGAA
AATGGTCCTT
GGATCATGCA
CCTAGTACGT
GGGAAATATA
CCCTTTATAT
GGAGGAAAAA
CCTCCTTTTT
ARCAGGAAGA
TTGTCCTTCT
TTTATAAGAC
AAATATTCTG
GAACCTTACT
CTTGGAATGA
TTAAAGCTCT
AATTTCGAGA
TACTGATTCT
ATGACTARAGA
GAATGGGAGC
CTTACCCTCG
AGAAGAAATG
TCTTCTTTAC

CTACTCCTCC,

GATGAGGAGG
TCAGARTTAR
AGTCTTARCG
TGCTTGCTTT
ACGAACGAAA
AGAAAATTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAAT
ACGATAATTA
GTAARGGGGT
CATTTCCCCA
CGATCATAAT
GCTAGTATTA
ARCCTCCCAC
TTGGAGGGTG
TGTTGTTAAC
ACAACAATTG

TGGCCTCCGC
ACCGGAGGCG
CTCTTCAGTG
GAGAAGTCAC
GGTTCTCCAT
CCAAGAGGTA
GTTCTCAGTA
CAAGAGTCAT
CAAAAGTTTG
GTTTTCAAAC
GTAAAGTAGA
CATTTCATCT
GCCATGAATC
CGGTACTTAG
GGRATTTGAA
CCTTAAACTT
AACTTCTCCC
TTGAAGAGGG
GGCATCAAGT
CCGTAGTTCA
TGCTTTCAAG
ACGAAAGTTC
CATGGGACTT
GTACCCTGAA
TCTGTGGTGT
AGACACCACA
AAGGTAAATA
TTCCATTTAT
AATTGTTTGT
TTAACAAACA
AGTGGTGGAA
TCACCACCTT
CCATCTAGTG
GGTAGATCAC
ARRAAAGARG
TTTTTTCTTC
TZACGTTTTTT
ATTCAAAAAA
GCTATTTACA
CGATAAATGT
GGAAAAATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TAATAAGGAA
ATTATTCCTT
CAGCCATACC
GTCGGTATGG
ACCTCCCCCT
TGGAGGGGGA
TTGTTTATTG
AACRAATAAC

TCAGGAACGA
AGTCCTTGCT
GAAGGTAAAC
CTTCCATTTG
TCCTGAGAAG
AGGACTCTTC
GAGAACTCAA
CTCTTGAGTT
GATGATGCCT
CTACTACGGA
CATGGTTTGG
GTACCARACC
AACCAGGCCA
TTGGTCCGGT
AGTGACACGT
TCACTGTGCA
AGAATACCCA
TCTTATGGGT
ATAAGTTTGA
TATTCAAACT
TTCTCTGCTC
AAGAGACGAG
TTGCTGGCTT
AACGACCGAA
GACATAATTG
CTGTATTAARC
TAAAATTTTT
ATTTTAAAAA
GTATTTTAGA
CATARAATCT
TGCCTTTAAT
ACGGAAATTA
ATGATGAGGC
TACTACTCCG

AGAAAGGTAG .

