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DESCRIPCION
Molécula biespecifica que se une a TLR9 y CD32 y que comprende un epitopo de célula T

La presente invencion se refiere a moléculas con especificidad de unidn tanto a Receptor 9 semejante a Toll (TLR9)
como a CD32 que contienen uno o mas epitopos de antigeno de célula T.

La invencion se refiere ademas a la produccion de estas moléculas y a su uso para la preparacién de medicamentos
para el tratamiento de las alergias.

Introduccion:

Se considera que la alergia es una reaccién hipersensible a proteinas en el medioambiente (aire/agua/alimentos). Los
alergenos son antigenos frente a los que responden los pacientes atdpicos con respuestas de anticuerpo IgE que
posteriormente dan lugar a reacciones alérgicas. Los antigenos en los complejos o proteinas de fusion pueden ser
alergenos medioambientales (por ejemplo, acaro del polvo doméstico, polen de abedul, polen de hierba, antigenos de
gato, antigenos de cucaracha) o alergenos alimentarios (por ejemplo, leche de vaca, cacahuete, gamba, soja) o una
combinacién de ambos. Las moléculas IgE son importantes debido a su papel en la activacion de las células efectoras
(mastocito, baséfilos y eosindfilos). Mas recientemente, se ha admitido que IgE también juega un papel importante en la
fase de induccion de las enfermedades alérgicas, mediante la regulacion al alza del potencial de captura de antigeno de
las células B vy las células dendriticas (DC), ambos a través de receptores de baja afinidad (CD23) y de alta afinidad
(FceRlI) [1]. Las funciones negativas de los anticuerpos IgE pueden contrarrestarse mediante anticuerpos IgG especificos
de alergeno, por ejemplo, porque dirigen la respuesta inmune fuera de las células B a monocitos y DC [2]. Ademas,
compiten con las moléculas IgE para los sitios de unidn del alergeno. Por lo tanto, las alergias pueden tratarse, curarse y
prevenirse mediante la induccién de moléculas IgG especificas de alergeno.

Las moléculas IgG tienen una vida media en suero de aproximadamente 3 semanas comparado con los 3 dias
aproximados para las moléculas IgE. Las moléculas IgE se inducen por la interaccion entre células B (sin activar) y
células Th2 que proporcionan la expresién de IL-4 e IL-13 junto con CD40L necesaria para inducir una cambio de clase
a IgE en las células B de memoria y células plasmaticas [3]. Por el contrario, las células Th1, que producen IFN-y e IL-2,
inducen un cambio de clase hacia IgG. Por lo tanto, la induccién de las respuestas de células T auxiliares Th1, en lugar
de Th2 frente a alergenos, es beneficiosa para la prevencion, tratamiento y cura de las enfermedades alérgicas.

Hasta la fecha, se usan varias formas de vacunacion activa usando alergenos. La mas comun es la denominada
"inmunoterapia", que depende de inmunizaciones frecuentes con concentraciones relativamente altas de alergenos. Esta
técnica sélo es moderadamente eficaz en una minoria de enfermedades alérgicas tales como alergia al veneno de las
abejas y en algunos casos de rinitis y conjuntivitis, y recientemente algunas publicaciones han mostrado eficacia en
asma y dermatitis atépica. Mas recientemente, se ha propuesto la inmunoterapia rapida ("rush"), en la que cantidades
crecientes de alergeno se inyectan en un marco de tiempo bastante corto, con resultados ligeramente mejores [4; 5].
Habitualmente, se usa la ruta subcutdnea para la administracion de alergenos, pero recientemente esta ruta se ha
comparado con la aplicacién oral o incluso la aplicacion local, los resultados son generalmente positivos pero no siempre
consistentes. Una técnica diferente para inmunoterapia es la descrita por Saint-Remy (EP 0 178 085 y 0 287 361), que
usa anticuerpos IgG autélogos que forman complejos in vitro con los alergenos relevantes. Esta técnica permite aplicar
cantidades mucho menores de alergeno con menos efectos secundarios.

