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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CD28 superagonistas

El invento se refiere a un acido nucleico que codifica una molécula de unién, que se une especificamente a una
molécula CD28 humana, que comprende

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica una region Vy y una secuencia de acido nucleico que
codifica una region Vi, que comprenden unas CDRs en un armazon de inmunoglobulina humana y

(b) una secuencia de acido nucleico que codifica una regién constante de un anticuerpo IgG1 o IgG4
humano.

La estimulacion de los linfocitos T en reposo para la activacion, la proliferacion y la diferenciacion funcional requiere
la ocupacion de dos estructuras superficiales, a saber los denominados receptores: 1. del receptor de antigenos, que
posee una especificidad diferente de una célula a otra, y es necesario para el reconocimiento de unos antigenos,
p.ej. de productos viricos de disociacion; asi como 2. de la molécula CD28 expresada de igual manera en todas las
células T en reposo con la excepcion de un subconjunto de las células T de CD8 de seres humanos, que se une de
un modo natural a unos ligandos situados sobre la superficie de otras células del sistema inmunitario,. Se habla de la
estimulacion concomitante de la reaccién inmunoldgica especifica para antigenos por medio de la CD28. En un
cultivo de células se pueden recrear estos procesos mediante la ocupacion del receptor de antigenos asi como de la
molécula CD28 con unos adecuados anticuerpos monoclonales (mAb’s). En el sistema clasico de la estimulacion
concomitante, ni la ocupacion del receptor de antigenos ni la de la molécula CD28 a solas dan lugar a la
proliferacion de las células T, pero la ocupaciéon de los dos receptores es no obstante eficaz. Esta observacion se
realizé en células T de un ser humano, de un ratén y de una rata.

No obstante, se conocen también unos mAb's especificos para la CD28, que pueden inducir la proliferacion de las
células T sin ninguna estimulacion concomitante. Una tal activacion superagonista, es decir independiente de la
ocupacion del receptor de antigenos, de los linfocitos T en reposo mediante unos mAb's especificos para la CD28,
es conocida a partir de la cita bibliografica de Tacke y colaboradores, Eur. J. Immunol., 1997, 27:239-247. Segun
esto, se describieron dos tipos de anticuerpos monoclonales especificos para la CD28 con diferentes propiedades
funcionales: unos mAb's concomitantemente estimuladores, que estimulan concomitantemente la activacién de
células T en reposo solamente en el caso de una simultanea ocupacion del receptor de antigenos; y unos mAb's
superagonistas, que pueden activar la proliferacion de linfocitos T de todas las clases in vitro y en ratas sin ninguna
ocupacion del receptor de antigenos.

A partir del documento de patente alemana DE 101 60 516.1 asi como de la cita bibliografica de Lihder y
colaboradores, J. Exp. Med., 2003, 197: 955-966, se conocen asimismo unos mAb's superagonistas con una
especificidad para la molécula CD28 de seres humanos, que activan y expanden muy eficazmente a los linfocitos T
in vitro sin ninguna estimulacion del receptor de antigenos de las células T (TCR). Aqui se hizo uso, sin embargo,
unos anticuerpos inmovilizados, que, tal como se ilustra mas abajo, no son apropiados para usos terapéuticos.

Por lo demas, los anticuerpos anti-CD28 superagonistas mostraron, en modelos de animales y en cultivos de
células, unas pronunciadas propiedades anti-inflamatorias. Asi, por ejemplo, tal como se explica en la cita de
Schmidt y colaboradores, J. Neuroimmunol., 2003, 140: 143-152, la utilizacién de un mAb superagonista dirigido
contra la molécula CD28 de una rata puede evitar la formacion de una enfermedad neuroldgica periférica
inflamatoria, la neuritis autoimmunolégica experimental, EAN. A partir del documento DE 102 12 108.7 asi como de
la cita de Lin y colaboradores, Eur. J. Immunol., 2003, 33:626-638, se conoce que unos anticuerpos anti-CD28
superagonistas pueden dar lugar a una fuerte activacion, superior a la proporcional, de las células T reguladoras. La
funcién de las células T reguladoras consiste en controlar a las células T autoagresivas y procurar que, de un modo
general, no se llegue a ninguna reaccion inflamatoria excesiva (Schwartz, Nature Immunol., 2005, 6: 327-330) No
obstante, una intervencién en la estimulacién concomitante mediada por la CD28 puede desplazar el equilibrio entre
Th1 y Th2 en favor del fenotipo Th1 pro-inflamatorio y alberga por lo tanto el peligro de empeorar unas reacciones
autoinmunoldgicas o inflamatorias (véase mas arriba la cita de Schmidt y colaboradores) .

Para los candidatos a constituir unos anticuerpos terapéuticos es digno de pretenderse, por motivos evidentes, evitar
la inmunogenicidad, es decir la provocacion de una respuesta inmunitaria contra la sustancia activa, con la meta de
aprovechar totalmente la eficacia farmacolégica en seres humanos, y simultdneamente reducir unos efectos
secundarios indeseados. Con el fin de evitar la inmunogenicidad de unos anticuerpos, que no proceden de seres
humanos, constituye un estado de la técnica, por ejemplo, la "humanizacién" de anticuerpos por medio de unos
métodos de tecnologia genética. En este contexto, se conserva el sitio de unién con antigenos de un anticuerpo que
originalmente no procede de seres humanos, mientras que el resto de la molécula de anticuerpo, en particular las
porciones constantes del anticuerpo (el dominio constante o el fragmento Fc) se intercambian por una variante
estructuralmente similar que procede del material genético humano (Hwang y colaboradores, Methods, 2005, 36:
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3-10).

Tal como se conoce a partir del documento DE 102 30 223.5, la reticulacion transversal (o reticulacion cruzada, en
inglés "cross-linking") de unos anticuerpos anti CD28 humana superagonistas refuerza su capacidad de activar a los
linfocitos T en una suspension de células. Por ejemplo, la proliferacién de unos linfocitos T purificados es reforzada
en un valor multiplo, cuando se utilizan unos anticuerpos superagonistas en forma de unos complejos moleculares
inmovilizados sobre unas bolitas paramagnéticas, en lugar de presentarse en una forma soluble en la suspension de
células T. Para el uso galénico en seres humanos, la aplicacion de unas formas de presentacion, convertidas en
complejos de tal manera, de unos anticuerpos anti CD28 superagonistas no es posible por motivos evidentes. Por lo
demas, en el documento DE 102 30 223.5 unos anticuerpos anti IgG de ratéon inmovilizados sobre bolitas
paramagnéticas pasaron a emplearse como un agente reticulador cruzado. También desde este punto de vista, no
entra en cuestion el enfoque analogo para un uso terapéutico en seres humanos, puesto que se prohibe la
utilizacion de unos anticuerpos anti-lgG humana por causa de la gran cantidad de reacciones cruzadas que se
deben de esperar. No en ultimo término, el enfoque descrito en el documento DE 102 30 223.5 esta restringido a un
procedimiento in vitro, en cuyo caso pasan a emplearse unas células T purificadas. Para el desarrollo de unos
anticuerpos anti-CD28 superagonistas terapéuticos se deberia comprobar por consiguiente, si existe un adecuado
formato de anticuerpo, que haga posible in vivo una reticulacion cruzada suficiente, sin conseguir efectos
indeseados de ningun tipo.

Es conocido el hecho de que un reconocimiento natural y una reticulacion transversal o cruzada de unos dominios
Fc de anticuerpos es mediada en el cuerpo humano por unos receptores Fc, que son expresados en diferentes tipos
de células (Woof y colaboradores, Nature Reviews Immunol., 2004, 1-11). El objetivo de la unién con anticuerpos,
mediada por el receptor Fc en el contexto fisiolégico es “retirar de la circulacion” o destruir a unas células cargadas
con anticuerpos, puesto que se ha de partir del hecho de que los anticuerpos son formados solamente contra las
células que proceden de un tejido ajeno, estan infectadas por bacterias o virus, estresadas o degenerado
malignamente. Unos importantes mecanismos, mediados por receptores Fc para la eliminaciéon de unas células
cargadas con anticuerpos, son la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC acréonimo de Complement
Dependent Cytotoxicity), la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC acrénimo de Antibody
Dependent Cell Cytotoxicity) y la opsonizacion, es decir la caracterizacion para la fagocitosis por medio de unos
macrofagos especializados.

Los receptores Fc, que son responsables del reconocimiento de unos dominios Fc de anticuerpos humanos del
isotipo 1gG, se pueden clasificar en los conjuntos de CD64 (el receptor Fc gamma |; un receptor altamente afin);
CD32 (el receptor Fc gamma 1l; un receptor de afinidad intermedia) y CD16 (el receptor Fc gamma Ill; un receptor de
baja afinidad). Sus propiedades de unién a anticuerpos de los subconjuntos de IgG, 1gG1, 19G2, IgG3 e IgG4 asi
como las funciones efectoras provocadas por la unidon a estos anticuerpos, son ampliamente conocidas (Woof y
colaboradores, Nature Reviews Immunol., 2004, 1-11). Asi, la estimulacién de unos receptores Fc, que se unen con
la IgG1 o respectivamente la IgG4 (la CD64 se une fuertemente con la IgG1, y moderadamente con la IgG4; la CD32
se une débilmente con la IgG1, no se une con la IgG4; la CD16b se une fuertemente con IgG1, se une muy
débilmente o no se une con la IgG4), da lugar por regla general también a una eliminacién de las células diana a
través de una ADCC o CDC.

Resumiendo, por consiguiente, a partir del estado de la técnica es conocido el hecho de que la reticulacién cruzada,
cuando ella es provocada por unas moléculas presentes en el cuerpo humano, va acompafada predominantemente
por una eliminacion de las células cargadas con anticuerpos.

El documento DE10230223 A1 divulga la produccién de un anticuerpo monoclonal hulgG-5.11, especifico para
CD28, que es un mAb totalmente humanizado del isotipo IgG4, y se deriva de un mAb procedente de la DSM
ACC2530. Las secuencias de estos anticuerpos no fueron divulgadas.

Los documentos de solicitudes de patentes internacionales WO 03/078468A y WO 03/048194A divulgan la region
VH y la regién VL de un mAb humanizado, que se deriva de un mAb procedente de la DSM ACC2530.

Conforme a ello, la misidon en el caso del desarrollo de unos anticuerpos anti-CD8 superagonistas terapéuticos
consistié en encontrar un formato de anticuerpo, que por una parte se pueda reticular de manera cruzada en el
cuerpo por medio de unas estructuras o moléculas presentes fisioldgicamente, por ejemplo unos receptores Fc. Por
otra parte, una tal reticulacion cruzada no debe de dar lugar a una eliminacidon o destruccién (esencial) de la
estructura diana propiamente dicha del anticuerpo, a saber las células T CD28". El problema planteado por esta
mision es resuelto por las formas de realizaciéon puestas a disposicion en las reivindicaciones.

De un modo correspondiente, el invento se refiere a un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

El concepto de "acido nucleico", en conexién con el presente invento, se refiere a una molécula de acido nucleico o a
varias moléculas de acidos nucleicos, que en su totalidad codifican la molécula de unién conforme al invento. Las
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regiones codificadoras para los componentes de la molécula de union conforme al invento pueden ser abarcadas por
consiguiente por una molécula de acido nucleico o pueden encontrarse en dos o mas que dos distintas moléculas de
acidos nucleicos. En particular, las regiones codificadoras para la region Vy y la region constante de la cadena
pesada de la IgG1 o IgG4 pueden encontrarse en una molécula de acido nucleico y la region V. y la region constante
de la cadena ligera de la IgG1 o IgG4 puede encontrarse en una segunda molécula de acido nucleico. La region
constante de la cadena ligera puede corresponder tanto a la secuencia de un gen kK como también a la de un gen A,
que codifican las regiones constantes de unas cadenas ligeras humanas. De un modo correspondiente al invento, en
la molécula de union, que es codificada por el (los) acido(s) nucleico(s) conforme(s) al invento, la regiéon Vy o
respectivamente la region V. esta unida funcionalmente con la regidn constante, tal como se da el caso, por ejemplo,
en un anticuerpo. Asimismo, se da por entendido que la(s) cadena(s) codificada(s) de polipéptido(s), después de su
sintesis, se pliegan o respectivamente se ensamblan de tal manera que la regién Vy y la regiéon V. pasan a
encontrarse en una vecindad espacial, y forman un sitio de union con un antigeno. También esto es ejemplificado
por un anticuerpo.

El concepto de "comprende" significa por una parte "contiene" (junto a otros objetos) y por otra "se compone de
éstos (sin la inclusiéon de otros objetos). La molécula CD28 es, tal como se ha descrito mas arriba, una molécula
transmembranal, que es expresada como un homodimero sobre la superficie de las células T. La secuencia de
aminoacidos de la CD28 humana puede ser consultada bajo el nimero de acceso al GenBank (banco de genes)
NM_006139.

La expresion "superagonista" describe en el contexto del presente invento una propiedad de las moléculas de union
conformes al invento, que mediante una unién especifica o una interaccién con un epitopo determinado de la
molécula CD28 hacen posible una activacion de los linfocitos que es independiente del receptor de antigeno. Por
consiguiente, una "estimulacién superagonista" corresponde a la activacion de las células T CD28", sin que sea
necesaria una estimulacion concomitante de la proliferacion, es decir otro suceso de unién junto a una unién o
interaccion del anticuerpo especifico para CD28 para la estimulacién de la proliferacion. Una tal activacion puede ser
detectada, entre otras maneras, a través de una deteccion de unos marcadores de la activacion sobre las células, la
induccion de ciertos factores de la transcripcion, a través de una proliferacion o de la expresion o segregacion de
citocinas.

Por el concepto de la activacion y/o expansion de las células T se entiende en particular la multiplicacion de la
actividad metabdlica, el aumento del volumen celular, la sintesis de unas moléculas importantes inmunolégicamente,
tales como CD71 o CD25, y el comienzo de la division celular (la proliferacién) como consecuencia de un estimulo
externo. De manera preferida, como resultado, después la activacion o respectivamente expansion estan presentes
mas células T que antes de ella.

Los conceptos de "region Vy" y "region V" son conocidos por lo general para un experto en la especialidad y
describen dentro del estado de la técnica el dominio situado en el extremo terminal de amino de un anticuerpo, que
resulta durante la maduracion de los linfocitos B mediante una recombinacion de los segmentos génicos V, D y J.
Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos son responsables de la unién o interaccion
especifica de un anticuerpo a o con su epitopo especifico (comparese la cita de Haseman y Capra
"Immunoglobulins: Structure and Function" [Inmunoglobulinas: estructura y funcién, en "Fundamental Immunology"
(Inmunologia fundamental) (compilador de edicion W. E. Paul), Raven Press, Nueva York, 2% edicion 1989). Las
regiones Vy y VL pueden ser combinadas mediante unos procedimientos recombinantes también con unas
estructuras distintas de las regiones C que se presentan naturalmente.

El concepto de "CDR" (acrénimo de “complementarity determining regions” = regiones determinantes de
complementariedad) describe unas regiones, que determinan la complementariedad de los receptores del sistema
inmunitario, en particular de anticuerpos y receptores de células T. Estas son conocidas para un experto en la
especialidad como regiones de un receptor, que entran en contacto con el ligando y que determinan la especificidad
del receptor. Las CDRs son las partes mas variables de los receptores y son responsables de su diversidad.
Ejemplos de tales receptores comprenden anticuerpos. En cada caso tres de los bucles se encuentran junto a los
extremos distales de los dos dominios variables de anticuerpos. Estos son numerados por regla general como CDR-
H1 hasta CDR-H3 en la cadena pesada y CDR-L1 hasta CDR-L3 en la cadena ligera de los anticuerpos.

La secuencia de aminoacidos de una CDR o de varias CDRs puede ser determinada por un experto en la
especialidad a partir de una conocida secuencia de aminoacidos de un anticuerpo, de un fragmento de anticuerpo o
de un derivado. Las CDRs mas arriba mencionadas han sido determinadas de modo correspondiente al
procedimiento de Kabat modificado (combinacion de AbM y Kabat). Esto resulta, entre otras, de las reglas "How to
identify the CDRs by looking at a sequence" [Como identificar las CDRs observando una secuencia], expuestas en la
pagina de internet de Andrew C.R. Martin (http://www.bioinf.org.uk/abs/). Alternativamente, conforme al invento, se
pueden utilizar las reglas para la determinacion de las CDRs de las moléculas de unién descritas de acuerdo con
Kabat (véanse las citas de Kabat E. A., y colaboradores 1991: Sequences of Proteins of Immunological Interest
[Secuencias de proteinas de interés inmunolégico] (5% edicién). Publicacion del NIH N 91-3242, asi como de
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Johnson, G. y Wu., T. T. 2000, Nucleic Acids Research). En este caso, en las formas de realizacion conformes al
invento son validas las secuencias de CDRs determinadas segun Kabat y que han sido representadas en la Figura
17 asi como resaltadas en las Figuras 2 y 6. Esto significa ademas, que las regiones de armazoén (en inglés
"framework") se modifican ligeramente, pero sin que se modifique o se deba de modificar la secuencia total de la
molécula de unién. Tal como se ha mencionado: las CDRs de las moléculas de unién conformes al invento de
acuerdo con el sistema de Kabat, asi como también del sistema combinado de AbM y Kabat se han representado en
la Figura 17. Por ejemplo, la secuencia de la CDR - H1 de acuerdo con el sistema modificado de Kabat es
establecida por la secuencia GYTFTSYYIH, y segun el procedimiento habitual de Kabat por la secuencia SYYIH.

El concepto de "armazén de inmunoglobulina humana" (en inglés "Immunoglobulin-Framework") describe la totalidad
de aquellos segmentos de la secuencia de aminoacidos en el estado plegado, que estan situados en la region
variable de un anticuerpo humano entre las CDRs asi como en los extremos terminales de N y C de éstas, y que
preestablecen el armazén espacial (conformacion estérica) de la inmunoglobulina.