TCTTTCCATC
CRGTCATCCT
CTCAGTACGA
CCACAAAGGA
GGTGTTTCCT
TCTGTAACCT
AGRCATTGGA
TTTTCTTACT
AAAAGAATGA
AAARATTGTG
TTTTTAACAC

‘"TATTTGATGT

ATAARCTACA
ACATTTGTAG
TGTAARACATC
GAACCTGAAA
CTTGGACTTT
CAGCTTATAA
GTCGAATATT

FIG. 4D

53

GTTCAAGTAC
CAAGTTCATG
AGAATCTGGT
TCTTAGACCA
AATCGACCTT
TTAGCTGGAA
AGAACCACCA
TCTTGGTGGT
TAAGACTTAT
ATTCTGAATA
ATAGTCGGAG
TATCAGCCTC
CCTCAGACTC
GGAGTCTGAG
TTTTCCCAGA
AAARAGGGTCT
GGCGTCCTCT
CCGCAGGAGA
AGTCTACGAG
TCAGATGCTC
CCCTCCTAAA
GGGAGGATTT
TAGATCTGAT
ATCTAGACTA
GACAAACTAC
CTGTTTGATG
AAGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCARCCTA
AAGGTTGGAT
GAGGAARAACC
CTCCTTTTGG
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
AAGACCCCAA
TTCTGGGGTT
CACAAATCAT
AAAAGCTGCA
TTTTCGACGT
TTATAAGTAG
AATATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTGTCCG
TACCTTTAGC
ATGGAAATCG
ATAGTGCCTT
TATCACGGAA
AGGTTTTACT
TCCAAAATGA
CATAAAATGA
GTATTTTACT
TGGTTACAAA
ACCAATGTTT



3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701

4751

4801 -

42=1

4901

4951

5001

5051

© 5101

5151

5201

5251

TAAAGCAATA
ATTTCGTTAT
TTCTAGTTGT
AAGATCAACA
TCGGCTGGAT
AGCCGACCTA
CACCCCAACT
GTGGGGTTGA
CATCACAAAT
GTAGTGTTTA
GTTTGTCCAA
CAAACAGGTT
TCTAGCTAGA
AGATCGATCT
TTGTTATCCG
AACAATAGGC
GTAAAGCCTG
CATTTCGGAC
CGCTCACTGC
GCGAGTGACG
ATGAATCGGC
TACTTAGCCG
CCGCTTCCTC
GGCGAAGGAG
GCGGTATCAG
CGCCATAGTC
GGATAACGCA
CCTATTGCGT
ACCGTAAAAR
TGGCATTTTT
GACGAGCATC
CTGCTCGTAG
AGGACTATAA
TCCTGATATT

_CTCCTGTTCC

GAGGACAAGG
TCCCGAINCTC
#GCCCTTCGC
GGTGTAGGTC
CCACATCCAG
AGCCCGACCG
TCGGGCTGGC
GTAAGACACG
CATTCTGTGC
CAGAGCGAGG
GTCTCGCTCC
ACTACGGCTA
TGATGCCGAT
GCCAGTTACC
CGGTCAATGG
CCACCGCTGG
GGTGGCGACC
AGAAAARARG
TCTTTTTTTC
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GCATCACAAA
CGTAGTGTTT
GGTTTGTCCA
CCAAACAGGT
GATCCTCCAG
CTAGGAGGTC
TGTTTATTGC
ACAAATAACG
TTCACAAATA
AAGTGTTTAT
ACTCATCAAT
TGAGTAGTTA
GCTTGGCGTA
CGAACCGCAT
CTCACAATTC
GAGTGTTAAG
GGGTGCCTAA
CCCACGGATT
CCGCTTTCCA
GGCGAAAGGT
CARCGCGCGG
GTTGCGCGCC
GCTCACTGAC
CGAGTGACTG
CTCACTCAAA
GAGTGAGTTT
GGAAAGAACA
CCTTTCTTGT
GGCCGCGTTG
CCGGCGCARC
ACAAAAATCG
TGTTTTTAGC
AGATACCAGG
TCTATGGTCC
GACCCTGCCG
CTGGGACGGC
TGRCGCTTTE
ACCGCGAAAG
GTTCGCTCCA
CAAGCGAGGT
CTGCGCCTTA
GACGCGGAAT
ACTTATCGCC
TGAATAGCGG
TATGTAGGCG
ATACATCCGC
CACTAGARAGG
GTGATCTTCC
TTCGGAAAAA
AAGCCTTTTT
TAGCGGTGGT
ATCGCCACCA
GATCTCBAGA
CTEGEITTCT