El mecanismo que esta detras de estas terapias no esta claro. En la terapia clasica parece haber un efecto beneficioso si
la terapia induce un incremento en anticuerpos IgG especificos, aunque no todos los incrementos significativos de 19G
especificas se correlacionan con una inmunoterapia exitosa. Un argumento posible para que éste sea el caso es la
afinidad relativamente baja de anticuerpos IgG para CD32 en células B, monocitos y mastocitos. La estrategia Saint-
Remy selecciona los anticuerpos IgG especificos del paciente, que se mezclan posteriormente con alergenos relevantes
in vitro. De esta manera se aseguran de que el alergeno no pueda reaccionar libremente con células u otros isotipos de
anticuerpo en las células tales como IgE en mastocitos. Ademas, reivindican que se generan anticuerpos anti-idiotipicos
frente a moléculas IgG especificas, que en el futuro prevendran la alergia.

En WO 97/07218 se describen proteinas de fusion alergeno-anti-CD32. En esta publicacién, los problemas con el
aislamiento de moléculas IgG especificas y la baja afinidad de estos anticuerpos IgG para CD32 se evitan y los factores
de riesgo de la inmunoterapia clasica, que usa alergenos completos de "unién a IgE", se reducen. Sin embargo, la
induccion reivindicada de respuestas de memoria Th1 debidas al direccionamiento Unico de la vacuna que contiene anti-
CD32 a las células dendriticas no puede sostenerse.

Means Terry et al. (The Journal of Clinican Investigation 2005, vol 115(2): 407-417) describen que complejos inmunes
que contienen ADN con suero de lupus estimulan DC plasmacitoides para producir citoquinas mediante una interaccion
cooperativa entre el receptor 9 semejante a Toll y FcgammaRlla (CD32).
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Incluso a la vista de la investigacion intensiva para estrategias terapéuticas para tratar enfermedades alérgicas, todavia
existe una gran demanda para proporcionar medicamentos para el tratamiento exitoso de las alergias.

El objeto de la invencion es por lo tanto proporcionar moléculas nuevas con propiedades mejoradas para el tratamiento
de enfermedades alérgicas.

Segun la invencion, este objeto se consigue por el subject matter de las reivindicaciones.
Descripcion breve de la invencidn:
Antecedentes:

CD32 se expresa fuertemente en monocitos/células dendriticas y células B y asi la molécula de la presente invencion se
disefia para dirigir la respuesta inmune a estas importantes células inmunoldgicas, con la intencién de prevenir la
presentacion del alergeno por las células B, a la vez que se estimula la presentacién del alergeno por células dendriticas
(DC) especialmente, dando lugar lo ultimo a la induccion de respuestas Th1 frente a los alergenos en la molécula o
complejo molecular que puede formularse como vacuna. El conocimiento mas reciente muestra que existen dos tipos de
células dendriticas (DC): células dendriticas mieloides (mDC) y plasmacitoides (pDC) [6], lo que ha dado lugar al nuevo
concepto de células Dc1 y DC2 [7]. En este concepto, las células DC1 estimulan la induccion del desarrollo de las
células Th1 después de la estimulacion especifica de antigeno y las células DC2 apoyan el desarrollo de las células Th2.
Se considera generalmente que las DC derivadas de monocitos (0 mDC) son del tipo DC1, mientras se considera que
las pDC son del tipo DC2 [6]. Ambos tipos de DC expresan CD32a e induciran una respuesta de célula T especifica de
alergeno; sin embargo, no se garantiza que el resultado sera del tipo Th1. De hecho, en donantes alérgicos las
respuestas Th2 son mas probables [8]. De forma importante, las pDC expresan el receptor TLR9, que se une a CpG-
ODN (oligodesoxinucledtidos [ODN] que contienen restos CpG no metilados). La activacion de este receptor en pDC da
lugar a una producciéon muy fuerte de IFN-a. e IL-12 [9], lo que estimula la induccion de Th1 y transforma asi las DC2
potenciales en células DC1.