El concepto de "regidn constante" es conocido para un experto en la especialidad, entre otras, a partir de la obra de
Janeway y Travers (Immunologie [Inmunologia], 2% edicion, Spektrum Akademischer Verlag, véase también la
referencia de W. E. Paul, mas arriba). Los anticuerpos humanos del isotipo IgG comprenden las subclases IgG1,
IgG2, IgG3 e IgG4. Conforme al invento, en las moléculas de union pasa a emplearse una region constante de un
anticuerpo IgG1 o IgG4 humano. El concepto de "se unen o interactdan con" es definido en el contexto del presente
invento como una unién o interaccion de un "sitio de unién con antigenos" con un epitopo. El concepto de "sitio de
union con antigenos" define, en coincidencia con el presente invento, un motivo de un polipéptido o de una molécula
de union, que es adecuado para interactuar con un antigeno especifico de uno de los conjuntos de antigenos. Una
tal union o interaccion especifica es definida también como un "reconocimiento especifico" de un antigeno. Un
reconocimiento especifico de un antigeno es, conforme al invento, una unién especifica a, o una interaccion
especifica con, por lo menos dos, de manera preferida tres, de manera mas preferida por lo menos cuatro,
aminoacidos de un antigeno. La parte del antigeno, que se une o interactida con el sitio de union con antigenos, es
designada como epitopo. El antigeno para las moléculas de unién conformes al invento es la molécula CD28. Esta
union o interaccion especifica da lugar a la induccion de una sefial superagonista (una activacion o estimulacion) en
una célula CD28". Una unién o interaccién especifica puede ser descrita también con el "principio de llave y
cerradura”. Unos motivos especificos en una secuencia de aminoacidos del sitio de reconocimiento de antigenos y
del antigeno se unen unos a otros debido a su estructura primaria, secundaria o terciaria.

El concepto de "interaccion especifica”, se entiende dentro del contexto del presente invento en el sentido de que la
molécula de unidén no reacciona de manera cruzada o no lo hace de un modo no significativo con unos
(poli)péptidos, que tienen una estructura similar a la del antigeno reconocido especificamente, y son expresados en
las mismas células. La reactividad cruzada de un conjunto de moléculas de uniéon puede ser investigada p.ej.
mediante la determinacion de las propiedades de union y de las fuerzas de union en condiciones usuales (véanse,
entre otras, las obras de Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual [Anticuerpos: un manual de laboratorio],
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988; y Using Antibodies: A Laboratory Manual [Uso de anticuerpos: un
manual de laboratorio], Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999). Por la definicion de "unién o interaccion con”
son abarcados explicitamente también los epitopos de conformacion, los epitopos estructurales y los epitopos
discontinuos, que se componen de dos o mas regiones de un antigeno (los restos de diferentes regiones de una o
varias cadenas de polipéptidos) y un "epitopo natural" (véanse las citas de Sela, (1969) Science, 166, 1365 y de
Laver, (1990) Cell 61, 553-6).

El concepto de "reticulaciéon cruzada o reticulacién transversal" describe el establecimiento de una proximidad
espacial entre varias moléculas de union, que estan unidas a, o interactian con, el antigeno especifico, con lo cual
se llega a una unién multivalente con la molécula diana (epitopo especifico) CD28. En el caso de las moléculas de
union conformes al invento se prefiere una reticulacion cruzada o una reticulacion transversal a través del fragmento
F. del anticuerpo IgG humanizado. Esto se puede conseguir p.ej. mediante una union de este fragmento con los
receptores F. en linfocitos u otras células. Las moléculas de union conformes al invento (que son codificadas por los
4cidos nucleicos conformes al invento) tienen la sorprendente propiedad de que las células CD28" pueden ser
activadas o estimuladas por unas moléculas de unién reticuladas de manera cruzada, sin ser eliminadas.

El concepto de "molécula de union" se utiliza en conexién con el invento para la descripcién de un conjunto de
moléculas, que pueden aparecer tanto como unos monémeros, como también como unos di-, tri- u oligémeros. Los
di-, tri- u oligdmeros pueden ser tanto unos homémeros, como también unos heteromeros. De manera preferida, las
cadenas individuales de los di-, tri- u oligdmeros estan unidas entre si por enlaces covalentes. En particular, en este
contexto se prefieren unos enlaces covalentes a través de unos puentes de disulfuro. Alternativamente, los di-, tri- u
oligdmeros pueden ser unidos también a través de unas interacciones no covalentes. Unas correspondientes di-, tri-
u oligomerizaciones pueden producirse p.ej. por medio de unas interacciones de unos motivos especificos de
secuencias en las moléculas individuales. Un ejemplo de una tal interaccion intrinseca es la interaccion de
monomeros a través de un "motivo cremallera de leucina”, que da lugar a una dimerizacion.
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Como punto de partida para las moléculas de unién CD28 superagonistas conformes al invento sirvié el anticuerpo
anti CD28 humana de raton 5.11A1, descrito en la cita de Luhder y colaboradores, J. Exp. Med., 2003, 197: 955-966.
Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo 5.11A1 fueron humanizadas por tecnologia
genética de un modo correspondiente al estado de la técnica. Esta técnica es conocida para un experto en la
especialidad, entre otras, como "injerto de CDR" (en inglés "CDR-grafting") (véanse las citas de P. T. Jones y
colaboradores, 1986, Nature 321: 522-525 asi como Ewert y colaboradores, 2004, Methods, 34: 184-199). Las
regiones variables humanizadas fueron fusionadas con la regién constante de unos anticuerpos humanos del isotipo
IgG.

Es conocido el hecho de que para el empleo terapéutico se adecuan en principio todos los isotipos de IgG (IgG1-4).
Como es conocido, la gran mayoria de los anticuerpos, que se encuentran en desarrollo terapéutico posee un
principio de accidon neutralizadora, bloqueadora o destructora (negativo), y se diferencian de este modo
fundamentalmente del principio de accién superagonista (positivo) que se pretende conseguir aqui. La eleccion
conforme al invento de los isotipos Ig1 e Ig4 como unos formatos terapéuticos de anticuerpos anti-CD28
superagonistas se basa en las siguientes consideraciones y en los siguientes hallazgos experimentales
sorprendentes: la base del principio conforme al invento es la eleccion de unos fragmentos F. del isotipo IgG1 o
respectivamente 1gG4. Los anticuerpos IgG1 se pueden reticular transversalmente de manera eficaz por medio de
unos receptores Fc, que estan presentes en el cuerpo. Esto deberia ser propicio para el principio de accién
superagonista (véase también la cita de Evans y colaboradores, Nature Immunol., 2005, 6: 271-279). En el sentido
opuesto se manifestaba el hecho de que se podia esperar que una tal reticulaciéon transversal condujese a una
eliminacion de las células T, lo que se opondria al deseado principio de accién, o respectivamente que se deberia de
esperar que el deseado principio de accion fuese desbaratado por esta eliminacion. En el caso del isotipo 1gG4,
conforme al estado de la técnica, se podia esperar que este isotipo se opusiese a la actividad deseada. Para éste se
describio p.ej. un efecto provocador de una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC); véase la cita
de Isaacs y colaboradores, Clin. Exp. Immunol., 106: 427-433. Ademas de ello, a causa de la ausencia de una unién
o de la muy pequefia union con el receptor Fc, que era de esperar, no se podia partir del hecho de que este isotipo
favoreciese una activacion de células T, por ejemplo en un cultivo de leucocitos de sangre periférica.

Después de la puesta a disposicion de las moléculas de unidn conformes al invento se comprobd
sorprendentemente que éstas estimulan de un modo superagonista a las células T. Este hecho se ha puesto de
manifiesto para los anticuerpos de los isotipos IgG1 (TGN1112) e IgG4 (TGN1412) en los Ejemplos adjuntos y en los
resultados experimentales representados en las Figuras 1 hasta 8. Las cadenas pesada y ligera de TGN1412 se han
representado respectivamente en las SEQ ID No: 14 y 16. La SEQ ID No: 30 y 32 muestran las secuencias de
aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de TGN1112. Tal como se puede deducir de las Figuras 1 hasta 8,
tanto las cadenas ligeras como también las cadenas pesadas de los anticuerpos TGN1112 y TGN1412 son
sintetizadas primeramente con un péptido de sefial (que en las Figuras se designa como péptido director). El péptido
de sefial determina la direccion a un objetivo dentro de la célula y ya no esta presente en la cadena ligera madura o
respectivamente en la cadena pesada madura. En lo que respecta a la cadena pesada de TGN1412 se ha de
sefialar todavia, que en el caso de la expresion en células CHO se observaron dos variantes del extremo terminal de
C, que se diferencian en un adicional resto de aminoacido (Fig. 2). Las secuencias de ADN, inclusive los intrones y
las UTRs (acronimo de "Untranslated Regions" = regiones no traducida) y la region que codifica el péptido de sefial
se han expuesto para las cadenas pesada y ligera de TGN1412 en las SEQ ID No.: 41 y 43; para las cadenas
pesada y ligera de TGN1112 éstas se han expuesto en las SEQ ID No: 45 y 47. Las secuencias de aminoacidos
codificadas por éstas se han representado en las SEQ ID No.: 42, 44, 46 y 48.

En una forma preferida de realizacion, el presente invento pone a disposicion por consiguiente los anticuerpos anti-
CD28 solubles TGN1412 y TGN1112 para la estimulacion policlonal de los linfocitos T, CD4 y CD8 humanos, de un
modo nuevo e independiente del TCR. Fue inesperado el hallazgo de que los TGN1412 y TGN1112, en una forma
soluble, activan y expanden ex vivo a los linfocitos T de una manera muy eficiente. Este hallazgo fue sorprendente
en particular para el TGN1412, puesto que, por una parte, la reticulacién transversal del anticuerpo es necesaria
para el principio de accion superagonista, pero, por otra parte, no era detectable ninguna unién a receptores Fc con
una afinidad alta o intermedia. Para el TGN1112 este hallazgo fue sorprendente, puesto que el anticuerpo media en
un cultivo de células por una citotoxicidad dependiente de anticuerpos fuertemente pronunciada frente a las células
T (Fig. 16), pero simultdneamente, induce una proliferacion muy fuerte (Fig. 10A). Frente al anticuerpo de partida
5.11A1, tanto el TGN1412 como también el TGN1112 se distinguen por el hecho de que ellos estan en situacion de
mantener la muerte celular (apoptosis) inducida por la activacion de los linfocitos T humanos a un nivel muy bajo en
un cultivo de células (Fig. 15). Este resultado pone en consideracion que, también en un ser humano, los TGN1412 y
TGN1112 deberian de estar en situacion de activar y expandir a los linfocitos T de un modo muy efectivo y
moderado.

El acido nucleico conforme al invento comprende ademas de manera preferida una secuencia de acido nucleico,
siendo la secuencia de acido nucleico

(i) la SEQ ID No.: 13, 29, 41 o 45; y/o siendo copiado

(ii) un polipéptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 13, 30, 42 0 46.
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Asimismo, se prefiere un acido nucleico, que comprende una secuencia de acido nucleico, siendo la secuencia de
acido nucleico

(i) la SEQ ID No.: 15 6 43; y/o siendo copiado

(ii) un polipéptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 16 o0 44.

Ademas de ello, un objeto preferido del invento que un acido nucleico conforme al invento consiste en que una
secuencia de acido nucleico ha de comprender adicionalmente una secuencia de acido nucleico, que codifica un
elemento marcador o una marca (en inglés "Tag").

El concepto de "elemento marcador" o "marca" describe, en conexién con el invento, un elemento, que media en la
capacidad para la interacciéon con un conocido participe en la union. Esta interaccién, por su parte, abre nuevos usos
tales como una purificacion (facilitada) o un aislamiento asi como una deteccién o comprobacion.

Los elementos marcadores o las marcas conformes al invento se pueden escoger, a modo de ejemplo, entre un
conjunto, que se compone de las His-tag, Flag-tag, Myc-tag, HA-tag, GST-tag, T1OOTM, VSV-G, V5, S-tagTM, HSV,
CFP, RFP, YFP, GFP, BFP, el dominio de fijacion de celulosa (CBD, acrénimo de "Cellulose binding domain"), la
proteina de fijacion de maltosa (MBP, acronimo de "Maltose binding protein"), NusA-tag, tiorredoxina (Trx), DsbA,
DabC y una secuencia de biotinilacion. Alternativamente a esto o respectivamente en particular el elemento
marcador puede ser una marcacion radiactiva, fluorescente, fosforescente o luminiscente. Las marcaciones
radiactivas incluyen unas marcaciones con *P (en el caso de acidos nucleicos) y con °l 6 "4 (en el caso de
proteinas).

En una forma alternativa de realizacion, el presente invento se refiere a un vector que comprende uno o varios de los
acidos nucleicos conformes al invento mas arriba descritos.

Para un bidlogo molecular como experto en la especialidad son conocidos un gran nimero de vectores adecuados.
La eleccion de un vector depende en este contexto de las propiedades deseadas e incluye plasmidos, césmidos,
virus, bacteriéfagos y otros vectores utilizados convencionalmente en la tecnologia genética. Para la produccion de
diferentes vectores se pueden utilizar unos procedimientos conocidos de un modo general; véanse, entre otras, las
citas de Sambrook y colaboradores Molecular Cloning: A Laboratory Manual [Clonacion molecular: un manual de
laboratorio]; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2° edicion de 1989 y 3 edicion de 2001; Gerhardt y
colaboradores; Methods for General and Molecular Bacteriology [Métodos de bacteriologia general y molecular];
ASM Press, 1994; Lefkovits; Immunology Methods Manual: The Comprehensive Sourcebook of Techniques [Manual
de métodos de inmunol.ogia: El libro fuente amplio de técnicas]; Academic Press, 1997; Golemis; Protein-Protein
Interactions: A Molecular Cloning Manual [Interacciones de proteina con proteina: Un manual de clonacion
molecular]; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2002 y Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology [Protocolos
usuales en la biologia molecular], Green Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y. (1989), (1994).

Las secuencias de nucledétidos que deben de ser expresadas pueden ser clonadas en unos adecuados vectores de
expresion. Unos usuales vectores de clonacion comprenden los pBluescript SK, pGEM, pUC9, pBR322 y pGBT?9.
Unos usuales vectores de expresion comprenden, entre otros, los pTRE, pCAL-n-EK, pESP-1, pOP13CAT, pKNOH2
y pLNOK (Norderhaug y colaboradores, 1997. J. Immunol. Methods, 204: 77-87).

Un vector conforme al invento comprende usualmente una "secuencia reguladora”, que esta unida funcionalmente
con las secuencias de nucleotidos que deben de ser expresadas. El concepto de "secuencia reguladora” describe a
unas secuencias de ADN, que son necesarias para iniciar la expresion de una secuencia codificada. Las
propiedades de tales secuencias de control se diferencian en dependencia de un organismo anfitrion. El concepto de
"unidas funcionalmente" describe una disposicién, en la que los mencionados componentes estan dispuestos de un
modo adecuado para la expresion. La disposicion adecuada es conocida para un experto en la especialidad.

De manera preferida, el vector descrito es un vector de expresion. Un vector de expresién es una construccion
artificial, que es apropiada para la transformacién de un anfitrion escogido y que hace posible una expresion de la
secuencia codificada en el anfitrion. Los vectores de expresiéon pueden ser de un modo correspondiente unos
vectores de clonacioén, unos vectores binarios o unos vectores integrados. La expresion comprende la transcripcion
del acido nucleico, de manera preferida en un ARNm traducible. Unos elementos reguladores, que garantizan una
expresion en células procaridticas y/o eucaridticas, son conocidos para un experto en la especialidad. Las
secuencias de control para los procariotas comprenden por lo general un promotor, un sitio de unién ribosémico y un
terminador. Unos posibles elementos reguladores para anfitriones procariéticos comprenden p.ej. los promotores de
PL, lac, trp o tac procedentes de E. coli. Unas secuencias de control para células eucariéticas comprenden por lo
general unos promotores y terminadores y en determinadas circunstancias unos intensificadores, transactivadores o
sitios de unién para factores de la transcripcion. Los promotores garantizan una iniciaciéon de la transcripcion. Los
terminadores, tales como unas sefiales de poliA, garantizan una terminacion de la transcripcion y una estabilizacion
del transcrito. Unos ejemplos de elementos reguladores para células anfitrionas eucaridticas son p.ej. el promotor de
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AOX1 o GAL1 para levaduras, o los promotores de CMV, de SV40, de RSV (acrénimo de "Rous Sarcoma Virus"), el
intensificador de CMV, el intensificador de SV40 o un intron de globina para células de mamiferos u otras células de
animales. En este contexto, unos vectores de expresién conocidos a partir del estado de la técnica comprenden,
entre otros, unos vectores tales como el vector de expresion de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (de Pharmacia), los
pCDMS8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (de InVitrogen), pEF- DHFR y pEF- ADA (Raum y colaboradores Cancer
Immunol Immunother (2001) 50 (3), 141- 150) , pPSPORT1 (GIBCO BRL), asi como pKNOH2 y pLNOK (Norderhaug
y colaboradores, 1997. J. Immunol. Methods, 204: 77- 87) .

El concepto de "secuencia de control" se utiliza como una descripcion de todas las secuencias necesarias para una
expresion en un anfitrion escogido y puede comprender por consiguiente otros componentes.

Con el invento, un anfitrion puede ser producido, transformado o transfectado con un vector mas arriba descrito.

Este anfitrion puede ser un procariota o de manera preferida una célula eucariética. El concepto de "anfitriones
procariéticos" comprende en el contexto del invento todas las eubacterias y arqueobacterias, que pueden ser
transformadas con los acidos nucleicos. Este conjunto comprende por consiguiente unas bacterias gram-negativas
asi como unas bacterias gram-positivas, tales como p.ej. E. coli., S. typhimurium, Serratia marcescens y Bacillus
subtilis. Las células eucariéticas comprenden, entre otras, las de levaduras, células de plantas superiores, insectos
y, de manera preferida, células de mamiferos, tales como las células CHO, COS-7, NSO y Per.C6.