TTTCACAAAT
ARAGTGTTTA
AACTCATCAA
TTGAGTAGTT
CGCGGGGATC
GCGCCCCTAG
AGCTTATAAT
TCGAATATTA
AAGCATTTTT
TTCGTAAAAA
GTATCTTATC
CATAGAATAG
ATCATGGTCA
TAGTACCAGT
CACACAACAT
GTGTGTTGTA
TGAGTGAGCT
ACTCACTCGA
GTCGGGAAAC
CAGCCCTTTG
GGAGAGGCGG
CCTCTCCGCC
TCGCTGCGCT
AGCGACGCGA
GGCGGTAATA
CCGCCATTAT
TGTGAGCAAA
ACACTCGTTT
CTGGCGTTTT
GACCGCAARA
ACGCTCAAGT
TGCGAGTTCA
CGTTTCCCCC
GCAAAGGGGG
CTTACCGGAT
GAATGGCCTA
RGTATCGAGT
AGCTGGGCTG
TCGACCCGAC
TCCGGTAACT
AGGCCATTGA
ACTGGCAGCA
TGACCGTCGT
GTGCTACAGA
CACGATGTCT
AACAGTATTT
TTGTCATAAA
GAGTTGGTAG
CTCAACCATC
TTTTTTGTTT
ABARRACAAA
AGATCCTTTG
TCTAGGAAAC

FIG.

54

AAAGCATTTT
TTTCGTAAARA
TGTATCTTAT
ACATAGAATA
TCATGCTGGA
AGTACGACCT
GGTTACAAAT
CCAATGTTTA
TTCACTGCAT
AAGTGACGTA
ATGTCTGTAT
TACAGACATA
TAGCTGTTTC
ATCGACAAAG
ACGAGCCGGA
TGCTCGGCCT
AACTCACATT
TTGAGTGTAA
CTGTCGTGCC
GACAGCACGG
TTTGCGTATT
AAACGCATAA
CGGTCGTTCG
GCCAGCAAGC
CGGTTATCCA
GCCAATAGGT
AGGCCAGCRA
TCCGGTCGTT
TCCATAGGCT
AGGTATCCGA
CAGAGGTGGC
GTCTCCACCG
TGGAAGCTCC
ACCTTCGAGG

ACCTGTCCGC

TGGACAGGCG
GCGACATCCA
TGTGCACGAA
ACACGTGCTT
ATCGTCTTGA
TAGCAGAACT
GCCACTGGTA
CGGTGACCAT
GTTCTTGAAG
CAAGAACTTC
GGTATCTGCG
CCATAGACGC
CTCTTGATCC
GAGAACTAGG
GCAAGCAGCA
CGTTCGTCGT
ATCTTTTCTA
TAGAAAAGAT

4E

TTTCACTGCA
AAAGTGACGT
CATGTCTGGA
GTACAGACCT
GTTCTTCGCC
CAAGARGCGG
AAAGCAATAG
TTTCGTTATC
TCTAGTTGTG
AGATCAACAC
ACCGTCGACC
TGGCAGCTGG
CTGTGTGARA
GACACACTTT
AGCATAAAGT
TCGTATTTCA
AATTGCGTTG
TTAACGCAAC
AGCTGCATTA
TCGACGTAAT
GGGCGCTCTT
CCCGCGAGAA
GCTGCGGCGA
CGACGCCGCT
CAGAATCAGG
GTCTTAGTCC
AAGGCCAGGA
TTCCGGTCCT
CCGCCCCCCT
GGCGGGGGGA
GAAACCCGAC
CTTTGGGCTG
CTCGTGCGCT
GAGCACGCGA
CTTTCTCCCT
GAAAGAGGGA
ETCTTASTTS
TAGAGTCAAG
CCCCCCGTTC
GGGGGGCAAG
GTCCRACCCG
CAGGTTGGGC
ACAGGATTAG
TGTCCTAATC
TGGTGGCCTA
ACCACCGGAT
CTCTGCTGAA
GAGACGACTT
GGCAAARCARA
CCGTTTGTTT
GATTACGCGC
CTAATGCGCG
CGGGGTCTGA
GCCCCAGACT
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CGCTCAGTGG
GCGAGTCACC
CAAAAAGGAT
GTTTTTCCTA
TCAATCTAAA
AGTTAGATTT
AATCAGTGAG
TTAGTCACTC
TTGCCTGACT
AACGGACTGA
TCTGGCCCCA
AGACCGGGGT
AGATTTATCA
TCTAAATAGT
GTCCTGCAAC
CAGGACGTTG
GCTAGAGTAA
CGATCTCATT
TGCTACAGGC
ACGATGTCCG
GCTCCGGTTC
CGAGGCCARG
AARAAAGCGG
TTTTTTCGCC
GGCCGCAGTG
CCGGCGTCAC
CTGTCATGCC
GACAGTACGG
AAGTCATTCT
TTCAGTAAGA
GTCAATACGG
CAGTTATGCC
TCATTGGAAA
AGTAACCTTT