Por lo tanto, la molécula de la invencién puede combinar la activacién del receptor TLR9 en pDC con la estimulacion e
induccion especificas de células Th1 especificas de alergeno y comprende, por lo tanto, una mejora significativa de los
conceptos anteriores.

La invencion comprende una preparaciéon farmacéutica que comprende una molécula o un complejo molecular que tiene
especificidad de union para el receptor 9 semejante a Toll y CD32, en la que la molécula o complejo molecular incluye al
menos un epitopo, preferiblemente al menos un epitopo de célula T, de al menos un antigeno y en la que la parte de
union a CD32 se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios proteicos y
péptidos y la parte de union a TLR9 es un acido nucleico.

La molécula o complejo molecular de la invencion también evitara la funcién efectora de los mastocitos, que portan IgE,
para el alergeno nativo del que se han seleccionado los epitopos de célula T para ser parte de la proteina de fusién.

Preferiblemente, la molécula o complejo molecular segun la invencidon puede tener una o mas de las caracteristicas
Unicas siguientes:

e Activacion e induccion de células Th1 especificas de alergeno, sin activacion de células B especificas de alergeno.

e Activacion e induccion de células Th1 especificas de alergeno, sin activacion de mastocitos o cualquier otra célula
efectora, que, mediante IgE o IgG especifica de alergeno, pueden activarse por los alergenos naturales de los que
estan representados los epitopos de célula T seleccionados en la molécula o complejo molecular de la invencién.

La parte de union a CD32 de la molécula o complejo molecular de la invencion selecciona las células relevantes, que
internalizaran la molécula o complejo molecular completo.

Después de la internalizacién de la proteina de fusidon segun la presente invencion por las células presentadoras de
antigeno, la molécula de la invencién se degrada y varios péptidos, incluyendo el o los epitopos de célula T
incorporados, se presentan en las moléculas MHC clase |l de las células presentadoras de antigeno, estimulando por lo
tanto células T especificas de alergeno.

La o las estructuras de union a TLR9 incorporadas en la molécula o complejo molecular de la invencion son necesarias
para la induccién de un conjunto de memoria de Th1 especificas de alergeno, mediante la unién al receptor TLR9
citoplasmatico [10; 11]. La activacion del receptor TLR9 da lugar a una induccion fuerte de la produccién de IFN-a e IL12

(9]
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Segun la presente invencion, una molécula es una Unica entidad compuesta por atomos y/o otras moléculas por enlaces
covalentes. La molécula puede estar compuesta por una Unica clase de sustancias o una combinacion de éstas. Las
clases de sustancias son, por ejemplo, polipéptidos, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, etc.

Un complejo molecular es un agregado de moléculas que interaccionan especificamente y fuertemente entre si. Un
complejo de varias moléculas puede formarse mediante interacciones hidrofébicas (tales como, por ejemplo, la unién de
regiones variables de anticuerpo en un Fv) o mediante la union fuerte de una molécula a otra a través de interacciones
ligando/receptor tales como la union anticuerpo-antigeno o avidina-biotina o mediante la formacién de complejo a través
de grupos quimicos quelantes y semejantes.

Un antigeno puede ser una estructura que puede ser reconocida por un anticuerpo, un receptor de célula B o un receptor
de célula T cuando es presentado por moléculas MHC de clase | o Il

Un epitopo es la estructura mas pequeia a la que se une especificamente un anticuerpo, un receptor de célula B o un
receptor de célula T cuando es presentado por moléculas MHC de clase | o Il. La especificidad se define como la unién
preferente a una estructura molecular determinada (en las interacciones anticuerpo/antigeno también denominada
epitopo) en un determinado contexto.

Un dominio es una region discreta encontrada en una proteina o polipéptido. Un dominio monomérico forma una
estructura tridimensional nativa en disolucién en ausencia de secuencias de aminoacidos nativas flanqueantes. Los
dominios de la invencién se uniran especificamente a CD32 y/o TLR9 y/o epitopos expuestos o presentes. Los dominios
pueden usarse como dominios Unicos o dominios monoméricos o combinarse para formar dimeros y dominios
multiméricos. Por ejemplo, un polipéptido que forma una estructura tridimensional que se une a una molécula diana es
un dominio monomeérico.