El invento se refiere ademas a un procedimiento para la producciéon de esta molécula de unién, que es codificada
por uno o varios de los acidos nucleicos mas arriba descritos, el cual comprende la cultivacién del anfitrién en unas
condiciones adecuadas; y el aislamiento de la molécula de unién a partir del cultivo.

El anfitrion transformado o transfectado puede ser cultivado en un fermentador. Los protocolos para una cria o
cultivacion de diferentes anfitriones son conocidos para un experto en la especialidad. Estos pueden ser
determinados y optimizados sin otra actividad inventiva. Asimismo, un experto en la especialidad conoce unos
procedimientos para el aislamiento de un (poli)péptido recombinante tal como de la molécula de unién conforme al
invento a partir de un cultivo o respectivamente de un material sobrenadante del cultivo. Tales procedimientos de
aislamiento comprenden entre otros procesos, una precipitacion con sulfato de amonio, unas purificaciones por
afinidad (p.ej. con ayuda de unas columnas de cromatografia), una electroforesis en gel y otros similares: véanse,
entre otras, las obras de Scopes, "Protein Purification" [Purificacion de proteinas], editorial Springer, N.Y. (1982) o
Rehm, "Der Experimentator: Proteinbiochemie/Proteomics" [El experimentador: bioquimica de proteinas/proteémica],
Spektrum, Akademischer Verlag. Unas preparaciones esencialmente puras de moléculas de uniéon con una
homogeneidad de 90 a 95 %, de manera preferida de 98 a 99 %, o todavia mas alta, son preferidas para las
utilizaciones farmacéuticas.

En otra forma de realizacion, el invento se refiere a una molécula de unién, que ha sido codificada por un acido
nucleico conforme al invento o por varios acidos nucleicos conformes al invento, o que ha sido producida con el
procedimiento conforme al invento.

Se prefieren unos anticuerpos o fragmentos o derivados de un anticuerpo, que corresponden a una molécula de
unién conforme al invento o que pueden contener a ésta.

Los fragmentos de anticuerpos abarcan, en el sentido del invento, unos fragmentos de los anticuerpos
precedentemente descritos, que a la vez comprenden las propiedades especificas de union de las regiones variables
definidas, asi como también disponen de una parte de la region constante de un anticuerpo IgG1 o IgG4, que hace
posible una reticulacion cruzada.

Los derivados de anticuerpos conformes al invento abarcan, pero no estan restringidos a, unos anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos marcados, asi como también unos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados
quimicamente. La marcacion o modificacién de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos puede efectuarse
posteriormente a la traduccion o mediante una modificacién quimica o bioquimica o de biologia molecular. Estas
modificaciones comprenden p.ej. una modificacion de la glicosilacion (Umana y colaboradores, 1999, Nature Biotech.
17: 176-180) y una PEGilacién (Delgado y colaboradores, 1996. J. Drug Target. 3: 321-340).

De manera preferida, el anticuerpo conforme al invento es un anticuerpo monoclonal.
En una forma alternativa de realizacién, el invento se refiere a una composicién, que comprende el acido nucleico
conforme al invento, un vector conforme al invento, un anfitrion, una molécula de unién y/o el anticuerpo o un

fragmento o derivado de un anticuerpo.

Se prefiere que la composicién conforme al invento sea una composicion farmacéutica. Eventualmente, ésta puede
contener, ademas de ello, un vehiculo farmacéuticamente compatible, un excipiente farmacéuticamente compatible
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o un agente de dilucion farmacéuticamente compatible:

Una composicion farmacéutica conforme al invento comprende, entre otras cosas, unos medicamentos y unas
formulaciones medicamentosas. Ejemplos de unos adecuados vehiculos o excipientes y agentes de dilucion
compatibles desde el punto de vista farmacéutico o farmacoldgico son conocidos para un experto en la especialidad.
Estos comprenden unas soluciones tamponadas de cloruro de sodio, agua, unas emulsiones tales como p.ej.
emulsiones del tipo de aceite y agua, diferentes tipos de detergentes, soluciones estériles, etc. Unos medicamentos,
que comprenden tales vehiculos, pueden ser formulados mediante unos métodos convencionales conocidos. La
composicion farmacéutica conforme al invento puede ser administrada a un individuo en una dosis adecuada. La
administracion se puede efectuar por via parenteral, p.ej. por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, local, intranasal, intrabronquial o intradérmica, o a través de un catéter en un cierto lugar en una
arteria. EI modo de la dosificacion es determinado por el médico que efectia el tratamiento de un modo
correspondiente a los factores clinicos. Para un experto en la especialidad es conocido el hecho de que el tipo de la
dosificacién depende de diferentes factores, tales como p.ej. el tamafo corporal o respectivamente el peso, la
superficie corporal, la edad, el sexo o la salud en general del paciente, pero también del agente que debe de ser
administrado especialmente, de la duracion y del tipo de la administracion, y de otros medicamentos, que
posiblemente pueden ser administrados en paralelo. Una dosis tipica puede estar situada p.ej. en un intervalo
comprendido entre 0,001 y 500.000 pg, siendo concebibles unas dosis situadas por debajo o por encima de este
intervalo ejemplificativo, sobre todo tomando en consideracion los factores mas arriba mencionados. Por lo general,
en el caso de una administracion regular de la composicion conforme al invento, la dosis se deberia encontrar en un
intervalo comprendido entre unas unidades de 10 ng y 10 mg por dia o respectivamente por intervalo de aplicacion.
Si la composicién debiese de ser administrada por via intravenosa, la dosis deberia encontrarse en un intervalo
comprendido entre unas unidades de 1 ng y 1 mg por kilogramo de peso corporal por minuto.

La composicién farmacéutica conforme al invento puede ser administrada por via local o sistémica. Las
formulaciones para una administracion por via parenteral comprenden unas soluciones, suspensiones o emulsiones
acuosas o0 no acuosas, estériles. Ejemplos de unos disolventes no acuosos son propilenglicol, un poli(etilenglicol),
unos aceites vegetales tales como p.ej. aceite de oliva, y unos compuestos de ésteres organicos tales como p.ej.
oleato de etilo, que son adecuados para inyecciones. Unos vehiculos acuosos comprenden agua, unas soluciones
acuoso-alcohdlicas, unas emulsiones, unas suspensiones, unas soluciones salinas y unos medios tamponados. Los
vehiculos parenterales comprenden soluciones de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio,
lactato de Ringer y aceites fijados. Unos vehiculos intravenosos comprenden p.ej. agentes de complemento liquidos,
nutritivos y de electrdlitos (tales como p.ej. los que se basan en la dextrosa de Ringer). La composicién conforme al
invento puede comprender ademas de ello unos agentes conservantes y otros aditivos, tales como p.ej. unos
compuestos antimicrobianos, antioxidantes, agentes formadores de complejos y gases inertes, y/o unas sustancias
que favorecen la solubilidad, tales como por ejemplo el Tween. Por lo demas, en dependencia de la utilizacion
pretendida, pueden estar contenidos unos compuestos tales como p.ej. interleucinas, factores de crecimiento,
factores de la diferenciacion, interferones, proteinas quimiotacticas o un agente inmunomodulador inespecifico.

Alternativamente, se prefiere que la composicién conforme al invento sea una composicion de diagnéstico.

Asimismo, se prefiere que la composicion conforme al invento sea un estuche, que comprende el/los acido(s)
nucleico(s), el vector, el anfitrién, la molécula de union y/o el anticuerpo o un fragmento o un derivado de un
anticuerpo, en uno o varios recipientes. De manera aun mas preferida, este estuche comprende un folleto
informativo. Este puede comprender una descripcién del estuche, de sus componentes y/o de su utilizacion. La
descripcién de la utilizacion puede comprender ademas de ello unas instrucciones de dosificacién para un médico.

En una forma de realizacién, el invento se refiere a la utilizacion del/de los acido(s) nucleico(s) conforme(s) al
invento, del vector conforme al invento, del anfitrion conforme al invento, de la molécula de unién conforme al
invento y/o del anticuerpo conforme al invento o de un fragmento o derivado de un anticuerpo conforme al invento
para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades, que van
acompanadas por una estimulabilidad concomitante, una funcionalidad o un nimero de células T errénea/o o
deficiente, de enfermedades inflamatorias y/o enfermedades autoinmunitarias.

El invento se adecua para un procedimiento destinado al tratamiento de unas enfermedades, que van acompafiadas
por una estimulabilidad concomitante, una funcionalidad o un niumero de células T errénea/o, de enfermedades
inflamatorias, y/o de enfermedades autoinmunolégicas, que comprende la administracion del/de los acido(s)
nucleico(s) conforme(s) al invento, del vector conforme al invento, del anfitrion conforme al invento, de la molécula
de unién conforme al invento, y/o del anticuerpo conforme al invento o de un fragmento o derivado de un anticuerpo
conforme al invento.

Se prefieren las utilizaciones y los procedimientos en el caso de que las enfermedades, que van acompafadas por
una estimulacion concomitante, una funcionalidad o un ndmero de células T errénea/o, se escogen entre el conjunto
que se compone de la leucemia crénicamente linfocitaria del tipo de células B (B-CLL), la leucemia linfoblastica
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aguda (ALL), la linfopenia T, unos tumores solidos, una infeccion causada por el HIV (virus de la inmunodeficiencia
humana) y una infeccion causada por el HLTV (virus linfotrépico de células T humanas). Los tumores solidos se
escogen de manera preferida entre los carcinomas de rifidn, los carcinomas de pulmén y los melanomas.

Se prefieren alternativamente ciertas/os utilizaciones y procedimientos, escogiéndose las enfermedades
inflamatorias y autoinmunoldgicas entre el conjunto que se compone de artritis reumatoide (RA), diabetes mellitus
del tipo |, esclerosis multiple, psoriasis, sindrome de Guillain - Barré, enfermedad de Crohn, y unas enfermedades,
que se deben de atribuir a unas reacciones indeseadas de activacion de las células T tales como la enfermedad del
injerto frente al anfitrion (GvHD, acrénimo de "graft versus host disease") o la enfermedad del anfitrion frente al
injerto (HvGD, acrénimo de "host versus graft disease"). En el caso de las HvGDs, se toma especialmente en
consideracion el rechazo de unos trasplantes de 6rganos sélidos, tales como los de higado, pulmén, corazén y rifion.

En otra forma alternativa de realizacién, el invento se refiere a la utilizacion del/de los acido(s) nucleico(s)
conforme(s) al invento, del vector conforme al invento, del anfitrién conforme al invento, de la molécula de unién
conforme al invento y/o del anticuerpo conforme al invento o de un fragmento o derivado de un anticuerpo para la
preparacion de una composicion de diagnostico destinada al analisis in-vitro de la capacidad de respuesta de un
paciente a una terapia con una composicién farmacéutica.

Un analisis realizable in-vitro con esta composicion de diagndstico comprende por ejemplo las siguientes etapas:

(a) el aislamiento de células sanguineas a partir de una muestra de sangre (p.ej. de PBMCs, acrénimo de
“peripheral blood monocellular cells” = células mononucleares procedentes de sangre periférica", y/o
linfocitos);

(b) la incubacion de células sanguineas con un anticuerpo conforme al invento y eventualmente la adicion
de un reactivo exdégeno de reticulacion cruzada;

(c) la deteccion de una estimulacion dependiente de anticuerpos de las células T en la muestra. Si se
detecta una estimulacién dependiente de anticuerpos de las células T en la muestra, entonces el
paciente, del que procede la muestra, es capaz de responder a una terapia con una composicion
farmacéutica conforme al invento.

Las Figuras muestran:

Las Figuras 1-8: muestran las secuencias de nucledtidos o respectivamente de aminoacidos de las cadenas ligeras
y pesadas de TGN1412 y TGN1112.

Enla Figura9: la especificidad de uniéon de los anticuerpos TGN1412 y 5.11A1 para la CD28 en células Jurkat
transfectadas y en células T primarias humanas. Para las t|n0|ones de inmunofluorescencia y la
citometria de flujo pasante se incubaron en cada caso 1 - 2 x 10° células/ml en un tampén para
FACS (acronimo de "Fluorescence Activated Cell Sorting" = clasificacion de células activada por
fluorescencia) (PBS, BSA, aziduro de Na) con unas cantidades saturadoras de los anticuerpos
5.11A1 y TGN1412 unas cantidades irrelevantes de unos anticuerpos testigos especificos para un
isotipo, durante 40 minutos a 4°C. Las tinciones se lavaron, con el fin de eliminar los anticuerpos
en exceso, y antes del analisis se incubaron durante 15 minutos con unas cantidades saturadoras
de una IgG anti-ratén conjugada con PE (para el 5.11A1) o respectivamente de una IgG anti-
humano conjugada con PE (para el TGN1412). Las células se contratifieron a continuacion con
anticuerpos anti-CD4. El analisis por citometria de flujo pasante se efectu6 en un FACSCalibur™
con ayuda del software Cell Quest™ (de Becton Dickinson). Las sefiales de fluorescencia y de
disipacion lateral (ssc, acronimo de “side-scatter”) se registraron logaritmicamente, y las sefales
de disipacion hacia adelante (fsc, acronimo de "forward scatter") se registraron linealmente. Los
histogramas muestran sin excepcion unas sefiales de células, que estan situadas en una puerta
vital (en inglés "life-gate") empirica, definida por ssc y fsc. Ellas muestran la unién del 5.11A1 o del
TGN1412 (curvas rellenadas) en comparacion con los anticuerpos testigos de isotipo (curvas
abiertas) en células Jurkat, que no expresan ninguna CD28 (grafico izquierdo) o que
respectivamente habian sido transfectadas con CD28 (graficos centrales), asi como en células
mononucleares procedentes de sangre periférica, positivas en cuanto a CD4 (PMBC, grafico
derecho).

En la Figura 10: la obtencion de células y los ensayos de proliferaciéon. Unas PBMC se aislaron mediante una
centrifugacion por densidades de Ficoll a partir de una sangre periférica recientemente obtenida 0
respectivamente a partir de unos revestimientos leucocitarios anteados (en inglés "buffy coats"), s
lavaron y se llevaron a cultivo en una concentracion de 2 x 10° células por cada pocillo con una
capacidad de 200 ul en unas placas de fondo redondo de 96 pocillos. De un modo correspondiente
a las leyendas, ellas fueron cultivadas con un TGN1112, un TGN1412, un 5.11A1 o unos
anticuerpos testigo de isotipo todos ellos solubles, en una concentracion de 1 ug/ml (A) o de un
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modo correspondiente a la leyenda situada junto a las abscisas (B). Después de 48 horas se
determiné la velocidad relativa de proliferacion celular - representada como el valor medio en
computos por minuto * la desviacion tipica ("mean cpm + SD") - mediante una incorporacién de
[metll- H]timidina a lo largo de un periodo de tiempo de 18 horas y una subsiguiente medicién de la
escintilacion en un liquido. Los resultados son representativos para multiples determinaciones con
diversos donantes.

la obtencion de las células, la estimulacion de las PBMC y la preparacion fueron tal como se ha
descrito para la Figura 10. La estimulacion por el TGN1112 se compardé con la de unos fragmentos
F(ab), de TGN1112, cuya calidad bioquimica y cuya unién especifica a unos transfectantes de
CD28 se habian mostrado previamente.

la estimulacion de unas células T CD4 y CD8 por el TGN1412. (A) Unas PBMC (acerca de la
obtencion y de las condiciones de cultivo véase la Figura 10) fueron estimuladas con el TGN 1412
(1 pg/ml) o respectivamente con un anticuerpo testigo de isotipo durante los periodos de tiempo
indicados. El estado del ciclo celular para las células CD4 o respectivamente CD8 fue determinado
por tincion intracelular por medio de un anticuerpo anti-Ki-67 marcado con FITC. Para esto, unas
células fueron incubadas con unos anticuerpos anti-CD4 PE humana o respectlvamente anti-CD8
PE humana durante 15 minutos, lavadas e incubadas en el tampon Cytofix/Cytoperm™ (de Becton
Dickinson) durante 20 minutos a 4°C. Después de un lavado con el tampon Perm/Wash™ (de
Becton Dickinson), las células fueron tefiidas durante otros 30 minutos a 4°C con anti-K-67- FITC,
lavadas y ensayadas por citometria de flujo pasante tal como se ha descrito para la Figura 9.
(B) Unas células T CD4+ o respectivamente CD8+ fueron obtenidas a partir de una suspension de
PBMC con ayuda de un adecuado estuche de aislamiento de células T y una subsiguiente
separacion con el AutoMACS™ (los dos de Miltenyl). La pureza comprobada por citometria de flujo
pasante fue de 93-98 % para las células T CD4+ y de 81-95 % para las células T CD8+. Unas
placas de fondo plano de 96 pocillos fueron revestidas con una Ig anti-humana (40 ug/ml en PBS)
durante 3 h a la temperatura ambiente g a continuacioén lavadas. Las células fueron cultivadas a
continuacién en una densidad de 1 x 10° / pocillo en comun con el TGN1412 o con un anticuerpo
de referencia. Como testigo positivo de la proliferacion celular sirvio la adicion de PHA (5 pg/ml) y
de IL-2 (200 U/ml). La proliferacion se determiné después de 48 horas tal como se ha descrito para
la Figura 10 y constituye un resultado representativo para diversos donantes.

el analisis del repertorio TCR de unas PBMC estimuladas con el TGN1412. El analisis del
repertorio TCR V [beta] de unas PBMC, que habian sido cultivadas durante 96 horas con el
TGN1412 (1 pg/ml) o respectivamente con un antlcuerpo testigo IgG4, se efectud con ayuda del
repertorio V [beta] de I0Test® Beta Mark TCR, Kit™ (de Beckman Coulter) segun los datos del
fabricante. Las muestras fueron contratefiidas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 tal como se ha
descrito para la Figura 9. Se representa un resultado representativo de tres determinaciones, en
cuyos casos la ventana de analisis se ajusto a unas células CD3+ CD4+.

la medicion de la apoptosis de células T mediada por anti-CD28. Unas PBMC (2 x 105/ml) fueron
incubadas con 5.11A1, TGN1412, TG1112 o anticuerpo testigo de isotipo, todos ellos solubles (1
pg/ml) durante 72 horas. A continuacion, las células fueron tefiidas durante 15 minutos con APC
anti-CD3 y fueron lavadas con un tampon para FACS. Las PBMC fueron resuspendidas en un
tampon de fijacion de anexina V (de BD Pharmingen) e incubadas con anti-anexina V y 7AAD
durante 15 minutos. La apoptosis en el sentido de las células T (ventana CD3+), que eran
positivas en cuanto a anexina V y permeables para 7AAD, se determind mediante una citometria
de flujo pasante en el transcurso de 1 hora.

la induccion del receptor pro-apoptético CD95 mediante unos anticuerpos anti-CD28. La estructura
del ensayo corresponde a la que se ha descrito en la Figura 14. En lugar de la tincion con anexina
V y 7AAD, unas PBMC se tifieron con anti-CD3 FITC y CD95-PE, y se determind la expresion de
CD95 en células T CD3+ mediante una citometria de flujo pasante. Se muestra un resultado
ejemplificativo para dos donantes diferentes.

la induccion de una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, ADCC. La ADCC de dlversos
anticuerpos anti-CD28 se determind mediante una citometria de flujo pasante. Para esto, 5x10*
células Jurkat CD28+ marcadas con calceina-AM se cultivaron concomitantemente con unas
PBMC recientemente aisladas en presencia de 6 ug/ml de los anticuerpos indicados en el caso de
las representadas relaciones de efector : células diana (E : T) durante 3,5 horas. Las células se
recogieron en el tampoén para FACS con 0,5 ug/ml de yoduro de propidio y se midieron por una
citometria de flujo pasante. La relacion de las células negativas para calceina o de las células
débilmente positivas para calceina a las células positivas para yoduro de propidio (x100) 1/ a las
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células positivas para calceina totales se determind6 como la proporcién porcentual de
citotoxicidad. Se muestra un resultado representativo de unas determinaciones con células de
diferentes donantes.

muestra las CDRs de las moléculas de unién conformes al invento segun el sistema Kabat y el
sistema combinado de AbM y Kabat.