. TTGAGATCCA

AACTCTAGGT
ATCTTTTACT
TAGARARTGA
ATGCCGCAAA
TACGGCGTTT
CTCTTCCTTT
GAGAAGGAAA
GAGCGGATAC
CTCGCCTATG
CGCGCACATT
GCGCGTGTAA
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ARCGAARACT
TTGCTTTTGA
CTTCACCTAG
GAAGTGGATC
GTATATATGA
CATATATACT
GCACCTATCT
CGTGGATAGA
CCCCGTCGTG
GGGGCAGCAC
GTGCTGCAAT
CACGACGTTA
GCAATARACC
CGTTATTTGG
TTTATCCGCC
AAATAGGCGG
GTAGTTCGCC
CATCAAGCGG
ATCGTGGTGT
TAGCACCACA
CCAACGATCA
GGTTGCTAGT
TTAGCTCCTT
ARTCGAGGAA
TTATCACTCA
AATAGTGAGT
ATCCGTAAGA
TAGGCATTCT
GAGAATAGTG
CTCTTATCAC
GATAATACCG
CTATTATGGC
ACGTTCTTCG
TGCAAGAAGC
GTTCGATGTA
CAAGCTACAT
TTCRACCRGOG
AAGTGGTCGC
AAAGGGAATA
TTTCCCTTAT
TTCAATATTA
AAGTTATAAT
ATATTTGAAT
TATAAACTTA
TCCCCGAARA
AGGGGCTTTT

CACGTTAAGG
GTGCAATTCC
ATCCTTTTARA
TAGGAAAATT
GTAAACTTGG
CATTTGAACC
CAGCGATCTG
GTCGCTAGAC
TAGATAACTA
ATCTATTGAT
GATACCGCGA
CTATGGCGCT
AGCCAGCCGG
TCGGTCGGCC
TCCATCCAGT
AGGTAGGTCA
AGTTAATAGT
TCAATTATCA
CACGCTCGTC
GTGCGAGCAG
AGGCGAGTTA
TCCGCTCAAT
CGGTCCTCCG
GCCAGGAGGC
TGGTTATGGC
ACCAATACCG
TGCTTTTCTG
ACGAAAAGAC
TATGCGGCGA
ATACGCCGCT
CGCCACATAG
GCGGTGTATC
GGGCGAAAAC
CCCGCTTTTG
ACCCACTCGT
TGGGTGAGCA
TTTCTEARTS
ARAGACCCAC
AGGGCGACAC
TCCCGCTGTG
TTGAAGCATT
AACTTCGTAA
GTATTTAGAA
CATAAATCTT
GTGCCACCTG
CACGGTGGAC