Segun la presente invencién, el término anticuerpo incluye anticuerpos o derivados de anticuerpo o fragmentos de éstos
asi como moléculas relacionadas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (tales como receptores de célula T
solubles). Entre los fragmentos de anticuempo estan equivalentes u homélogos funcionales de anticuerpos incluyendo
cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién de inmunoglobulina o un dominio de inmunoglobulina pequefio
mutado o péptidos que mimetizan este dominio de unién junto con una regién Fc o una regién homaéloga a una region Fc
o al menos parte de ésta. Se incluyen las moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién de
inmunoglobulina, o equivalentes, fusionado a otro polipéptido.

Los alergenos son antigenos frente a los que responden los pacientes atdpicos con reacciones alérgicas.
Descripcion detallada de la invencion

La invencion proporciona una preparacion farmacéutica que comprende una molécula o complejo molecular capaz de
unirse a TLR9 y a CD32, que comprende al menos un epitopo de al menos un antigeno, en la que la parte de unién a
CD32 de la molécula o complejo molecular se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo o péptidos, y la parte de unién a TLR9 es un acido nucleico.

En una realizacién de la invencién, la molécula o complejo molecular comprende al menos tres partes, siendo una parte
una estructura que se une especificamente a TLR9 (de forma monovalente, bivalente o multivalente), siendo otra parte
una estructura que se une especificamente a CD32 (de forma monovalente, bivalente o multivalente) y al menos otra
parte siendo uno o mas epitopos de célula T de un antigeno y/o alergeno. Las partes pueden ser estructuras
independientes que estan unidas entre si bien por uniones quimicas o por fusién genética o por otras interacciones (no
covalentes) tales como interacciones ligando-receptor o anticuerpo.

Las uniones entre las diferentes partes pueden ser diferentes. Por ejemplo, en una realizacién preferida, la union entre
las partes que se unen a TLR9 y CD32 es por fusién genética y la uniéon al menos a al menos uno de los epitopos de
célula T es a través de una interaccion receptor/ligando (por ejemplo, biotina-estreptavidina). La ventaja de dicha
configuracién es la flexibilidad de la produccion. La parte genérica, biespecifica (anti-TLR9/anti-CD32) del complejo
molecular puede producirse de la misma manera para todos los pacientes, epitopos de célula T seleccionados se unen a
la parte genérica del complejo molecular segun las necesidades. La seleccion puede basarse en la prevalencia de la
enfermedad o en resultados de ensayos de especificidad individuales de pacientes (alergia especifica). La formacion del
complejo puede realizarse centralizada o al lado de la cama o en el despacho del médico.

La unién quimica de moléculas de las diferentes moléculas de unién de la misma o una clase quimica diferente puede
conseguirse por muchas técnicas diferentes que dan lugar bien a una proporcion molecular definida de las diferentes
partes de la molécula o complejo molecular de la invenciéon. También puede dar lugar a una mezcla de moléculas con
diferentes proporciones moleculares de las diferentes partes de la molécula o complejo molecular de la invencién.
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La proporcién de las diferentes partes de la invencién puede ser equimolar o no equimolar. La molécula puede ser
monovalente para la uniéon a TLR9 y/o CD32 y/o epitopo(s) de célula T. También puede ser bi-, tri- y multivalente para al
menos una de las partes de la molécula o el complejo molecular. Si la unién a TLR9 y/o CD32 es bivalente o con una
valencia mayor, la especificidad de union puede ser para uno o para mas epitopos en CD32 y/o TLR9 respectivamente.

En otra realizacién de la invencion, las especificidades de unién de la molécula se superponen de manera que una parte
de la molécula el complejo molecular de la invencion se une a ambos, TLR9 y CD32. Dicha parte podria seleccionarse
mediante el cribado simultaneo de moléculas para la unién tanto a CD32 como a TLR9 o mediante la obtenciéon por
ingenieria de una molécula que se une a ambos, CD32 y TLR9. Por ejemplo, puede usarse un soporte proteico para
exponer bucles para la unién a CD32 y otros bucles que se unen a TLR9.