La Figura 17:

Los Ejemplos ilustran el invento. Los Ejemplos no deben de ser considerados como una restriccion del invento. Los
Ejemplos se adjuntan solamente para la ilustracion del invento y el invento es restringido solamente por las
reivindicaciones.

Ejemplo 1: Propiedades de unién de los anticuerpos conformes al invento con CD28, CD16b, CD32 y CD64

Se investigo si en el caso del proceso de humanizacién permanecié conservada la unién con la molécula CD28 de
seres humanos. Tal como se ha mostrado para el TGN1412 a modo de ejemplo en la Fig. 9, éste era el caso para
los dos isotipos.

A continuacién, se determinaron las propiedades de unién de los TGN1412 y TGN112 con las CD16b, CD32 y
CD64. Los resultados se han recopilado en la Tabla 1. Como era de esperar se puso de manifiesto que el TGN1112
se une con una afinidad bien detectable con las CD16 y CD64, pero no con la CD32, mientras que el TGN1412
interactuaba soélo débilmente y de manera exclusiva con la CD64.

Tabla 1: Propiedades de union de los TGN1412 y TGN1112 con receptores Fc gamma humanos.

FCyR TGN1112 TGN1412
CD16b + -
CD32 - -
CD64 ++ +

Leyenda:

- no detectable
+ unién media
+ unioén fuerte

Tabla 1: La unién de los TGN1412y TGN1112 con el FcyRIIIb (CD16b) se midié6 mediante un ELISA (= ensayo de
inmunosorbente ligado a enzimas), sirviendo una CD16b recombinante humana (de R&D Systems) como "antigeno
de captura" (en inglés "capture antigen"). La interaccion entre la CD16b y el TGN1112 se detectdé mediante una
cadena ligera del anticuerpo Ig kappa antihumana conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP). Para la
deteccion de la union de TGN112 o respectivamente TGN1412 con las CD32 y CD64, unos linajes de células
negativas con respecto a la CD28, que expresan de manera constitutiva la CD32 y/o la CD64, se incubaron con el
TGN1112 o TGN1412 durante 40 minutos, se lavaron y se contratifieron con el anticuerpo IgG antihumano
conjugado con PE (peroxidasa), que reconoce a la cadena kappa. Las células se lavaron y la unién de TGN1112 y
TGN1412 con FcyR se detectd mediante una citometria de flujo pasante. La especificidad para la CD64 se
determind en el caso de unos linajes de células, que expresan tanto la CD32 como también la CD64, mediante unos
experimentos de competicion con el anticuerpo anti-CD64 bloqueador.

Ejemplo 2: Estimulacion de las células T por medio de los anticuerpos conformes al invento

Seguidamente se ilustran unos hallazgos experimentales, que muestran que, de manera sorprendente, tanto el
TGN1112 como también el TGN1412 estan en situacion, sin ninguna reticulacion transversal artificial, de activar ex
vivo a los linfocitos T humanos. A causa del hecho de que el TGN1412 sélo se une débilmente con el receptor Fc
CD64, esto no se podia esperar en particular para el TGN1412.

Se investigd primeramente si las propiedades activadoras de las células T de los anticuerpos humanizados
permanecieron conservadas frente al anticuerpo de partida 5.11A1. El sorprendente resultado se ha representado
ejemplificativamente en la Fig. 10. En la Fig. 10A se muestra que tanto el TGN1112 como también e | TGN1412 en
una forma soluble estan en situacion de estimular eficazmente para la proliferaciéon en una suspension celular a las
células mononucleares procedentes de sangre periférica (PBMC). En la Fig. 10B se muestra, que la induccion de la
proliferacion de las células T por el TGN1412 se efectia de un modo similarmente fuerte que la induccion de la
proliferacion por el anticuerpo de partida 5.11A1, pero que sin embargo, unos anticuerpos anti-CD28
convencionales, es decir no superagonistas, tales como, por ejemplo, los anticuerpos 28.2 o 152-2E10, no estan en
situacion de hacer esto.
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Ejemplo 3: Relevancia del dominio Fc para las propiedades estimuladoras

A continuacion se investigo si el dominio Fc es necesario para las propiedades estimuladoras frente a las células T
humanas en un cultivo de PBMC. Para esto, se produjeron unos fragmentos F(ab), del TGN1112 y éstos se
compararon en un cultivo de células con un anticuerpo intacto en lo que respecta a la activacion de las PMBC. El
resultado se ha representado en la Fig. 11. Se muestra que los fragmentos F(ab), del TGN1112 no inducian ninguna
proliferacién, mientras que el anticuerpo intacto provocaba de una manera dependiente de la dosis una fuerte
proliferacién de las PMBC.

Ejemplo 4: Las células T son las células diana de la actividad estimuladora de los anticuerpos conformes al
invento

Con el fin de mostrar que, en el caso de las células que proliferan debido a la estimulacién por el TGN1412 en el
cultivo de PBMC, se trata de unas células T, el analisis del marcador del ciclo celular Ki-67 se vincul6 con el analisis
de los marcadores superficiales CD4 y CD8. La expresion de CD4 o respectivamente CD8 caracteriza a los dos
grupos principales de células T, las células T ayudadoras (que expresan la CD4) o respectivamente las células T
citotoxicas (que expresan la CD8). En la Fig. 12 A se muestra que el TGN1412 soluble estimula manifiestamente la
proliferacion de los dos subconjuntos en una suspension de PBMC. En la Fig. 12B se muestra que también unos
linfocitos T CD4 o respectivamente CD8 purificados son estimulados manifiestamente para la proliferaciéon mediante
una estimulacion con TGN1412, pero no obstante, en este sistema no es necesaria la presencia de un agente de
reticulacion transversal.

En la Fig. 13 se muestra que mediante la expansion, mediada por el TGN1412, de las células T CD4 en un cultivo de
células permanece conservado el repertorio de la expresion de TCRVB. Esto constituye un hallazgo importante en el
sentido de que en la inmunoterapia pretendida es provechoso conservar la diversidad, que se presenta en la
naturaleza del repertorio de TCR, con el fin de obtener una inmunotolerancia y garantizar la reactividad frente a un
amplio espectro de posibles agentes patégenos.

Resumiendo, estos resultados muestran sorprendentemente que tanto el TGN1412 como también el TGN111 en
una forma disuelta estan en situacién de estimular a las células T humanas en un cultivo de células.

Ejemplo 5: Elevado efecto estimulador junto con un pequefio efecto pro-apoptoético de los anticuerpos
conformes al invento

A continuacion, se investigd mas detalladamente la activacion de las células T, que habia sido mediada por los
TGN1412, TGN1112 y el anticuerpo de partida 5.11A1, en lo que respecta a la induccion de la muerte celular
programada (apoptosis). En las Figs. 14 y 15 se han recopilado los resultados representativos.

En la Fig. 14 se representa que la proporcion de las células T apoptéticas en un cultivo de PBMC, que eran
estimuladas con los anticuerpos anti-CD28 5.11A1, TGN1412 y TGN1112 en una forma soluble, estaba pronunciada
con la mayor frecuencia en el caso de los cultivos estimulados con el 5.11A1, de una manera intermedia en el caso
de los cultivos estimulados con el TGN1112 y de manera minima en el caso de los cultivos estimulados con el
TGN1412. En consonancia con estos resultados, la Fig. 15 muestra que la expresion del receptor CD95, que
provoca la apoptosis en unas células T, que habian sido estimuladas con el 5.11A1, era la mas frecuente, mientras
que las células estimuladas con TGN1112 manifestaron una frecuencia intermedia y las células estimuladas con
TGN1412 manifestaron una frecuencia pequefia de las células positivas para la CD95.
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ctgoocoocat
ggcttctace
tacaagacca

accgtgéaca

gctctgeaca

18

ccacggtcac
cctgactttyg
cacacccazt
gaaccgadggg
cacctctcft
gagcacctce
ggtgacggtg
cctacagtce
gagcacgaag
gagagttggt
:Ecctgcctg
totgtecteoot
ggatttittec
catacagggg
cc:gacctaé
teocteccaga
tQGCCaﬁcﬂt
thcctagég
catctettee
ac:caaégaq
gagccaggaa
tgccaagaca
caCCQtEEtg
aggccteooeg
gogagggeca
tgccaaccte
cccaggagga
ccagogacat
cjcatcécgf
agaécaggtg

accactacac

cgtotectea
gctgggggea
gcccatgagc
goctetgoge
gﬁagcttcca
gagagcacag
trgtgoaact
tcaggactet
acctacacct
gagaggccag
gacgcacccc
cacccggagyg
accaggotcc
caggtgctge
gcccaccaoca
totgagtaac
goceaggtas
tagcﬁtgcat
tcagracctg
a:::tcatg%
gacéccgagg
aagecgeggg
caccaggact
tecctecateg
catggacaga
tgtccectaca
gatgac:aaé
cgecgtggag
gctggactcc

gcadggagggg

acagaagage

360
420

480

720
7180
840
500
$60
1020
1080
1140
1200

1260

-1320

1380
1440
1500
1550
1620
1680
1740

1800

" 1860

1920
1280
2040

2100

‘2160

2178



10

<210> 14

<211>
<212>

446
PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

Gln Val

1

Ser

Lys
G5

Met
Thr
Gly
Phe
Leu
145

Trp

Leun

Fro

HC

14

Val

Il=

Cys

30

Asp

Glu

Arg

Thr

Fro
130

Gly

Asn

Gln

Ser

Gln Len

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Tyr

Arg Rla

Leu Ser

Ser His

100

Thr Val
115

Leu Rla

Cys Leu

Ser Gly !

Ser Ser
180

Ser Leu
1485

Asn Thr

Val

Fro

Ar

Tyr

Thr

Fro

val

Gly

Lys

GLn

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Val 3

Cys

Lys
150

Leu

Leu -

Thr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

23

Thr

Arg

Leu

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

ES 2437571 T3

Gly

Ala

Lla

Ser

- 25

Ala
40
Val

Val

Ser

Ser
Ser
Thr
200

Lvs

Fro

Asn

Asp

Asp

Trp
10%

= Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
185

Tyr

Arg

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

50

Asn

Sar

Thr

Fro

Val &

170

Ser

Thr

Val

19

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Thr

Fhe
Th#
Ser
Glu
155
Ser
Cys

Glu

Lys

Thr

Gly

Tyr
60

Ile 5

Bla

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Serxr

Lys

Phe

Leu

45

Wal

Gly

125

Ser

Val

Val

WVal
205

Lys

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Fro

Thr

Thr

Tyr

Gly
15

Trp

Ser

Bla

Val

His

Gly

Ala

Tyr

Ile

Fhe

C Ty,

8o

Cys

Gln

Bla

Ser
160

Val

Pro

Lys

Pro



Pro
225

Phe

Pro

Thr

Val
305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His

210

Cys

Len

Glu

Gln

Lys
2990

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gly

Gln

Asn

Pro

Fhe

Val

Fhe

275

Thr

Val

Gln

355

Gly

Pro

Ser

His
435

Ser

Pro

Thr

2ol

Asn

Ser

Lys

.340

Glu

Phe

Glu

Fhe

Gly

420

Tyr

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Fro
230

Val

Tyr

lu Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

His

310

Lys

Gln

Met

Asn
350

Leu

Val

Gln

ES 2437571 T3

Val

".?al

Gln
285
Gln
Gly
Pr;::
Thr
Ser
375
Tyx
Tyr

Phe

Lys

Fro
Lys
Val
Asp
Fhe
RAap
Leu
Arg

Lys
380

Ser
Ser

Ser
440

Glu

Asp T

Asp
_255

Gly

C 280

Bsn

Trp

Fro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

20

Phe

Val

Ser

Len

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Leu
235
Leu
Ser
Glu
Thr
A=sn
315
Ser
Gln
Val
Val
Pro

385

Thr

Val

Leu

220

Gly
Met
Gln
Val
Ty
300
Ely
Ile
val

Ser

Glu T

380

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glua

His

285

Arg

Lys

Glu
Tyr
Leu
365
‘n.a’al
Asp
ﬁis

Len
445

Fro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

‘Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Rla

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Rsp

Ser
415

Ala

Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
L}J’S
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu



10

<210> 15
<211> 1007
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2437571 T3

<223> LC (acrénimo de "Light chain" = cadena ligera)

<400> 15
gacatccaga

atcacttgeo
gggagaagcco
aggttcagtg

gaagattttg

gggaccaagyg,

actctgaggg
gtcagaaaag

aactttatta

cgottettgg

taacatgcco

caccatcctyg

cgecatoctga
tctétcccag
cccaggagag
tgacgetgag

agggectgag

tgacccagte
atgecrcagtea
ctaagoteoet
gcagtggate
caaéttacta
tggagatcaa
ggtcggatga
catécaaagc
aggaataggg
teteettget
tgtgattatec
tttgettett
tgageagttyg
agaggccaaa
Egtcacagag
caaaésagac

ctegeoegto

teecatecctce
aaacatttat
gatctataag
tgggacagat
ctgtcaacag
acgtgagteg
cgtggocatt
cctcagaatyg
ggaagctacg
ataattatct
cgcaaacaac
tcctecaggaa
aaatctggaa
gtacagbtgga
caggacagca

tacgagaaac

acaaagagct

ctotctgeat
gtttagttas
gcttccaacc
ttcactctca
ggtcaaactt
tacgctégca
cﬁttgectaa
gctygcaaaga
aagasactca
gggataagca
acacccaagg
ctgtggetge
ctgoctoctgt
aggtggataa
dggacageac
acaaagtcta

tcaacagggg

21

ctgtaggaga
actaggtatcea
tgcacacagyg
ccatcagcag
atcecgtacac
agcttgatat
agcattgagt
gctccaacaa
asacatcaag
tgeotgtitte
gcagaacttt
accatctgte
tgtatgeotg
cgoocctocaa
ctacagecte
cgoctgogaa

agagtgt

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccateca
tctg;aacct
gttecggegga
cgaattctaa
ttactgcaag
aacaatttag
attttazata
tgtctgtece
gttactltaaa
ttecatcttee
cfgaataact
tcgggtaact
agcageacoco

gtecacccate

60
120
180
240
300
360 .
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
960

1007



10

<210> 16

<211> 214
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223>LC

<400> 16

Asp
1

HSE

.Leu

Tyr'

Ser
65

zlu

Thr

Thr -

Lys

zlu

Ser

Rla

FPhe |

Ils
Arg
Asn
Lys
50

Gly

Asp

Ser
hla
130

Val

Ser

Thr

Cys

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser
Fhe
Gly
Vﬁl
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

185

Arg

Met Thr Gln

Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln
Ser Rsn Leu

Gly Thr Asp
70

2la Thr Tyr
85

Gly Gly Thr
Phe Ile Phe
Val Val Cys

Trp Lys Val
150

Thr Glu Gln
165

Thr Leu Ser
180

Wal Thr His

Gly Glu Cys

ES 2437571 T3

Ser Pro

Cys His

Lys Pro

His
55
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lfs

Gln

40

Thr

Thr
Cys
Val
Pro
120
Leu

Asn

Ser

.Bla

Ser

Bla
25

Gly

Gly

Leu
Gln
Glu
105
Lz=n
%13
Lys

Asp
1835

Gly Leu

200

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp
30

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45

Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Thr Ilz Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr

Ile Lys Arg Thr Val Ala RAla
110

Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
125

Bsn Phe Tyr Pro Rrg Glu Ala
140

Len Gln Ser Gly Asn Ser Gln
155 160

BAsp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
170 175

Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
' 180

Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
205 '

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2437571 T3

<210> 17

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 17
tcacactacg gcctcgactg gaacttcgat gtc 33

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 18

Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val

<210> 19

<211> 51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 19
tgtatttatc ctggaaatgt caatactaac tataatgaga agttcaagga c

<210> 20

<211>17

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 20

Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Fhe Lys

1 5

Asp
<210> 21
<211> 30
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 21
ggatacacct tcaccagcta ctatatacac 30

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

23

10

51

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2437571 T3

<220>
<223> CDR

<400> 22
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile His
1 5 10
<210> 23
<211> 27
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 23
caacagggtc aaacttatcc gtacacg 27

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 24

Gln Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr Thr
1 ]

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 25
aaggcttcca acctgcacac a 21

<210> 26

<211>7

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 26

Lys Ala Ser BRsn Leu His Thr
1 5

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 27
catgccagtc aaaacattta tgtttggtta aac 33

24



10

15

20

<210> 28
<211> 11
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CDR

<400> 28

<210> 29
<211> 2184
<212> ADN

His Rla Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp Leu Asn

1 .