GATTTTGGTC
CTAAAACCAG
ATTARRAATG
TAATTTTTAC
TCTGACAGTT
AGACTGTCAA
TCTATTTCGT
AGATAAAGCA
CGATACGGGA
GCTATGCCCT
GACCCACGCT
CTGGGTGCGA
AAGGGCCGAG
TTCCCGGCTC
CTATTAATTG
GATAATTAAC
TTGCGCAACG
AACGCGTTGC
GTTTGGTATG
CAARCCATAC
CATGATCCCC
GTACTAGGGG
ATCGTTGTCA
TAGCAACAGT
AGCACTGCAT
TCGTGACGTA
TGACTGGTGA
ACTGACCACT
CCGAGTTGCT
GGCTCAACGA
CAGAACTTTA
GTCTTGAAAT
TCTCAAGGAT
AGAGTTCCTA
GCACCCARCT
CGTGGGTTGA
AZTRRALACY
TCGTTTTTGT
GGAAATGTTG
CCTTTACARC
TATCAGGGTT
ATAGTCCCAA
AAATAAACAA
TTTATTTGTT
ACGTC

TGCARG
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ATGAGATTAT
TACTCTAATA
AAGTTTTAAA
TTCAARAATTT
ACCARATGCTT
TGGTTACGAA
TCATCCATAG
AGTAGGTATC
GGGCTTACCA
CCCGAATGGT
CACCGGCTCC
GTGGCCGAGG
CGCAGAAGTG
GCGTCTTCAC
TTGCCGGGAA
AACGGCCCTT
TTGTTGCCAT
AACAACGGTA
GCTTCATTCA
CGAAGTAAGT
CATGTTGTGC
GTACAACACG
GAAGTAAGTT
CTTCATTCAA
AATTCTCTTA
TTAAGAGARAT
GTACTCAACC
CATGAGTTGG
CTTGCCCGGC
GAACGGGCCG
AAAGTGCTCA
TTTCACGAGT
CTTACCGCTG
GAATGGCGAC
GATCTTCAGC *
CTAGAAGTCG
AEREOGTARY
CCTTCCGTTT
AATACTCATA
TTATGAGTAT
ATTGTCTCAT
TAACAGAGTA
ATAGGGGTTC
TATCCCCAAG
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region variable de CP de 20H4-9 CP de lgG1 de 20H4.9
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CDR 2
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region variable de CL de 20H4.9
CDR 3
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Péptido lider Ig natural

M K H L W F F L L L V A A P R W V-
1 ATGAAACACC TGTGGTTCTT CCTCCTCCTG GTGGCAGCTC CCAGATGGGT
TACTTTGTGG ACACCAAGAA GGAGGAGGAC CACCGTCGAG GGTCTACCCA

o

Regidén variable de CP de 20H4.9

L 5 Q vV Q L Q Q W G A G L L K P s -
51 CCTGTCCCAG GTGCAACTAC AGCAGTGGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT
GGACAGGGTC CACGTTGATG TCGTCACCCC GCGTECTGAC AACTTCGGAA

CDR 1

~

Regién variable de CP de 20H4.9

E T L s L T cC A V Y G G S F § G
101 CGGAGACCCT GTCCCTCACC TGCGCTGTCT ATGGTGGGTC CTTCAGTGGT
GCCTCTGGGA CAGGGAGTGG ACGCGACAGA TACCACCCAG GAAGTCACCA

CDR 1

Y Y W § W I R Q s P E K G L E W I-
151 TACTACTGGA GCTGGATACG CCAGTCCCCA GAGAAGGGGC TGGAGTGGAT
ATGATGACCT CGACCTATGC GGTCAGGGGT CTCTTCCCCG ACCTCACCTA
CDR 2

e o e P s B S e B S o e P e e P e e - S B P . P P S
Regidén variable de CP de 20H4.9

-G E I N H G G Y Vv T Y N P S L E S

201 TGGGGAAATC AATCATGGTG GATACGTCAC CTACAATCCG TCCCTCGAGA
ACCCCTTTAG TTAGTACCAC CTATGCAGTG GATGTTAGGC AGGGAGCTCT
CDR 2

-~

Regién variable de CP de 20H4.9

R Vv T I s Vv D T s K N Q F S L K
251 GTCGAGTCAC CATATCAGTA GACACGTCCA AGARACCAGTT CTCCCTGAAG
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAGGT TCTTGGTCAA GAGGGACTTC