En una realizacién adicional de la invencion, puede usarse un soporte proteico para exponer estructuras que se unen a
CD32, estructuras que se unen a TLR9 y para exponer epitopos de célula T.

Las moléculas con union especifica pueden ser ligandos naturales para CD32 y TLR9 y derivados de éstas. Por ejemplo,
la parte Fc de inmunoglobulina se une a CD32. CpG es un ligando natural para TLRO.

Las moléculas con unién especifica pueden ser péptidos. Los péptidos especificos de CD32 y TLR9 segun la invencién
pueden seleccionarse por varios métodos tales como tecnologia de exposicién en fagos o mediante cribado de
bibliotecas de péptidos combinatorias 0 matrices de péptidos. Los péptidos pueden seleccionarse y usarse en varios
formatos tales como péptidos lineales, constrefiidos o ciclicos, los péptidos pueden modificarse quimicamente para
estabilidad y/o especificidad.

Un péptido que se une especificamente también puede obtenerse a partir del analisis de la interaccién de un ligando
proteico natural a TLR9 y CD32 por aislamiento del sitio de unién minimo del ligando.

Los péptidos con unién especifica pueden usarse como tales en la molécula o el complejo molecular de la invencién o
usarse para ser incorporados en otras estructuras tales como por injerto en soportes proteicos, anticuerpos y dominios
proteicos o acoplarse quimicamente a moléculas transportadoras que podrian formar parte de la molécula o complejo
molecular de la invencion.

La parte de union a CD32 de las moléculas o complejo molecular de la invencion puede estar comprendida por proteinas
tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fv, scFv, dAb, F(ab)z, minicuerpo, dominios
pequefios mutados de inmunoglobulina, receptor de célula T soluble, etc). Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo y
derivados pueden generarse y seleccionarse para la uniéon a CD32 segun métodos conocidos tales como la tecnologia
de hibridoma, clonacion de células B, exposicion en fagos, exposicion en ribosomas o exposicion en la superficie celular
de bibliotecas de anticuerpos, cribado en matrices de anticuerpos variantes.

Las partes de union de las moléculas o complejos moleculares de la invencion pueden ser dominios proteicos que
aparecen naturalmente o dominios que se modifican artificialmente. Los dominios proteicos o derivados de dominios, por
ejemplo, dominios con mutaciones tales como sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos o dominios
modificados quimicamente pueden seleccionarse para la union a CD32 segun métodos conocidos (por ejemplo,
exposicién en fagos y en la superficie celular de bibliotecas de dominios o variantes de dominios y cribado, matrices de
moléculas variantes y cribado).

En una realizacion preferida, la parte de unién de una molécula o complejo molecular de la invencion comprende un
dominio pequefio mutado de inmunoglobulina (SMID) como se describe en PCT/EP2006/050059.

La parte de union de la molécula o complejo molecular de la invencion puede ser acidos nucleicos tales como ARN o
ADN que pueden seleccionarse para la unién especifica a TLR9 segun métodos conocidos tales como cribado de
aptameros y técnicas de evolucién in vitro.

Una realizacién preferida de la invencion es una proteina de fusién recombinante que consiste en al menos un epitopo
de al menos un antigeno, al menos un sitio de unién que interacciona con TLR9 y al menos un sitio de unién que
interacciona con CD32. El antigeno puede ser tan pequefio como un epitopo de célula T de un antigeno o puede ser una
combinacién o una mezcla de uno o mas epitopos de célula T de uno o mas antigenos diferentes fusionados o unidos
entre si de manera tal que permita el procesamiento y presentacién apropiados por las moléculas MHC. El orden de los
epitopos puede seleccionarse segun diferentes criterios tales como estabilidad del producto, procesamiento eficaz,
(no)reconocimento por anticuerpos preformados en las personas tratadas. Generalmente, se seleccionara una molécula
estable que pueda ser presentada eficazmente por MHC y que dara lugar a un reconocimiento minimo por los
anticuerpos preformados.
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La invencion comprende ademas el acoplamiento fisico de al menos una molécula que interacciona con TLR9, al menos
una molécula que interacciona con CD32 y uno o mas epitopos de célula T de uno o mas antigenos unidos entre si de
una forma aleatoria.