<213> secuencia artificial

<220>
<223>HC

<400> 29
caggtgeage

tcctgcaagyg

cctggacaag

aatgagaagt
atggagctga
tacggeocteg

ggtgagtegt

agggagygggy

cccagacact
~ggeccecagcte
gggeecatey
éctgqgctgc

cgcoctgace

cétcagoage

cqtgaatcac
gggagggagy
atgcageece
tgccogecee
gcacaggcta
'acctgccaag
aaacfctcca

teocttectectet

" taagccagee

tggtgeagte
cttctggata
ggcttgagtyg
tzaaggacag
goaggctgag
actdqaactt
acgctagcaa
ctzaggtgag
ggacgctgaa
tgteccacac
gtottecece
ctggtcaagg
agcggogtge
gtggtgaceg
aagcccagca
gtgtctgetg
aétccagggc
acteatgete
ggtgccocta
ageecatatce
ctdéctcégc
éﬁagagc:ca

caggoctoge

ES 2437571 T3

tggggetgag
caccttcacc
géttggatgt
ggccacccty
atctgacgac
cgatgtctgg
getttetggg

caggtggeg
t:ﬁcgcggaﬁ
cgogatecaca
tggeaccete
actacttcce
acaccticcoe
tgoccteocag
acaccaaggt
gaagccagﬁc
agcaaggcag
agggagaggg
acccaggece
ggjaqgacﬁc
teggacacct
aatcttgtga

cctocageote

5

gtgaagaagc
zsgctactata
atttatectg
accgtagaca
acggoogtgt
égccaaggqa
geaggecagy
ccageeaggt
agttaagaac
tggoacoace
ctccaagage
cgaaccggtg
ggctgtecta
cagcttogge
ggacaadaasa
toageacteo
gccccgtct§
tcttetgget
tgecadacaaa
tgeccectgac
tetetectee

caaaactcac

aaggcgggac

25

ctggggecte
tacactgogt
gaaatgtcaa
cgtocatoag
atttctgtac
ccacqqt;ac
cctgacctig
gcacacﬁcaa
ccaggggect
tetettgeag
acctoctoggog
acggtgtcgt
cagtecteag
aéccagacct
gttggtgaga
tgoctggacy
cotetteace
rtttoccagg
ggggcaggty
ctaagccﬁac
cagattecag
acatgecccac

aggtgceocta

10

agtgaaggte
gcgacaggoc
tactaactiat
cacagcoctac
aagaktcacac
cgtctcctcé
gotttgggge
tgcoccatgag
ct@:gccctg
cctocaccaa
gcacagcggs
ggaacteagg
gactoctacte
acatctgcag
gaccageaca
caltccegget

cggaggecte

ctctgggeag,

ctgggctcocag

cccaaaggoc

taactcocaa
cgtgceccagg

gagtagecetg

60
120
180
240
300
380
42&

430

600
660
720
780
840
800
960.
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



10

catccaggga
ctgaactect
tgatcteceog
aggtecaagtt
gggaggagca
actggetgaa
tcgagaaaac
agaggocogge
‘acagggcage
aagaaccagg
gagtgggaga
tcEgacggct
gggaacgtct

agocctotece

<210> 30
<211> 450
<212> PRT

Ccaggococag
ggggggacceyg
gaccectgag

caactggtac

gtacaacagec

tggcaaggag
catctccaaa
toggeccace
coccgagaacc
tcagectgac
gcaatgggca
cottettect
tectcatgete

tgtcteceggg

<213> secuencia artificial

<220>
<223>HC

<400> 30

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Ile

a5

Gly Cys

30

Lyé
65

Asp
Met

Glu

Thr Arg

Gln

Lvs

His

Ile

Leu Val

Val Serx

Trp Val
Pro

ITyr

Ala Thr

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Leu Thr

ES 2437571 T3

ccgggtgctyg
tcagtottec
gtcacatgeg
gtggicggcg
acgtaccggg_
tacaagtgca
gccaaaggtg
ctctgacctg
acaqggtgtac’
ctgcétggtc
gocoggagaac
ctacagcaag
cgtgatgecat

taza

Gly
Ala

Rla

Gly Asn Val

55

Val

70

Ser Arg

85

His Tyr

Leu Arg

Gly Leu

Ser

Asp

acacgtccac
tettececce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtocagogt
aggtetecaa
ggacccgtgg
agagtgaccyg
accctgocee
zaaggcttct
zactacaaga
ctocaccgtag

gaggctctge

ABla Glu

Ser
25

Gly

Fro Gly

Asn Thr

Thr

hsp Asp

20

Trp Asn

26

Val

Tyzr

Gln Gly

Azsn

Eer

75

Thr

Fhe

cteocatctct
agaacocaadg
cgtgagccac
tzatgocaag
ceteoacegte

CaaagdCCcCtc

ggtgcgaggy

ctgtaccaac

catcceoggga
atcoccagogsa
ccacgecteo
acaagagcag

acaaccacta

Lys Lys

Thr Fhe

Leu

Tyr Asn

6o

Tle Ser

RBla

Val

Asp Val

Pro

Glu

teccteoageac
gacacocctca
gaagaccceig
acaaagccge
ctgoaccagg
ccagecccoca
ccacafgqac
ctetgtoect
tgagotgace
catcgeegtyg
cgfgctggac
gtggcagcag

cacgcagazag

Ala
Tyx
Trp Ile
Phe

Lys

Tyt
B0

Thr Ala

Fhe
a5

Tyr

Trp GIy Gln

1800
1880
1920
1980
2040
2100
2160

2184



Gly

Leu
145
Trp
Leu

Ser

Fro

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

130

Asn

Gln

Ser

Ser
210

Thr

Ser

Arg

Fro

RAla

2390

Val

Tyr

Thr

‘Leu

Thr
115
Leu
Cys
Ser

Ser

Sex
155

Asn

His

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

lys

Ile

pals)

100

Val

Ala

Gly
Ser
180
Leu
Thr
Thr
FPhe
Pro
260
val
Thr
Val
Cys
Sc—:i‘
340

Bro

Thr

Fro

Val

Ala
165

.

unl&l'

Lys

Cys

Leu

245

Glu

LYS

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Val 35

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val
Pro
230
Fhe
Val
Fhe
Fro
Thr
310

Ala

Arg

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Asp

215

Pro

Fro

Thr

Lsn

Arg

285

Val

Ser

Lys

Asp

ES 2437571 T3

105

Ser

120

Lys

Tyzr

Ser

Sar

y Thr

Lla

Ser

Fhe

Gly

Leu

Thr
Prao
Val
170

Se r.

185 .

Tyr

200 -

Lys

Cys

Fro

Cys

- 285

Trop

280

Glu

Leu

RAen

Glu

Lys

Fro

Lyvs

Vval

Tyr

Glu

Lys

Gln
345

Leu

Ile
Val
Ala
Pro
250
Val
Val
Gln
Gln
Ala
330

Fro

Thr

Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Fro
235
Lys
Val
Asp
Tyxr
Asp
315
Leu

Arg

Lys

Lys

Pro
Thr
val
BAsn
Pro
220
l[_%lu
Asp
Bsp
Gly
Asn
300
Tre
Pro

Glu

Asn

Val

Phe

Val

Val
205

Lys 3

Len
Thr
Va l.
Val
285

Ser

Rla

Pro

Gln

110

Fro

Thr

Thr

FPro

Thr

‘180

Asn

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Prao

Gln

350

Val

Val
Bla
175
Val

His

cys

‘ifal.
Tyr
Gly
ile
335

Val

Ser

Ala

Sar

1&0

Val

Ero

Lys

Rsp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

3z0

Glu

Tyr

Leu



10

Thr

zlu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

355

Leu Val
353
Ser
#:g T

Leu His

4335

Gln

<210> 31
<211> 1007
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>LC

<400> 31

gacatccaga

atcacttgcec
gggazagceo
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagyg
actctoaggg
gtcagéaaag
aactttatta
cgettettgg
faacatgccc
caccatcocetyg
cgecatchga

tectateoccag

tgacocagte
atgccagtca
ctaagctect
gcagktggate
caacttacta
tggagatecaz
ggtecggatga
catgcaaage

aggaataggyg

tct:cttgqt'

tgtgattatec
tttgettett
tgageagttg

agaégccaaa

ES 2437571 T3

Lys-

Zly Fhe

360

Tyr Pro

375

380

Gly
405

Eln

Asn

tecateoctec
aaacatttat
gatctataag
tgggacagat
ctg#;aaﬂag
acgtgagteg
cgtggeocatt
cctecagaatg
ggaagctagy
ataattatet
cgcaaacaac
teotcaggaa
aaatctggaa

gtacagtgga

Pro Glu

Ser Phe

Gln Gly

His Tyr

Asn Asn

Phe

Leu

Val
425

Asn

Thr
440

Gln

ctgboctgeat
gtttggttaa
gctteccaaco
ttcactétca
ggtcaaacit

tacgcectagea

-ctttgcctaa

gotgoaaaga
aagaaactea
gggataagea
acacccsaagg
ctgtggotge
ctgcétctgt

aggtggataa

28

365
Ser &sp Ile Ala Val Glu Trp
380

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

: 385 400
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
10 415

FPhe Ser Cys Ser Val Met His

' 430,
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
445

ctgtaggaga cagagtcacc 60
actgotatea gcagaaaccé 120
tgcacacagg ggtcccatca 180
ccatcageag totgeaacet 240
atcegtacac gttcggcgga 300
agcttgatat cgaaﬁtctaa 360
agcattgagt ttactgeaag 420
gctocaacaa éacaatttag 480
aaacatcéag attttaaata 540
tgctgtttte tgtotgtece 600
gcagaacttt gttacttaaa 660
accatcectgte tteoatcttee 720
tgtgtgeetg ctgaataact 780
cgccctecaa tcocoggtaact  B40 -
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cccaggaqgag tgbtcacagag caggacagoa
tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac

agggectgag ctogeccgtc acaaagagct

<210> 32
<211> 214

<212>

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400>
Lsp
1
Asp
Leun
Tyr
Ser

65

Glu

Pro
Thr
Lya
145

Glu

.oer

PRT

LC

32
Ile

A¥g
Asn
Lys
50

Gly
Asp
Fhe
Serx
Ala

130

Val

Ser

Thr.

Gln

val
Tr

35

Ala
Ser
Pﬁe
Gly
Val
115

Ser

Val

Leu

Met
Thr
Tyr

Ser

Gly.

Ala

Gly

100

Fhe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Thr Gln

un

Ile Thr

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

85

Gly Thr

Ile Phe

Val Cys

Tyr

Pro

Leu

- 135

Lys Val

Elu =1ln
165

Leu Ser

Asp

Asp

Lys

ES 2437571 T3

Fro
His
Fro
40

Thr
Thr
Cys
Val
Fro
120
Leu
Asn

Ser

Ala

aggacagcac ctacagocctc agoagcacco

acasagicta cge

=

toaacagggg agagtgt

Ser

Gly

Ely

Leu

Gln

Elua

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Ser

10

Ser

Lys

Val

‘Gln

20

Ile L

Rsp

REn

Leu

Asp

170

Tyr

29

Leu

Gln

Al=s

Ile
75

Gly

Elua
Fhe
Gln
155
éer

Glu

Jer

Asn

Pro

Ser

60

Ser

hrg

Tyxr
140
Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Lys
45

Arg

Thr

Thx

Leu

125

Fro

Gly

Ty

Ser
Tyr

30

Leu

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Val
15

Val
Leu
Ser
Gln
Pro
nla
Ser
Glu
Ser
Leu
175

Val

tgogaa gtcacceate

Ile

Pro
g0

Tyr
Ala
Gl
Rla
Gln
160

Ser

Tyr

800
560

1007
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15

20

Bla Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

195

ES 2437571 T3

200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 33
<211> 360
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VHC
<400> 33
caggtgecage tggtgcagtec tggggetgag gtgaagaage
tectgocaagg cttetggata cacctteoace agotactats
cctggacaag ggcttgagtg gattggatgt atttatectg
aatgagaagt tczaggacag ggcocaccctg accgtagaca
atggagctga goaggetgag atctgacgac acggoogtgt
tacggoctecg actggaactt cgatgtoctgg ggeccaaggos
<210> 34
<211> 120
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> VHC
<400> 34
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glua
1 5 -10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Tyr Ile His Trp Val Arg'Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr
50 : . 55
Lys Asp Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr
G5 : 70 .
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser RAsp Asp
' B5 80

30

205

ctggaggecte
tacﬁctgggt
gaaatgteasz
cgteccatcag
atttctgtac

ccacggtcac

Val Lys Lys

Tyr Th¥ FPhe

Gln Gly

Asn Tyr Asn

Ser Iles S

Thr RAla Val

Elua

agtgaaggtc
gogacaggoe
tactaactat
cacagcctac
aagatcacac

cgtetoctea

Pro Gly

15

Thr
30

Ser Tyr

Trp Ile

Lys

Thr Tyr

80

Phe
a5

Tyr Cys

Fhe -

60

120

180

244
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15

20

ES 2437571 T3

Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Rsp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Gln
110

100

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

<210> 35
<211> 321
<212> ADN

115

<213> secuencia artificial

<220>
<223>VLC

<400> 35

gacatccaga
atcacttgece
gggazagoco
aggttcagtyg

gaagattttg

gggaccaagg

<210> 36
<211> 107
<212> PRT

tgacccagte
atgccagtca
ctaagctcct
gocagtggate
caacktacta

tggagatcaa

<213> secuencia artificial

<220>
<223>VLC

<400> 36
Asp

1

bhsp

Leu

Tyr

Ser
&5

Glua’

Ile

Arg

Asn

Lys
50

Gly

Rép

‘Ser

Gln Met

Val Thr

20

Tyr

Trp

35

Aia Ser
Gly

Phe Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

tcecatectee
azacatttat
gatgtataag
toggacagat
ctgtcaacag

a

Ser
Cys

Thr

Gln Lys

Pro

His

Fro

120

105

ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc

gtttggttaa actggtatca gcagsaacca

getteocaace tgoacacagyg ggtcoccatca

ttcactetca ccatecagrag tctgoaacct

gotcaaacktt . atecegtacac gttcecggogga

40

Leu
55

Asp

Fhe
70 '

Tyr Tyr

Thr

Thr

Cys

31

Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Jer Leu
10

Ser Gln
Lys Rla
Val Pro
Thr Ile
75

Gln Gly
S0

Ser

Asn

Pro

Ser

&0

Ser

Gln

Bla

Ile

Lys

45

Axg

Ser

Thr

Ser

Tyx

30

Leu

Phe

Len

Tyr

Val

15

Val

Leu

Ser

Gln

Pro

&0
120
180
240
300

321

Gly

fI.l rP‘

Ile

Gly

Fro

80

Tyr
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15

20

<210> 37
<211> 360
<212> ADN

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<213> secuencia artificial

<220>
<223> VHC

<400> 37

caggtgeage
tecctgeaaqgy

cctggacaag

~aatgagaagt

atggagctga

tacggocteg

<210> 38
<211>120
<212> PRT

tggtgeagte
cttetggata

ggctﬁgagtg

tcaaggacaqg

gcaggctoag

actgoaactt

<213> secuencia artificial

<220>
<223> VHC

<400> 38
Gln

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Thr

val
Val
Ile
Cys
50

Glu

Rrg

Gln

Lys

His

Ile

Arg

Leu

Ser

Leu
Val
20

Trp
Tyr
Ala

Ser

His
100

ES 2437571 T3

i00

tggggctgag
:accﬁtcacc
gattggatgt
ggocaccoctyg
atctgacgac

cgatgtetgg

Gln Ser

Cys Lys

BArg Gln

Fro Gly

Thr Leu Thr

Arg
B3

Leu Arg

Tyr Gly Leu

gtgaagaagec
agctactata
atttatcctg
accgtagaca
acggcogtot

ggccaaggga

Gly

Ala

Ala

Val

Val

Lsp

‘Trp

Al

fu

Glu Val

Ser

25

Gly Tyr
Pro Gly Gln
Asn
Bsp

13
Asp

30

105

Thr Asn

Thr Ser

Asp Thr

1405

ctggggceccte
facactgqgt
gaaatgtcaa
cgtecatcag
atttctgtaa

ccacggtcac

Lys
Thr
Gly
Ty
o0

Ile

Ala

Lsn Phe Asp

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115

32

1200

agtgaaggtc

gogacaggoo

tactaactat

cacagcctac

aagatcacac

cgtctoctoa

Lys

Fhe

Leu

Lsn

Ser

Val

Val

Pro

Thr
30

Lla

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

Ser

Ala

Phe
a5

Gly

=1
120
180
240
300

3ed

Ala

Twvr

Iile

Fhe

TvrE

g0

Cys

z1ln
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15

20

<210> 39
<211> 321
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>VLC

<400> 39

gacatccaga tgacccagtc teccatectco
ztecacttgoe atgeocagtca aaacatttat
gggaaagcce ctaagetocet gatctataag
aggttcagtg gcagtggatec tgggacagat
gaaggttttg caacttacta ctgtcaacag

gggaccaagg tggagatcsa a

<210> 40
<211> 107
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223>VLC

<400> 40

Asp Ile Gln
1

Lzp Rrg Val
Leu Asn Trp

50

Ser Gly Ser
65

Glu Rsp Fhe

Thr Phe Gly

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

=3

Ilg
Glp
Besn
Thr
Thr
g5

Gly

Gln

Gln

Leu

hsp

70

Tyr

ES 2437571 T3

Ser

Cys

Lys

His

Phé

TYyE

Lys

Fro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Elz
25

Glf
Gly
Len

Gln

Glu
105

33

ctgtctgeoat
gtttggttaa
gottecaaco
ttcactctca

ggtcaaactt

Ser
10

Ser

Val

Thr

1ln

a0

Il=

ctgtaggaga

actggtatcé

técacacagg

ccatcagecag

atcogtacac

Leu

Gln

Ala

Fro

Ile

15

GLly

Ly:

Ser

Ser
&0

Ser

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

cagagtcace

gocagaaacoa

ggtoccatca

tctgoaacect

gttcggegga

Ser
Tyr
30

Leu
Fhe

Leu

Tyr

Val

15

Val

Leu

Ser

Gln

Fro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Fro

80

Ll

Tyz

60
120
180

240

300

321
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<210> 41
<211> 2551
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>HC

<400> 41
ggtaccggge

ctacaggtaz
gacatccact
ggggctgagg
accttcacca
attggatgta
gccacectga
tetgacgaca
gatgtetggg
ctittetgggg
aqgtggcgcc
gaccatcgeg
cacogeagte
cocotggogee
aggactactt
tgcacécctt
cogtgeoecte
écaacgccaa
ctgéaagﬂca
gugcageasqgy
ctcagggaga
coctacccoea
tatccgggaé

tcagetcaga

-gtecaaatat

cagctcaaag

“gtgetgacge

cgacctcacc
ggggcteoaca
ttgectttet
tgaagaagcc
gotactatat
tttatcctgg
cegtagacac
cggocgtata
gccaaéggac
caggeccgggo
agccaggtge
gatagacaag
acatggcoace
ctgctocagg
ccccgaaceg
cccggetgte
cagcagetig
gqtggacﬁag
ggctcagooco
cétgc:cdat
gggtottctg
ggcoetgeoge

gacecctgoee

_cacctfctct

ggtcoocecat

cgggacaggt

atcecaccteo

ES 2437571 T3

atgggatgga
gtagcaggcet
ctccacaggt
tggogecctca
acéctgggtg
aaatgtcaat
gtccatcage
tttetgtaca
cacggteoace
ctgﬁctttgg
acacccaatg
aaccgagggg
acctectettg
agcacctécg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacg;aga
agagttggtg
tocotgoctgg
ctgtotecte
gatttttceca
atacagggge
ctgacctaag
6ctcccagat
gcccat&éﬁg
geectagagt

atoctettect

gctgtatcat
tgaggtetag
gtgcattece
gtgaaggtct
cgacaggooe
actaactata
acagcctaca
agatcacact
gtctecteay

ctaggggcag

cccatgagec

cctotgegeo

_cagcttccac

agagcacage
cgtggaacto
caggacktcta
cctagacctg
agaggooags
acgcacccog
acceggagge
dcaggctccg
aggtgctgcyg
coccacceoaa
ctgagtaact
cccaggtaag
agcctgeate

cagcacctga

34

cctottottg
acatatatat
aggtgeaget
cctgoeagqoe
ctggacaagyg
atgagaagtt
tggagectgag
acggoctoga

gtgagtegta

ggagggggct

cagacactgg

ctgggcccag

caagggcoca

.cgecctggge

aggogooctyg
ctocctoage
caacgtagat
acagggaggg
gctgtgcégc
ctctgaccac
ggcagocaca
ctcagacectg
aggccaaact
ccocaatctte
ccaacccagyg
cagggacagy

gttocctgggg

gtagcgacag
gggtgacaat
ggtgcagtcE
ttctggatac
gottgagtgg
caaggacagg
caggectgaga
ctggaactte

cgctagoaag

-aaggtgacgc

aﬁcctgcatg
ctetgtecea
tocegtotoee
tgecctggtea
accagcoggcyg
agcgtgatga
cacaagoccca
agggtgtetg
coccageocoag
cccactcatg
ggétggatgc

ccaggagoca

ctecactece

toctctgcaga
cctogoecte
ccccagcecgg

ggaccatcag

60
120
180
240
300
360
420
180
540
600
650
720
780
840
800
960

1020

1080

1440

1300
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tettectgtt
cgtgegtggt
atggogtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagqtggqac
geectgggag
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa
atgecatgagg
tgagtgccag
ggcaégtacc
'fgﬁcctgggc
ctgagktgaca
<210> 42
<211> 466
<212> PRT

<213> secuencia

<220>
<223>HC

<400> 42
Met Gly
1

Val His 3e

Pro Gly Al

35

Thr Ser

50

Glu Trp Il

Glu Lys

coccococaasaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtoote
ctoccaacaaa
ccacggggtg
tgaccgetgt
tgcecccate
gcttctacoe
aCcaagaccac
cegtggacaa
ctebgeoacaa
ggczgﬁcaaq
cocgtctacat
ccctgtgaga

tgagggagge

artificial

Trp Ser Cys
5

r Gln Val
20

a4 Ser Val

Tyr Tyr Ile

@ Gly Cys

Phe Lys Asp

ES 2437571 T3

cccaaggaca
agccaggaag
gccaagacaa
accgtectge
ggocteecegt
cgaggaccac
goccaacctot
ccaggaggag
cagogacate
gecoteoogtyg
gagcaggtgg
ccactacaca
ccococgetce
acttcccagﬁ
ctgtgatggt

agagegaate

Ile Ile

Gln

Lezu

Lys Val

Leu

Sef

ctcteatgat
acacﬁgaggt
agocgeggga
accaggactg
Fctgcatcga
atggacagag
gtococtacag

atgaccaaga

geogtggagt .

ctggactceg
caggagggga
cagaagagcoo
cogggototo
cacceageat
t&tttccacg

C

Fhe
10

Gln
25

Cys

40

His Trp
5

Ile Tyr

Arg Rla

Val.

Fro

Thr

Arg

Gly

Leu

35

Leu

Ser

Gln

Thr

cteoecggace
ccagttecaac
ggagecagttc
gctgaacgge
gaaaaccatec
gtéagctcgg
ggcagococg
acéaggtcag
gggagaycaa
acggctoctt
atgtcticte
teteooetgte
ggggtcgege
ggaaataaag

gqtcaggch

Val Ala

Gly Ala

Bla Ser

Ala Fro

a1l

Val Asn
75

Val Asp

cctgaggtea
tggtacgtagg
aacagecacgt
aaggagtaca
toccaaageooa
cccacéctct
agagcca:ég
cafgacctgc
tgggcagceg
cttcctctac-
atgctccotg
tctgggtéaa
gaggatgett
cacccaccac -

agtctgagge

Thr

Thr ala
15

Glu val
30

Lys
Gly Tyr Thzr
45

Gly Gln Gly
Thr Asn

Tyr

Thr Ser Ile

1680
1740
l8a00
1880
1820

1980

Glvy

Livs

Ehe

Lanu

Zsn

Ser
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Lys Thr

Leu
370

Thr

Thr
385

Cys

Elu Ser

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

450

Gly
465

<210> 43
<211> 1721
<212> ADN

Lys

340

Ile
355

Ser

Fro FPro

Leu Val

R;n Gly

Asp
420

Arg
435

Trp

Leu His

<213> secuencia artificial

<220>
<223>LC

<400> 43
ggtaccgggc

ctacaggtaa
gacatccact
ccatcctcgﬂ
aacatttaig
atctataagy
gggEcagatt
tgtcaacagg
cgtgagtcgt

gtggoccatte

cgacctcacc
ggqgctcaca.
ttgdctttct
tgtetgeate
tttggttaaa
cttccaacct
tcacteteac
gtcaaactta
acgctagcaa

tttgectaaa

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly 3

Gln

Asn-

ES 2437571 T3

Ala Lys &

3

Gln Glu G

375

Gly FPhe T

380

Pro Glu

Phe

Glu Gly

4

His Tyr

455

atgggatgga
gtagecagoet
ctccacaggt
tgtaggaggc
ctggtatcag
gcacacaggyg
caltcagoaghk
tccgtécacé
gcttgatatc

geattgagtt

Asn
Fhe
Asn

Thr

345

Gln Pro

ly
b0

lu Met Thr

v Prc

"

TvE
410

Asn

L=u
425

Tyr

Val Phe

40

Gln Lys

gctgtatcat
tgaggtotag
gtgeatteeg
agagtcacca
cagaaaccag
gtcocatcaa
.utguaacctg
ttoggcggag
gaattctaaa

_tactgcaagg

36

zlu Pro

365

Arg

Esn
380

Lys Gln

Asp Ile Ala

385

Lys Thr Thr

Ser Arg Leu

Ser
445

Cys

Leu
460

cctocttottg
acatatatat
acatccagat
tcagttgoca
ggaaagcoed
ggftcagtqq
aagattttge
ggaccaaggt
ctoctgagggg

tcagaaaagce

Sear-

Val Tyr

Val Ser Leu

val Glu Trp

400

Pro Pro Val

415

Thx
430

Val Asp

Val Met

Lan Ser Leu

gtagcaacag
gggtgacasat
gaccecagtet
tgocagtecaa
taagcteoctg
cagtggatct
aactﬁactac
jgagatcaaa
gteggatgac

atgcaaagece

His

60
120
180

240

300

360
420
480
540

600
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ctcagaatgg ctgcaaagag ctccaacaaa acaatttaga actttattaa ggaatagggg 660
gaagctagga agaaactcaa aacstcaaga ttttaaatac gcttcttggt ctecttgeta 720
taattatcty ggataageat gctgtttfct gtctgteccet aacatgecct ghgattatce 780
gcaéacaaca cacccaaggg cagaactttg ttacttaaac accatecotght ttgettcettt B40
cctcaggaac tgtggotgeoa ccatctgtet tcatcttecc gocatctgat gagcagitoa 300
aatctggaac técctctgtt gtgtgcctgc tgzataactt ctatcccaga_gaggcﬁaaag 280
.tacagtggaa ggtggataac gococtcocaat cgggtaacte ccaggagagt gtcacagage 1020
aggacagcaa ggacageace tacagcctcea geageaccct gacgetgage azagoagact 1080
acgagaaaca caaagtctac geoctgegaag tcacccatca gggoctgage tegocegtea 1140
caaagaé:tt :éacagggga gagtgttaga gggagaagtg cocccoacctg ctcctcagtt' 1200
ccagocctgac ccccteccat coctttggect ctgaccettt ttocacaggg gacctacece 1260
tattgoggte ctocagotca tctftcacct caccccocte ctectecttg getttaatia 1320
tgoctaatgtt ggaggagaat gaztaaatas agtgaatett tgeacetghtg gtttctetot 1380
ttectcattt aataattatt atctgttgtt ttaccaacta ctcaatttot cttatasggg 1440
actazatatg tagtcatoct aaggcgdata accatttata aaaatcatoc ttcattcectat 1500
tttacecctat catectotge aaqanaqtc; tccctcazac ccacaagect tctgtcctca 1560
cagtcccctg'géccatggta ggagaééctt gocttecttgt tttececteoo tcagcaagce 1620
ctcatagtoc tf:ttaaggg tgacagétct tacagtcata tatcotttga ttcocaattcooe 1680
tg&gaatéaa ccaaageaaa ttectgeoage cegogaggate o 1721

<210> 44

<211> 233

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223>LC

<400> 44

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5 . 10 15

Val His Ser RAsp Ile Gln Met Thr Gln Ser PID.SEI Ser Leu Ser ARla

20 25 30
Ser Val Gly Rsp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile
35 40 45
Tyr ‘5-"‘31 Trp Leu Asn Tr_p' ggr Gln Gln Lys Fro Eééy Lys Ala Pro Lys

37
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Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

Lys 5
145.

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

-

e

Ser

Gln

Pro

Ala
130

Ser
Leu
Val
210

Lys

<210> 45

<211> 2553
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223>HC

<400> 45
ggtaccggge cgacctcacc

Ile Tyr Lys
Gly Ser Gly

Pro Glu Asp
100

Tyr Thxr Fhe
115

Ala Pro Ser
Gly Thr Ala

Ala Lys Val
165

Gln Glu Ser
180

Ser Ser Thr
185

Tyr Ala Cys

S2r Phe Asn

ctacaggtaa ggagclbcaca

gacatccact ttgectttet

ggggctyagg tgaagaagoco

accttcacoca geotactatat

Ala

70

Ser

Fhe

Gly

Val

Ser

150

Gln

?al_

Leu

atgggatgga gectgtatcat
gtagcaggctltgaggtctqg
ctceacaggt gtgeoattcee
tgoggoctea gtgaaggtot

acactgggtg cgacaggceco

Ser

Gly

Ala

Trp

Thr

Thr

Val

‘215
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Asn
Thr
Thr
Gly
120
Ile
Val
Lys
GlLu
Leu
200

Thr

Glu

Leun

Aszp

Thr

Fhe

Cys

Val

E1ln

185 -

His

Cys

His

Phe
o0

Tyr

Lvs

Fro

Leu

Asp

170

Lys

Gln

38

Thr

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glua

ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Val

3
=3
[}

Gln

Ile
125

Azp

Bsn

Leu

Tyr
205

Ser

Frao

Ile

Gly

110

Lys

Glu

Phe

Ser
120

Glu

Ser

Ser

Ser
a5

Gln

e
H
(&}

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Arg
a0

Ser
Thr
Thr
Leu
Pro
160

Gly

Ty

Val

cctettettg gtagecaacag
acaktatatat gggtgacaatl
aggtgcaget ggtgcagﬁct
cctgeaagge ttctggatac

ctggacaagg gettgagtagg

60
120
180
240

300



attggatgta
gccaccctga
tctgacgacs
gatgtctygg
ctttotgggg
caggtggocge
ctegoggaca
goggtecacat
gg;acactcc
ctacttecee
cacctteooeg
goccctocage
caccaaggtyg
azgocagget
goaaggcadgg
gggagagagt
cccaggcqct
ggaggaccet
cggacacctt
atcttgtgac
cteocagetea
cgggtgctga
‘cagtottoot
toacatgegt
tggacggégt
,cgtéccggqt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
totgooetga
caggtéﬁaaa
tgéctggtca

ccggagaaca

tttatcctgg
cogtagacac
cggocgtgta
gccaagggac.
caggecagyge
cagécaggtg
gttaagaacc
ggcaccacc£
tccaagagea
gaacﬁggtga
ctgtcctac
agcttgggca
gacaagaaag
cagegotect
cczégtctgc
cttectggett
gcacacaaag
gcucctg?cc
cteteoctece
aazactcaca
aggcgggaca
cacgtocace

cttooococa

ggtggtggac

ggaggtgcat
ggtcagogte
ggtctcecaac
ggc;égtggg
gagtgacecgce
ccctgoceoce
aaggotteta

actacaagac

ES 2437571 T3

aaatgtcaat
gtccatcage
tttctgtaca
cacggtcace
ctgaccttgg
cacacccaat
caggggecte
ctettgeoage
cctotggggg
cgétgtcgfg
agtcocotoagg
cccagaﬁcta
ttggtgagag
goctggacge
ctctteacee
tttﬁcéaggc
gggcaggtge
taagcecace
agattccagt
catgcécacc
ggtgcoctag
tecatetett
aaac&caagg
gigagccacyg
aﬁtqccgaga
cfcaccgtcc
aaagccctﬁc
gtgcgagggc
tgfaccaacc
atccoggoat
tcoceoagogac

cacgectece

actaactats
acagoctacs
agatcacact
gtcteocteag
ctttggggea
gcccatgage
tgogoocotag
ctcocaccaag
cacagoggcc
gaactcaggce
actctacteeo
catctgcaac
gocagoacag

atceccggota

ggaggoctet’

tctgggcagy
tgggctcaga
coaaaggoca
aactcccaat

gtgcccaggt

agtagoctgs,

cotcageoaca
acaccctcat
aagaccchga
caaagccgog
tgcaccagga
cagoccocecat
cacatggaca
totgtoceta
gégctgacca
atcgeegtogg

gtggtggact

atgagaagtt
tggagctgag
acggcctoga
gtgagtogta
gggagggggc
ccagacactg
gceccagetet
ggcccatogg
ctgggectgee
gcectgacea
ctcagcageg
gtgaatcaca
ggagggagag
tgcagccecea
gﬁccgcczca
cacaggctag
cctgccaaga
aactctecac
ctictototg
aagccagecce
etccagggac
tgaacteoctg
gatctecegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggotgaat
cgagaaaacc
gaggceggcet
cagggcageo
agaaccaggt
agtgggagag

cocgacggete

caaggacagyg
caggotgaga
ctggaa:ttc
cgctagecaag
taaggtgagg
gacgctgaac
gtceocacacs

tetteoocect

tggtcaagga .

gcggcgtgea
tggtgaccgt
agc&cagcaa
tgtcoctgctag
gtccagggea
cteatgetca
gtgeococtaa
gﬁca:atccg
toccetcaget
cagagccﬁaa
aggcctegeco
aggccoocage

gggggaccgt

acccctgégg )

aactggtacg -

tacaacageca
ggcaaggagt
atctccaaag
cggoccacos

ccgagaacca

cagectgace

caatgggeag

cttetteocte

360
420

480

600
€60
720

780

. 840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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tacagcaagce

gtgatgcatg

aaatgagtige

cttggcacgt

cgctgoectyg

ggcctgagtyg

<210> 46

<211>

<212> PRT

469

tcaccgtgga

aggctctogca

gacggcogge

accccoctgta

ggococectgeg

geatgaggga

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400>
Met

1

Val

Pro

Thr

Glua

65

Thr

Tyr

Trp

FPro

143

Thr

HC

46
Gly

His
Gly
Sex
50

Trp
Lys
Ela
Fhe
Gly
130

Ser

ﬁla

Trp
Ser
Ala
35

Tyr

Fhe
Tyr
Cys
115
Gln

Val-

Ala

Ser Cys
Gln Val
20

Ser Val
Tyr Ile
Gly Cys
Lys Asp

BS

Met Glu
100

Thr Arg
Gly Thr

Phe Pro

Leu Gly

Ile

Glin

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Thr

Leu
150

Cys

caagagcagg
caaccactac
aagcooooge
catactteoceo
agactgtgat

ggcagagegg

Ile
Leu
Wal
Trﬁ
55

Tyr
Ela

Ser

His

Leu

ES 2437571 T3

Leu
Val
Sar
40

Val
Pro
Thr
Brg
Tyr
120
Thr

Pro

Val

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Gly

‘Leu

Leﬁ
105

Val

Ser

Lys

gte

=

=211
10

Lys
Gln
Bsn
Thr
=]

Arg
Leu

Ser

Ser

40

tggcagcagg
acgcagaaga
tocceggget
gggcgcccag

ggttetttee

Val
Gly
Ala
Ala
Val
75

Val
Ser
Asp
Sef
Lys

155

Ty

Ala

Ela

Ser

Fro

60

Asn

AspD

AsDp

Trp

Ala
140

Ser

Phe

Thr

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Lsn

125

Ser

Thr

Pro

Ala

Tyr
zln
Asn
Ser
Thr
110
Phe
Thr
Ser

Glu

ggaacgtett checatgoctoo
geototooct gtctcﬁqggt
ctegeggtog cacgaggatg
catggaaata aagcacccag

acgggtoagg cocgagtctga

Thr Gly

4

Lys Lvs

Thr Phe

Gly Leu

g0

Ile Ser
a5

Ala Val

Bsp Val

Lys Gly

Gly Gly

160

Pro vVal

2280
2340
2400

2460

2520

2553



Thr
Bro
Thr
Asn
225
Ser

Leu

‘Leu

RBsn
' FILT:-
Gln
Val
385

Val

Fro

Val

Ala

Val

210

His

Cys

Gly

Met

His

250

Val

Gly

Ile

Val

370

Ser

Glu

Ser

Val

195

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

275

His

Arg

Lys

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

Val

Trp
180

‘Ser

Pro
i.ys
Proc
260
Eer
Asp
hen
Val
Glu
340
Lys
Thr

Thr

Glu

las

Asn

E1ln

Ser

Ser

Thr

245

Arg

Fro

Lla

Val

325

Tyr

Thr

Leu

Cys.