CDR 3

Regidén variable de CP de 20H4.9

L § § V T A A D T A v Y Y C A R D
301 CTGAGCTCTG TGACCGCCGC GGACACGGCT GTATATTACT GTGCGAGGGA
GACTCGAGAC ACTGGCGGCG CCTGTGCCGA CATATAATGA CACGCTCCCT
CDR 3

e e P B e P e e e e g oy e T g T Py e e e A S e e e e

Regidn variable de CP de 20H4.9

-~

Y G ¢ G N Y D W Y F DL W G R G T
351 CTATGGTCCG GGGAATTATG ACTGGTACTT CGATCTCTGG GGCCGTGGCA
GATACCAGGC CCCTTAATAC TGACCATGAA GCTAGAGACC CCGGCACCGT

FIG. 7A
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Dominio CH1 de IgGl

s s . N oy o S T e gy P T 8 o g P B s e

Regibén variable de CP de 20H4.9

L v T vV § s A S T K G P S v F P

401 CCCTGGTCAC TGTCTCCTCA GCCTCCACCA AGGGCCCATC GGTCTTCCCC

GGGACCAGTG ACAGAGGAGT CGGAGGTGGT TCCCGGGTAG CCAGAAGGGG
Dominio CH1 de IgGl

L A P S S K s T § G G T A A L G C

451 CTGGCACCCT CCTCCAAGAG CACCTCTGGG GGCACAGCGG CCCTGGGCTG

GACCGTGGGA GGAGGTTCTC GTGGAGACCC CCGTGTCGCC GGGACCCGAC
Dominio CH1 de IgGl

L Vv K D Y F P E P V T Vv § W N 5 G -

501 CCTGGTCAAG GACTACTTCC CCGAACCGGT GACGGTGTCG TGGAACTCAG

GGACCAGTTC CTGATGAAGG GGCTTGGCCA CTGCCACAGC ACCTTGAGTC

Dominio CH1 de IgGl
-+ A L T s G V H T F P A V L Q S s
551 GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTTCC CGGCTGTCCT ACAGTCCTCA
CGCGGGACTG GTCGCCGCAC GTGTGGAAGG GCCGACAGGA TGTCAGGAGT
Dominio CH1 de IgGl

G L Y § L S5 § v v T v P 5 8 S L G

601 GGACTCTACT CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCCTCCA GCAGCTTGGG

CCTGAGATGA GGGAGTCGTC GCACCACTGG CACGGGAGGT CGTCGAACCC
Dominio CH1 de IgGl

R 2 e iy Iy g A o P P o By e . g . > . . = - - =y R . B B g g P o Ny M M w4

T Q T Y I C N vV N H K P S N T K V-
651 CACCCAGACC TACATCTGCA ACGTGAATCA CAAGCCCAGC AACACCAAGG
GTGGGTCTGG ATGTAGACGT TGCACTTAGT GTTCGGGTCG TTGTGGTTCC
IgGl CH1 domain
Regidn bisagra de IgGl
L K R v E P K s ¢ D K T H T C P
701 TGGACAAGAG AGTTGAGCCC AAATCTTGTG ACAAAACTCA CACATGCCCA
ACCTGTTCTC TCAACTCGGG TTTAGAACAC TGTTTTGAGT GTGTACGGGT
Dominio CH2 de IgGl
Regidén bisagra de IgGl
P C P A P E L L G G P § V F L F P -
751 CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGGGA CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCACGGGTC GTGGACTTGA GGACCCCCCT GGCAGTCAGA AGGAGAAGGG
Dominio CH2 de IgGl
P K P K D T L M I S R T P E V T C
801 CCCAARACCC AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT
GGGTTTTGGG TTCCTGTGGG AGTACTAGAG GGCCTGGGGA CTCCAGTGTA