Ademas, la invencion proporciona la preparacion de un medicamento que contiene la proteina de fusién segun la
invencion y su uso para el tratamiento de las alergias. El medicamento puede ser una formulacién de vacuna que
contiene la molécula o complejo molecular segun la invencién, util esp. para inmunoterapia activa.

La produccién recombinante de estructuras de unién biespecificas de la molécula o el complejo molecular de la
invencion (es decir, que se unen a CD32 y a TLR9) puede conseguirse de diferentes maneras, por ejemplo, por:

e Tecnologia de cuadroma (hibridomas fusionados) [12;13]

e scFv biespecificos, bien como "fragmentos divalentes" o simplemente por fusién genética de diferentes scFv [14]
e anticuerpos de dominio Unico en los que VH reconoce un antigeno y VL otro

e chi-bAb (como se describe en EP0640130)

e dominios pequefios mutados de inmunoglobulina, mediante la inclusion de dominios de inmunoglobulina preparados
por ingenieria, que se unen especificamente a CD32 y/o a TLR9 en construcciones que codifican bien anticuerpos
completos o fragmentos de anticuerpo tal como Fab (segun PCT/EP2006/050059)

e en el contexto de esta invencion, la union a CD32 también puede conseguirse por regidon o regiones Fc de
inmunoglobulina monoméricas o multiméricas o una parte de éstas especialmente cuando la afinidad para CD32 de
las partes Fc esta aumentada, mientras la union a TLR9 se consigue a través del sitio de unién normal (VH/VL) del
anticuerpo

e region o regiones Fc de una inmunoglobulina o partes de éstas, que se unen a CD32, fusionadas con cualquier otro
resto con union especifico de TLR9

e la parte Fc del anticuerpo mencionado anteriormente puede prepararse por "glico-ingenieria" para incrementar la
afinidad para FcyR humanos [15]

pueden usarse soportes preparados por ingenieria, que se unen especificamente a TLR9 y/o CD32 de cualquier clase y
unirse entre si segln se necesite. Estos soportes de unién pueden ser dominios proteicos, fibronectina lll, lipocalinas,
Proteina A o inhibidor de a-amilasa, proteinas con repeticiones anquirina, un dominio C2, un dominio A, un dominio
semejante a EGFR, un dab, un chi-bAb, CTLA-4, cristalina gamma o cualquier otra proteina, dominio proteico o parte de
éstos.

La molécula o complejo molecular de la invencion consiste en uno o mas epitopos y una o mas estructuras de union, que
interaccionan con TLR9, preferiblemente TLR9 humano y una o mas estructuras de unién, que interaccionan con CD32,
preferiblemente CD32 humano. Para facilitar el ensayo in vivo de la proteina inventiva, las estructuras de unién que
reconocen TLR9 humano y CD32 humano pueden reaccionar de manera cruzada con TLR9 de mono o de ratéon y CD32
de mono o de ratdn. Los antigenos/alergenos seleccionados pueden ser proteinas naturales/nativas completas o partes
de éstas, siempre que los epitopos que pueden presentarse en moléculas MHC de clase Il y que pueden ser
reconocidos por las células T estén presentes en las secuencias presentes en la molécula o complejo molecular. La
parte o partes de la molécula o complejo molecular, que interacciona con TLR9 y CD32 pueden ser anticuerpos
completos o incompletos (modificados) o fragmentos o derivados de éstos, siempre que se retenga la unién a TLR9 y
CD32.

Alternativamente, pueden usarse anticuerpos anti-TLR9 y anti-CD32 o derivados o fragmentos de éstos, que todavia
reconocen y se unen especificamente a TLR9 y CD32 humanos tales como los expresados por las células B y células
dendriticas.

Alternativamente, los anticuerpos que interaccionan con TLR9 o CD32 son anticuerpos mejorados con mayor afinidad
que los anticuerpos originales.