Ser

405

Leu

Asp

Ser

Ser

Asn

230

His

Val

Thr

Lys
310

Ser

Lys

Pro

Leu
380

Asn

Ser

Gly
Ser
Leu
215
Thr
Thr
Fhe
Pro
Val
295
Thr
Val
Cys
Ser
Fro

375

Val

Asp

ES 2437571 T3

Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
L-eu
Glu
280

Lys

Leu

Lys

Lys,

360

Ser
Lys
Gln

Gly

Leu

170

Thr

185 -

Leu

Thr

Pro
Fhe
265
Val
Phe
Fro
Thr

Val

Tyr

z1ln

- Asp

Fro
250
Ero
Thr
A=n
Arg
Val
330

Ser

345 .

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Fhe

Glua |
410

FPhe
41

Ser
Ser
Thr
Lys
235
Cys
Pro

Cys

Trp

Asn
Gly
Glu
Tyr

395

Phe

Gly
Le=u
Tyr
220
Lys
Fro

Lys

Val

Lys
Gln

Leu
3BO0

FPro 5

B=n

Leu

val
Ser
205
Ile
Val
hla
Pro
Val
285

Val

Gln

Ela

Pro |

365

Thr

Tyr

Tyr

His
130
Ser
Cys
Glua
Fro
Lys
270
Val
AsD
Tyr

Asp

Leu
330

Lys

Ser

175

Thr

Val

Rsn

Fro

Glu

255

Rsep

-Asp

Gly

Asn

TIp
335

Pro

g Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Phe

Val

Val

Lys

240

Leu

Thr

‘{a 1

Val

Sar

320

Leu

Fro

Gln

[=3

400

Thr

Leu
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425

430

Thr Val RAsp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
: 445

435

440

Val Met His Glu Rla Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

450

455

Leu Ser Pro Gly Lys

465

<210> 47
<211> 1721
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>LC

<400> 47
ggtaccggge

ctacaggtaa

gacatccact,

ccatcctece
aacatttatg
atctataagg
jgga:agatt
tgtcaacagg
cgtéagtcgt
gtggecatte

ctecagaatgg

gaagctagga

taattatbtq
gcsaacaacsa
coctcaggaac
aatctggaac
tacagtggga
aggacagcaa
acgagaaaca

cazagagckt

cgacoicace
ggggcteaca
ttgectttet
tatetgeate
tttégttaaa
cttcecaacet
tcactctcac
gtcazactta
acgctagcaa
tttgeotaaa
Ctg:aaagag
agaaactcaa
ggataagecat
cac#ﬁaaggg
tatggetgca
tg;c;ctqtt
ggtggataac
géacagcacc
Caaagtctac

caacagggga

atgggatgga
gtagcaggct
ctoccacaggt
tg{aggagac
ctggtateag
gcacacaégg
catcageoagt
tccgtacacg
gettgatata
gcattgégtt
cteccaacaas
aacatcaaga
gcbtgttttet
cagaacttfg
ccatctgtet
gtgtgecctge
goccctecaat
técagcctca
qéctgcj&ag

gagtgttaga

gotgtateat
tgaqgtc?gq
gtagcattecg
agagtcacca
cagaaaccag
gtcccaﬁcaa
ctgcaacctyg
ttogocggag
gaattctaaa
tactgcaagg
acaatttaga
ttttazatac
gtctgtocet.
ttacttaszac
tecatcttooe
tgaataactt
cggg£aactc
gcagcaécct
tcaccecatea

gggagaagtg

42

460

cctottettyg
acatatatat
acatccagat
tcacttgccg
ggaaagccce
gqttc%gtgg
aagatttice
ggaccsaggt
ctetgagggy
tcagaaaage
actttattza
gettettggt
aacatgccct
acaataﬁtgt
gocatotgat
ctateccaga
ccaggagagt
gacgetgage
gggcctgage

ceoccacctg

gtagcaacag

gggtgacaat

gacccagtct
tgoecagteaa
taagctectg

cagtggatct

zgacttactac’

ggagatcaaa
gteggatgac
atgcaaagoc
ggaatagggag
Ftccttjcta
gtéattatcc
ttgottettt

gagcagttga

gaggccaaag

gtcacagago
azagcagact
togooegtca

ctecteoagtt

G0
120
_lSG.
240
300
360
420
480
540
600
860

720

T80

8B40
900
960
1020
1080
1140

1200
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ccagoctgac cococtoocecat cocttiggect
tattgeggte cteocagetea tetttcacct
tgctaatgtt ggaggagaat gaataastaa
tteocteattt aataattatt atctottgtt
actaaatatg tagtcoatect aaggcocgcata
tttaccctat catcctetge aagacagtec
cagtcceocty ggeocatggta ggagagactt
ctﬁatagtcc tttttaaggg tgacaggtct
tgagaatcaa ccaaagcaaa ttcocctgcoage
<210> 48

<211> 233

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> LC

<400> 48

Met Gly Tip Ser Cys Ile Ile Leu
1 5

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr

20
Ser Val Gly Asp de Val Thr Ile
35 40
Tyr Val Trp Leu Asn Trp Tyr Gln
50 : 55

Leu Leu Ile Tyr Lys Ala Ser Asn
65 10

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

85
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
100 - '
Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly
115 120
val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
130 "135

ctgacoccottt
cacccoocte
agtgaatctt
ttaccaacta
accatttata
tccctéaaac
gotteocttgt
tacagtcata

cogggggateo

Phe Leu

Gln
25

Ser

Thr Cys

in

Leu His

75

Lzsp Fhe

=l

Tyr Tyr

105

Thr Lys

Fhe PFro

43

Val

Fro

His

Pro

Thr

Thr

Cys

val Glu

Pro

tteocacagag
ctectecttyg
tgcacctgtg

ctocaztttet

aaaatcatece

ccacaagect

tttcooctoo

tatcctttgaf

[

Ala Thr

Sér Ser

Ala

Leu

gacctacoce
goctttaatta
gtttectetet

cttataaggqg

tteattetat

toctgtectea

tcagcaagce

ttcaattcce

Thr Gly

Ser Ala

30

Rla

Gly
50

Gly Val

Thr

Leu

Gln Gln

Gln

Ala

Fro

Gly

Asn Ile

Pro Lys

Ser Arg

g0

Ser S
85

Gln Thr

110

Ile
125

Ser
140

Bsp

Lys

GElu

Arg Thr

Gln Leu

1620
1e80

1721



Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

Ser

Glu

Leu

Val

Gly

Ala

Ser

Tvyr

210 -

Ear

Thr

Lys

Glua

180

Ser

als

Ala
Val
165
Ser
Thx

Cys

Asn

Ser

150

Gln

Val

Lep

zlu

Arg
230

Val

Thr

Thx

Val

215

Gly

ES 2437571 T3

Val

Lys

Glu

Leu.

200

Thr

Glu

Gln

185

Ser

His

Cys

Lys

Eln

44

Leu Asn
155

Asn Rla
Ser Lys

&la Asp

Gly Leu
220

BEsn Phs

Leu Gln

o

Asp Ser
180

Tyr Glu
205

Ser Ser F

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro
160

Gly

Tyr

Hisg

Val
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico, que codifica una molécula de unién, que se une especificamente a una molécula CD28 humana,
que comprende

a) una secuencia de acido nucleico que codifica una region Vy y una secuencia de acido nucleico que
codifica una regién V., que comprenden unas CDRs en un armazén de inmunoglobulina humana,
realizandose que
i) la secuencia de acido nucleico de la regidon Vi comprende la SEQ ID No.: 33 y/o codifica un
(poli)péptido, que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 34; y
ii) la secuencia de acido nucleico de la regién V. comprende la SEQ ID No.: 35 y/o codifica un
(poli)péptido, que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 36

y

b) una secuencia de acido nucleico que codifica la region constante de un anticuerpo IgG1 o IgG4 humano.

2. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de acido nucleico, realizandose
que la secuencia de acido nucleico

i) es la SEQ ID No.: 13, 29, 41 0 45; y/o
i) codifica un (poli)péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 14, 30, 42 o0 46.

3. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende una secuencia de acido
nucleico, realizandose que la secuencia de acido nucleico

i) esla SEQ ID No.: 15 0 43; y/o
i) codifica un (poli)péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No.: 16 o 44.

4. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 3, que comprende ademas de ello una
secuencia de acido nucleico que codifica un elemento marcador o una marca (Tag).

5. Vector, que comprende el acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 4, o un anfitrién no
humano, transformado o transfectado con un tal vector.

6. Procedimiento para la produccion de una molécula de unién, que es codificada por un acido nucleico de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 hasta 4, que comprende la cultivacién del anfitrion no humano de acuerdo con la
reivindicacion 5 en unas condiciones adecuadas, y el aislamiento de la molécula de unién a partir del cultivo.

7. Molécula de unién, codificada por un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 4; o
producida con el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6.

8. Anticuerpo o fragmento o derivado de un anticuerpo, que comprende por lo menos una molécula de union de
acuerdo con la reivindicacion 7, siendo el anticuerpo de manera preferida un anticuerpo monoclonal.

9. Composicion, que comprende el acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 4, el vector de
acuerdo con la reivindicacion 5, el anfitrion de acuerdo con la reivindicacion 5, la molécula de unién de acuerdo con
la reivindicacion 7, y/o el anticuerpo o fragmento o derivado de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 8.

10. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 9,

que es una composicion farmacéutica y eventualmente, ademas de ello, contiene un vehiculo farmacéuticamente
compatible, un excipiente farmacéuticamente compatible o un diluyente farmacéuticamente compatible, o

que es una composicion de diagnéstico, o

que es un estuche, que comprende el acido nucleico, el vector, el anfitrién, la molécula de unién, y/o el anticuerpo o
un fragmento o derivado de un anticuerpo, en uno o varios recipientes.

11. Acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 4, vector de acuerdo con la reivindicacion 5,
anfitrién de acuerdo con la reivindicacion 5, molécula de unién de acuerdo con la reivindicacion 7, y/o anticuerpo o
fragmento o derivado de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 8 para la utilizacion como un medicamento.

12. Utilizacién del acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 4, del vector de acuerdo con la
reivindicacion 5, del anfitrion de acuerdo con la reivindicacion 5, de la molécula de union de acuerdo con la
reivindicacion 7, y/o del anticuerpo o fragmento o derivado de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 8 para
la produccion de una composicion de diagndstico para el andlisis in-vitro de la capacidad de respuesta de un
paciente a una terapia con una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 10.

45
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Secuencia de ADN de la HC de TGN1412 inclusive los intrones, las UTRs y un péptido director

1 ggtaccgggoc

6l ctacaggtaa
121 gacatccact
181 goggctgagg
241 accttcacca
301 attggatgta
1l goecaccctoa
421 Cotgacgaca
481 gatgtctggog
541 ctttctoggg
601l aggtoogcgeoo
661 gaccatcgeog
721 caccgoggue
781 cockggogee
d41 aggactactt
901 tgcocacacctt
581 cogtgceocto
1021 gcaacaccaa
1081 ctggaagcoccoa
1141 ggcagcaagg
1201 ctcagggaga
1261 ccctaccoccoccoca
1321 tatccggogag
1381 tecagctcaga
1441 gtocaaatatc
1501 cagctcaagg
1561 gtgctgacge
1621 tecttectgtt
1681 cgtgogtggt
1741 atggcgtgga
1801 accgtogtggk
1861 agtgcoaaggt
1521 aaggtigggac
1881 gceocotgggag
2041 gtgtacacco
2101 ctoggtcaaag
2181 gagaacaact
2221 agcaggctaa
2281 atgcatgaogg
2341 tgagtgccag
2401 ~ggcacgtaco
2461 tgecctgggo
2521 ctaaatoaca

Pos. 21 atg: 1*" codon director

cgacctcace
ggggcbcaca
CLbkgoctttet
Lgaagaagoo
gotactatat
tctatcoctgg
coghtagacac
cggcogtotba
goccaagggac
caggccgggc
agocaggtge
gatagacaag
acatggcacc
ctgckecagy
cocccgaaccd
ccocggotbgtoe
cagcagcttg
gogtggacaag
ggctcagoceo
catgcccocat
gggtctteotg
ggocctgoge
gaccctgcco
caccktteket
ggtocooccat
cgggacaggt
atccacctco
coccccaaaa
gotggacgtg
ggtgcataat
cagogtocoto
ctocaacaaa
ccacggggtyg
tgaccgctgt
tgococecate
gebtetacee
acaagaccac
ccotggacaa
ctctgcacaa
ggococggocaag
cogtocktacat
coectghgaga

FoAacooacaor

Pos.

atgggatgga
ghtagcaggct
chbocacaggt
tggggootca
acactggoty
aaatgtcaat
gbocatcago
tctctgtaca
cacggtcacc
ctgactttag
acacocaatyg
aaccygaguayg
acctotekbtyg
agcacetocy
gtgacggtgt
ctacagtbcct
ggcacgaaga
agagttggbg
tcctooctog
cbgteotocto
gatttttcca
atacaggggc
ctgacctaag
cotoocagat
goccatcatg
gooctagagt
atctctboct
cocaaggaca
agoCcagyaag
goocaagacaa
accgtootge
ggoctoooot
cgagggocac
goocaacctet
cCcaggaggag
cagogacate
gocteoccgtg
gagcaggtgyg
ccactacaca
cooccogobce
astteoocagg
ctgtgatgot
AarmAamrooate

157 tcc: ultimo codon director (director con intron!)

gctgtatocat
tgaggtcotgg
gtgcekbicoe
gtgazggtct
cgacaggooe
actaacktata
acagcchtaca
agatcacact
gtectccteoag
ctgggggcay
cocatgagec
cctetgogoo
cagcticcac
agagcacago
cgtgogaactc
caggact 1
cctacacotg
agaggocage
acgcaccccg
accoggaggc
ccaggctecg
agotgotgog
coCaccocaa
cbgagtaackt
cocdaggtasg
agoctgeatc
cagcacctga
ctctecatgat
acccogaogt
agecogoggga
accaggactyg
ccicocatcga
atggacagayg
gtooctacag
atgaccaaga
googtggagt
ctoggactoccg
caggagggga
cagaagagocc
cogggototo
cagoccageat
tetttocacg
.

Pos. 160 cag: 1* codon de la VHR Pos. 517 tca: ultimo codoén de la VHR

Pos. 2338 aaa : ultimo codon de IgG4 cons.