FIG. 7B
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Dominio CH2 de IgGl

v v Vv D V 8 H E D P E V K F N W
851 GCGTGGTGGT GGACGTGAGC CACGAAGACC CTGAGGTCAA GTTCAACTGG

CGCACCACCA CCTGCACTCG GTGCTTCTGG GACTCCAGTT CAAGTTGACC
Dominio CH2 de IgGl

o Tt o g g o o g Py e T R o e Pt P o g o o g P g e S o P g o o o . g g o

Y v DG V E V H N A K T K P R E E

901 TACGTGGACG GCGTGGAGGT GCATAATGCC AAGACAAAGC CGCGGGAGGA

ATGCACCTGC CGCACCTCCA CGTATTACGG TTCTGTTTCG GCGCCCTCCT
Dominio CH2 de IgGl

Q Y N S T Y R v v § v L T v L H Q-

951 GCAGTACAAC AGCACGTACC GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC
CGTCATGTTG TCGTGCATGG CACACCAGTC GCAGGAGTGG CAGGACGTGG
Dominio CH2 de IgGl

D W L N G K E Y K C K Vv § N K A

1001 AGGACTGGCT GAATGGCAAG GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACAAAGCC

TCCTGACCGA CTTACCGTTC CTCATGTTCA CGTTCCAGAG GTTGTTTCGG
Dominic CH3 de IgGl

Dominio CH2 de IgGl

B b L b e et e b ]

L P A P I E K T I S K A K G Q P R

1051 CTCCCAGCCC CCATCGAGAA AACCATCTCC AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG

GAGGGTCGGG GGTAGCTCTT TTGGTAGAGG TTTCGGTTTC CCGTCGGGGC
Dominio CH3 de IgGl

e o B s s e B o s A e T R e P R R e T Rt g R s o o Ry e By e S . B e o s e e e

-E P Q v ¥ T L P P S R D E L T K N -
1101 AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC CCGGGATGAG CTGACCAAGA

TCTTGGTGTC CACATGTGGG ACGGGGGTAG GGCCCTACTC GACTGGTTCT
Dominio CH3 de IgGl

-°Q V 'S L'T C L V K G F Y P S D I
AECCACGGTTAG OOTZACTTET TTRATCRRLG STTTOTLTTT TAGLGACRTS
TGGTCCAGTC GGACTGGAC'S GACCAGTTTC CGAAGATAGG GTCGCTGTAG
Dominio CH3 de IgGl
A V E W E S N G Q P E N N Y K T T -
1201 GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC

CGGCACCTCA CCCTCTCGTT ACCCGTCGGC CTCTTGTTGA TGTTCTGGTG
Dominioc CH3 de IgGl

™
|-
n
-

.- P PV L bpbs D G S F F L Y S K L T-
1251 . GCCTCCCGTG CTGGACTCCG ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA
CGGAGGGCAC GACCTGAGGC TGCCGAGGAA GAAGGAGATG TCGTTCGAGT
Dominio CH3 de IgGl

V. D K S R W Q Q G N vV F S c § v
1301 CCGTGGACAR GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG
GGCACCTGTT CTCGTCCACC GTCGTCCCCT TGCAGARAGEG "TACGAGGCAC

FIG. 7C
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Dominio CH3 de IgGl

e .y . P o o o g g g P P o o g g . s . g g B g

M H E A L H N H Y T Q K § L S L S
. 1351 ATGCATGAGG CTCTGCACAR CCACTACACG CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC
TACGTACTCC GAGACGTGTT GGTGATGTGC GTCTTCTCGG AGAGGGACAG
Dominio CH3 de IgGl
P G K
1401 CCCGGGTARA TGA
GGGCCCATTT ACT

FIG. 7D
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FIG. 16A
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