Las moléculas de anticuerpo ejemplares son moléculas de inmunoglobulina intactas y aquellas partes de una molécula
de inmunoglobulina que contiene el paratopo, incluyendo aquellas partes conocidas como Fab, Fab', F(ab'),, Fc y F(v),
dAb.
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Los anticuerpos pueden ser I1gG, IgM, IgE, IgA o IgD. Las moléculas que interaccionan con TLR9 o CD32 pueden tener
cualquier origen, preferiblemente origen de mamifero, preferiblemente origen humano, de ratén, camello, perro o gato o
humanizado. Preferiblemente, las moléculas son anticuerpos, preferiblemente anticuerpos humanos o humanizados.

Tal y como se usa en la presente memoria, si la molécula o complejo molecular de la invencion es una proteina de
fusion, ésta puede expresarse en células huésped que abarcan cualquier clase de sistema celular que puede modificarse
para expresar la proteina de fusion. En el alcance de la invencién, el término "células" significa células individuales,
tejidos, 6rganos, células de insecto, células aviares, células de mamifero, células de hibridoma, células primarias, lineas
celulares continuas, células madre y/o células preparadas por ingenieria genética, tales como células recombinantes que
expresan un anticuerpo segun la invencion.

Las células pueden ser células bacterianas, células fungicas, células de levadura, células de insecto, células de peces y
células de plantas.

Preferiblemente, las células son células animales, mas preferiblemente células de mamiferos. Estas pueden ser, por
ejemplo, células BSC-1, células LLC-MK, células CV-1, células CHO, células COS, células PerC6, células murinas,
células humanas, células HelLa, células 293, células VERO, células MDBK, células MDCK, células MDOK, células
CRFK, células RAF, células TCMK, células LLC-PK, células PK15, células WI-38, células MRC-5, células T-FLY, células
BHK, SP2/0, células NSO o derivados de éstas.

Preferiblemente, las estructuras de union de la molécula o el complejo molecular de la invencion que reconocen CD32
son dominios pequefios mutados de inmunoglobulina, siendo por ejemplo un anticuerpo completo en el que un sitio de
union esta formado por VHN/L y esta combinado con un segundo sitio de unidon que puede ser un dominio CL, CH1,
CH2, CH3, CH4, VL o VH preparado por ingenieria segun PCT/EP2006/050059.

Segun la invencion, la molécula o complejo molecular contiene al menos una estructura que se une especificamente a
CD32.

Un anticuerpo anti-CD32 puede obtenerse por métodos conocidos (tales como tecnologia de hibridoma, clonacion de
células B y cribado de bibliotecas de anticuerpos). Para la seleccion, pueden usarse células que exponen CD32 en un
formato natural o puede usarse una parte extracelular recombinante de CD32 o pueden usarse péptidos sintéticos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos de CD32. Los criterios de seleccion son que la estructura de union
reconoce CD32a. En el caso en el que también sea reconocido CD32b, se prefiere que la afinidad para CD32a > CD32b.

Como un ejemplo, puede usarse el fragmento Fab del anticuerpo anti-CD32 V.3 obtenido de la linea celular HB-217.
Usando el método descrito, por ejemplo, por Orlandi et al' el fragmento Fab se clona a partir de la linea celular HB-217.
Alternativamente, pueden construirse otros formatos tales como scFv de las secuencias del gen V conocidas. Sin
embargo, para la combinacidon optima con un anticuerpo anti-TLR9 o fragmento Fab o fragmento Fv se prefiere
seleccionar ligantes especificos usando una o mas de las bibliotecas de dominios pequefios mutados de
inmunoglobulina de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH
seleccionados pueden clonarse entonces en la secuencia existente de un anticuerpo anti-TLR9 o un fragmento Fab o Fv
de éstos generando asi un anticuerpo biespecifico o fragmento Fab.