Pos. 2341 tga: STOP

FIGURA 1
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cctettcteg
acatatatat
aggtgcaget
coctgecaagge
ctggacaagyg
atgagaagtt
tggagoctgag
acggcctocga
gtgagtcgta
ggaggggget
cagacactgyg
chagggoocag
caagggocca
cgecchggge
adgogocckey
ctcocckcage
caacgkagak
acagggaggy
goctgbgcage
ctctgaccac
ggcagocaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaatectte
ccaacccagg
cagggacagg
gttcoctogggg

‘cteccggace

ccagttcaac
ggagcagttec
goctgaacggg
gaasaccate
gtcagctoog
gocagooccg
accaggtcag
gogagagoasa
acggctoctt
atgteottete
totoocctgte
ggggtcgcgc
ggaaataaag
ggtcaggecg

ghagcaacag
gggtgacast
ggtocagtet
ttctggatac
gottogagtogg
caaggacagg
caggotgaga
ctogeacttce
cgcltagcaag
sagotgacge
accctgoatg
ctoctgtooeca
tecgtekteo
tgoctogtea
accagogoog
agcgtggtga
cacaagocca
agggtgtctyg
ccocagoccag
cccactcatg
ggctggatge
cCaagagocca
cbocactcooo
tcketgeocaga
cctegecocte
coocagoocgg
ggaccatcag
coctgaggtea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
toccaaagoca
cccaccectot
agagoccacag
cctgacctos
tgggcageoeg
cttectetas
atgcteoogtg
toetgggtaaa
gaggatgcott
cacoccacoac
agtctgagge
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Fig. 2: Secuencia de aminoacidos de la HC de TGN1412 inclusive un péptido director

I'-IGWSEI ILFLVATATGVHESGVQLVQS G;%EWGEPGAS?KVS CKASGYTFTSYYTHNVROAPGO
CDR-H1

GLEWIGCITE’GLW’I‘NENEEE‘KERAT TWTEIETAYI@LERLREDDTAWFCTQEHYGLDW
CDR-E2 - CDR-H3

NFDWGQGTTWSEASTKGWSWPMSRS TSESTAALGCLVRDLIFP EP?TVEWNSGALT
COR-H3

SOVHT E‘PA‘FLQSSEL‘;’ SLESYY I“JP E.SSLGTK'ITI_' CHVDEEP EWI‘FV DKR\F.E SKYGPPRCESC
?P.PEFLGGFSUFLFPPF.PHIITLMIE‘:RTPE’?TEW\’SQEDPEVQMWG?ETMKF
REEQFEETEWSWMI%QDWMGMCWEMPEEIEFIISKEKEQFEEFQWTLPE
SQEEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
awumﬁs'scsmmLQszLsmK '

Variantes observadas junto al extremo terminal de C en el caso de la expresion en células CHO

(..) SLGK 6 (...) SLG

Péptido director
MGWaCIILFLVATATEVHD

47
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Secuencia de ADN de la LC de TGN1412 inclusive los intrones, las UTRs y un péptido director

1

51
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
lZel
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

Pos. 21 atg: 1*" codon director

cotaccgggge
ctacagataa
gacatocact
ccatoctoce
aacatttatg
atctataagg
gogacagatt
tgtcaacagg
cgtgagtogh
gtggocatto
ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
goaaacaaca
detcaggaad
aatctogaac
tacagtggaa
aggacagoaa
acga Jaaacsy
caamgagctt
ccagcecbgac
tattgocggtc
tgctaatgtt
tteocteattt
actzaatatg
tttacecktat
cagteccoctyg
choatagteo
tgagaatcaa

cgacctcace
gggactcaca
tbocctttot
tgtotgeatc
tbktgogttaaa
cttccaacet
tcactoctocac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgoctaasa
ctgcaaagag
ajaaactcas
ggataagcat
cacccaaggy
tgtgoctgca
tdcetctgtt
ggtggataac
ggacagcaco
caaagtctac
Ceacagggga
ccoctoceceat
ctoccagetea
ggaggagasat
sataattatt
tagtcatcct
catcctekge
gogccatggta
tctttaaggg
ccaaagcaaa

atgggatgga
gtagcaggct
ctocacaggt
tgtaggagac
ctogtatcag
goacacaggg
catcagcagt
Loccgtacacg
gckbtgatatc
goattgagkbt
ctccaacaaa
aacabcaaga

gotghttbct

cagaackbby
cocatctgbst
gtgtgocetge
goccchoccaat
tacagootca
gocctgogaag
gagtgttaga
cctttbggoct
tctttcacct
gaakbaaataa
atctgttatt
aaggcocata
zagacagtes
ggagagactt
tgacaggtct
ttcoctgocage

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtgoaticcg
agagtcacca
cagaaaccag
gtococcatcaa
ctocaacctg
ttcggeoggag
gaattctaaa
tactgocaagy
acastttaga
ttttaaatac
gbctgtoect
thkacttaaac
tecatctteco
tgaataactt
cgggtaactc
geagecacech
tcaceocatca
Fooagaagtg
ctgacoottt
caccecceteo
agbtgaatectt
ttaccaacta
accatttata
Lcectbcaaac
goetteockttgt
tacagtcata
cogoggoato

Pos. 160 gac: 1.Coddn de la VLR Pos. 478 aaa: ultimo codén de la VLR

Pos. 1164 tgt : ultimo coddn de kappa const.

Pos. 2341 tag: STOP

FIGURA 3
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ccbtockbtothg
acatatatat
acatccagat
tcacttgeoea
ggaaagcocc
gotbeagbag
aagattkttgo
ggaccaangt
ctotgagggg
tcagaaaagce
actttattaa
gocbtocbtggt
aacatgocct
accabtockgt
gocatctgatc
ctateccaga
ccaggagagt
gacgctgagc
gggootgage
cocccacctg
tCccacagggy
ctoctocotig
tgcacctgtg
chbocaatbtet
apaatcatco
ccacaagcct
ttteooectoo
tatceotttga
c

Pos. 157 tcc: ultimo codén director (director con intrén!)

gtagcaacag
gogtgacaat
gacccagtet
btgoccagtcaa
Laagctoctyg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcasaa
gtcggatgac
atgcaaagcocc
ggaatagogg
ctceottgocta

gtgattatecc

tbgettetkt
gagcagtbtga
Jaggccaaag
gtcacagagce
aaagcagact
tcgococegteoa
ctoctocagtt
gacctacccc
gebtbaatta
gtttetockot
cttataaggg
ttcattctat
tctgtcoctea
teagoaageo
ttcaatteoeoe
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Secuencia de aminoacidos de la LC de TGN1412 inclusive los péptidos directores
MEGWSCIILFLVATATGVISDIOMTQSES SLEASVGDREVTITCHASONIYVWLNWYQOEPGKA

PRLLIYEASNLHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCOQGOTYPYTFGGGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYERHREVYACEVTHOGLSSEVTESFNRGEC

Péptido director
MGWSCIILFLVATATGVHS

FIGURA 4
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Secuencia de ADN de la HC de TGN1112 inclusive los intrones, las UTRs y un péptido director

1

61
121
181
241
30l
38l
421
481
541
601
661
721
781
B4l
g0l
961
lop21
1lo81
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1e2l
1881
1741
1801
186l
1521
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

Pos. 21 atg: 1*" codon director

gotaccgggo
ctacaggtaa
gacatccact
goggctoagg
acctktcacca
attggatgta
gocacoctga
tectgacgaca
gatgtctogyg
ctttchtggog
caggtggcgo
ctocgoggaca
goggtcacat
ggoaccotos
ctacttocoe
caccttooeg
gooctocago
caccaaggtg
Bagccaggct
gcaaggcagy
gggagagggt
coccaggooct
ggaggaccct
cggacacchh
atcttgtgac
ctccagctca
cggogtgetga
cagtectteoct
tcacatgogt
tggacggogt
cgtacocggot
aczagtocaa
coaaaggtogy
toctgeocobga
caggtgt&éa
Egeoctggtca
cocggagasca
tatagcgagc
gtgatgoatg
aaatgagtoc
cttggoacat |
cgctgcoctyg
ggcctgagty

Ccgacctoacco
goggotocaca
ttgocctttct
tgaﬁgaagcc
goctactatat
tttatcoctgg
cogtagacac
cggccgtgta
goocaaggyac
CcCRggccaggc
cagoccagghg
gttaagaacc
ggcaccacct
toccaagagoa
gaaccggtga
gobgtoctac
agocttaggcs
gacaagaaadg
cagcgotoct

cccegtetge:

cttctggett
gracacaaag
gooccocctgaco
cbtctocctoce
azaactcaca
Bggocgggaca
cacgtoccaco

ctbhcoococea

ggtggtggac
ggaggtgcat
gogtcagegte
gotctoccaac
gacococgtgog
gagtgacocge
coctgccoog
aaggcttcta
actacaagac
tcacogtgga
aggctctgea
gacggcooggc
accoocobgta
ggcccokboeg
gtatgagoga

atgggatgga
gtagecaggct
ctocacaggt
tggggccbca
acactagogtyg
aaatgtcaat
gtoccatcage
tttoctgtaca
cacggtcacc
ctgaccttgg
cacacccaat
caggggcckte
chottgoage
cotetggogg
cggbtgtogtyg
agtcctcagyg
cocagaccta
ttoggtgagag
gococtggacgo
ctcttzaccce
ttteceocagge
goggcaggLgc
Laagococacco
agattoccagt
catgoocace
ggtgtcctag
Lecabectett
aaacodaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
atoaccgtes
asagccckec
gtgcgagggo
tgtaccaacc
atcocooggat
tococcagogac
cacgcctooe
caagagcagg
caaccactac
aagoococccgc
catacttece
agactgtgat
ggcagagcgg

goctgtatcoat
tgaggtetgg
gbtgcattcce
gtgaagghbct
cgacaggooo
actaactata
acagcctaca
agatcacact
gtcloocteocag
cttbggggca
gococoatgago
tgegooctagy
ctoccaccaag
cacagoggoo

gaactcaggo:

actctactcc
catctgeaac
gocageacad
atccocogeta
ggaggcctek
tctoggecagg
tgggctcaga
ccasaggoca
aactccoccaat
gtgcoccaggt
agtagcoctgo
cctcagoacc

acacccteoat-

aagaccctga
caaagccgog
tgcaccagga
cagcocooakt
cacatggacsa
tetgteecta
gagctgacca
atcgecocgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
tccccggogct
gggcgoccag
gogttocttitcoe
gtc

Pos. 160 gac: 1.Coddn de la VHR Pos. 517 tca: ultimo codoén de la VHR

Pos. 2341 aaa : ultimo codon de IgG1 cons.

Pos. 2341 tga: STOP

FIGURA 5
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cctottottbg
acatatatat
aggtgcaget
cctgcaaggco
ctggacaagg
atgagaagtt
togagctoag
acggcctoga
gtgagtcgta
gagagogggc
ccagacactyg
goccagetet
agoccatogg
ctoggctgoc
gococtgacea
ctecagoagog
gthgaatcaca
ggagggaggy
tgcageccca
gocogoccca
cacaggctag
cctgccaaga
aactctocac
cttetetetyg
aagocagocoe
atccagggac
tgaactcoccty
gatctooogg
gotcaagttco
ggaggagcad
chtggoctgaat
cgagaasaco
gaggcoggek
cagogoages
agaaccaggt
agtgggagag
cogacggotno
ggaacgtcktt
goctotoeect

tocgogoteg
catggazata
acgggtcagg

Pos. 157 tcc: ultimo codén director (director con intrén!)

gtagcaacag
gogtgacaat
ggtgocagtct
ttctgoatac
goctigagtog
caadggacacyg
caeggctgaga
ctyggasctte
cgcktagcaag
Caagotgagg
gacgctgaac
gtcoccacace
tctbcocoocet
‘tggtcaagga
gegdogtgea
tggtgaccogt
agoocagocaa
tgtctgrtag
gtoccagogea
ctcatgotcoca
gtgccocotaa
gccatatocog
tococctocaget
cagagcocaa
aggcgtcgce
aggcoocagc
gogggaccgt
accoctgagg
aactggtacyg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctocaaag
cggcccaccoe
c cgagaacca
cagcctgaco
casgtgggcag
cttctteocte
ctcatgocteoc
gbotcocogggt
cacgaggatg
aagcacccag
cogaghkotga
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Fig. 6: Secuencia de aminoacidos de la HC de TGN1112 inclusive un péptido director
MEWSCIILE L@TATG?EEQ_VQL’VQ ARV PORASVEVSCKASGYTr TEYY THWVROAPED
CDR-EL

GLEWIGC I YPGNVNTNYNEEFKDRATLTVDTS I STAYMELSRLRSDDTAVYFCTRSEY GLDW
CDR-H2 _ . CDR-3H

NFDVHGQGTTVTVSSASTRGPSVFPLAP SSKS TSCGTAALGCL VKDY FPEPVIVEHNSEALT
SG?HTFpavLQESGL?SLssvvaPsssyéTQTYIcmvaEPsmjvaKKﬁEPﬁschmHTc
PPCEAPELLGEPSVFLEPDERPEDTLMT E';RTP'EWT CVVVDVEHED PEVEFNWY VDEVEVIEIAK
TKPEEEQYESTYEH?EvLTvLHQDWLNGKEYKtRMSHKALEAPIEKT;sgaﬁea?ﬁEEQvYT
LP ?ERDEI_JTKNQ?E LTCLVKEFYPSD I AVEWESNCGQPENNY KT TPPVLDSDEEFFLYSKLTV

DESRWOQGNVEFSCEVMHEATNNHY TQFESLELEPGK

Péptido director
MGWSCIILFLVATATGVES |
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Secuencia de ADN de la LC de TGN1112 inclusive los intrones, las UTRs y un péptido director

1

61
121
1B1
241
ol
isl
421
481
541
a0l
fB1
721
781
841
01
861
1021
ipal
1141
1201
1251
1321
1381
1441
1501

1561

1621
1681

Pos. 21 atg: 1*" codon director

ggtaccggge
ctacaggtaa
cacatccact
ccabcctoce
aacatttatg
ztctataagg

‘gggacagatt

tgtcaacagg
cgbgagtegt
gtggceoatto
cteagaatgg
gaagctagoa
taattatctg
grasscaaca
coctcaggaac
aatctggaac
Ltacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctk
ccageooctgac
tattgoggta
tgctaatgtt
ttoccteattt
actaaatatg
tttaccotat
cagtoccotyg
ctcatagtcoe

tgagaatcaa

cgacctcacc

ggggctcaca

ttgoottect
tgbctgeoato
tttoggttaaa
ctbtccaacct
tcactcoctocac
gtecaaactta
acgctagcaa
tttgoctaaa
ctgcaaagag
agasackcaa
gogataagcakt
CAaCCcCcAaagog
tgtggctoca
tgoototgtt
ggtggateac
ggacagoace
caaagtctac
caacagggga
cooctoccat
ctocagctca
ggaggagaat
aataattatc
tagteatoct
catoctotgeo
ggccatogta
tttttaaggg
CCEaagcaas

atgggatgga
gtagcaggct
ctocacaggt
totagoagac
ctgotatocag
goacacaggqg
catcagoagt
tcegtacacg
gokbbgatate
gocattgagtt
cbccaacaaa
aacatcaaga
gctgtttect
cagaactttg
ccatctgtot
gtotgoctac
goccococtocaat
Lacagocctca
coctgogaag
gagtgttaga
cctttggect
tcttteacct
gaataastaa
atotgttget
aaggcgcata
aagacagtcoc
ggagagacktt
tgacaggtct
ctoccbgocage

gotgtateat
tgaggtctgg
gtgcatkoog
agagtcacca
cagaaaccag
gtcccatcas
ctgcaacoto
Etcggocggag
gaattctaaa
Ccactgoaaggy
acaatttaga
Etttaaatac
gtctgtooclh
ttacttaaac
tcatctteooo
tgezataactt
cgggbaactc
gecagcaccct
tcacccatca
gggagaaghy
ctgaccottLt
caccooecte
actgaatett

ttaccaacta

accatkttata
tccctcaaac
gcttectigh
tacagktcata
cogogggate

Pos. 160 gac: 1* coddn de la VLR Pos. 478 aaa: dltimo coddn de la VLR

Pos. 1164 tgt : ultimo coddn de kappa cons.

Pos. 2341 tga: STOP

FIGURA 7
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cotoctibcttg
acatatatat
acetccagat
tcacttgoca
ggaaagcoec
ggttcagtgy
aagattttge
goaccaaggt
ctetgagggy
tcagaaaagec
actttattaa
gettottggk
aacatgcoek
accatbtcobgt
goocatotgat
ctatocccaga
ccagygagagt
gacgctgago
gggcctgago
coeoocaccktyg
ttccacagag
ctoctocttg
toacacctgbg
ctoaatticot
saaatecatece
coacaagoct
tttococteoo
tatoctttga
c

Pos. 157 tcc: ultimo codén director (director con intrén!)

gtagcaacag
gagkgacaat
gacccagtct
tgoccagtocas
taagectocty
cagtggatct
aacttactac
aggagatcaaa
gteggatgac
atgcasager
ggaztaggay
ctoctEgeota
gbgattatco
ttgcetotte
gagcagttga
gaggocsaay
gtcacagago
asagoagack
Locgooogtoa
ctectoagin
gacctaccoo
gottbtaatta
gtttocketet
cttabtaaggg
tteatbctatk
tctgbhcctoa
tCcagcaagcno
ttcaatteoce
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Secuencia de aminoacidos de la LC de TGN1112 inclusive los péptidos directores

MGWSCITLFLVATATGVHSDIOMTQSPSSLEASVGDRVTITCHASQNIYVWLNWY QUK PGKA
PELLIYVEASNLHTGVESRFEGEGEGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQGOTYPYTFGGGETEVE
IKRTVAAPSVF IFPPSDEQLESGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSFADYERKHEVYACEVTHQGLSSPVIRSFNRGEC

5 Péptido director
MEWSCIILFLVATATGVHS

FIGURA 8
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Resultados
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Células Jurkat

PBMC

negativas para CD28  positivas para CD28  Ppositivas para CD28 positivas para CD4

5.11a1

TGN1412

TGN1412

*# Intensidad de la fluorescencia

FIGURA 9
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FIGURA 11
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D Testigo iso.
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Figura 13
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35

VRLC de TGN1113/TGN1412

Definicion de CDR seguin
CDR-L1
CDR-L2

CDR-L3

Para la VRLC se han definido de igual manera las CDRs segtin los dos sistemas

VRHC de TGN1113/TGN1412

Definicion de CDR seguin
CDR-H1
CDR-H2

CDR-H3

ES 2437571 T3

Combinacion de ABM y Kabat
HASQNTYVWLN
KASNLHT

QQGQTYPYT

Combinacion de ABM y Kabat
GYTFTHYYIN
CTYPGNVNTNYNEKFKD

SHYGLDWNFDV

FIGURA 17
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Kabat
HASQNTYVWLN
KASNLHT

QQGQTYPYT

Kabat
HYYIN
CTYPGNVNTNYNEKFKD

SHYGLDWNFDV
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