Las entidades de union a CD32 seleccionadas deberian tener preferiblemente las caracteristicas siguientes:

1. La interaccion con CD32a da lugar a la internalizacion del complejo receptor-estructura de union, activacién de la
célula presentadora de antigeno a través del resto ITAM en la cola citoplasmica del receptor y la presentacion del
antigeno de los epitopos de célula T unidos/fusionados

2. La interaccién con CD32b da lugar a una sefializacion negativa del receptor a través del resto ITIM

3. La interaccion deberia mostrar reactividad cruzada entre CD32 humano y de mono (para ensayar la eficacia en un
modelo in vivo relevante)

4. La interaccion deberia mostrar reactividad cruzada con CD32 de ratdn (para ensayar en un modelo in vivo establecido
para alergia)

Para obtener una estructura de unién que se une especificamente a TLR9, pueden usarse varios procedimientos (tales
como tecnologia de hibridoma, clonacién de células B y cribado de bibliotecas de anticuerpos). Para la seleccion,
pueden usarse células que expresan TLR9 en un formato natural para aislar TLR9 natural o puede usarse un TLR9
recombinante o péptidos sintéticos seleccionados de la secuencia de aminoacidos de TLR9. Alternativamente, puede
usarse TLR9 purificado o TLR9 expresado por lineas celulares. Los genes de anticuerpo que codifican VL y VH
respectivamente pueden extraerse después de la seleccion para union a TLR9 y usarse para disefiar un anticuerpo
recombinante o fragmento Fab especifico para TLR9 humano. Alternativamente, también puede prepararse un Fv de
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cadena unica y fusionarse con el scFv anti-CD32 mencionado anteriormente. Sin embargo, para la combinacion éptima
con el anticuerpo anti-CD32 o fragmento scFv o Fab se prefiere seleccionar ligantes especificos usando una o mas de
las bibliotecas de dominios pequefios mutados de inmunoglobulina de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios
CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH seleccionados pueden clonarse entonces en el anticuerpo existente o fragmento Fab
o scFv de anticuerpo anti-CD32 generando asi un fragmento Fab biespecifico. Las entidades de union a TLR9
seleccionadas deberian tener preferiblemente las caracteristicas siguientes:

1. La interaccion con TLR9 da lugar a la transduccion de la sefial y la produccion de citoquinas

2. La interaccion puede mostrar reactividad cruzada entre TLR9 humano y de mono (para ensayar la eficacia en un
modelo in vivo relevante)

3. La interaccion puede mostrar reactividad cruzada con TLR9 (para ensayar en un modelo in vivo establecido para
alergia) y CD32 de raton

Por supuesto, la proteina de fusion puede prepararse de manera similar usando la parte Fab de un anticuerpo
monoclonal aTLR9 existente. Usando el método descrito, por ejemplo, por Orlandi et al16, el fragmento Fab se clona a
partir, por ejemplo, del clon 26C593 disponible en Imgenex Corp., como se ha descrito anteriormente para el fragmento
fab del aCD32 Ab IV.3. De nuevo, para la combinacién éptima con el fragmento Fab anti-TLR9 es mejor seleccionar
ligantes especificos para CD32 usando una o mas de las bibliotecas de dominios pequefios mutados de inmunoglobulina
de CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH. Los dominios CH1, CH2, CH3, CH4, CL, VL o VH seleccionados pueden
clonarse entonces en el fragmento Fab existente del anticuerpo anti-TLR9 generando asi una molécula biespecifica.

Finalmente, por ejemplo, en ausencia de Ab adecuados existentes disponibles tanto para CD32 como TLR9, también es
posible construir una molécula biespecifica usando las bibliotecas de dominios pequefios mutados de inmunoglobulina
de CH1, CH2, CH3 o CL para seleccionar ligantes especificos tanto para CD32 como TLR9 que se combinan
posteriormente para formar nuevas estructuras existentes de al menos 1 estructura de unién especifica para CD32 y 1
estructura de unidon especifica para TLR9 derivadas de cualquiera de las posibles bibliotecas en cualquiera de las
posibles combinaciones (CH1-CH1 o CH1-CH2 o CH1-CH3 o0 CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o CH2-CH3 etc).

Alternativamente, puede seleccionarse un unico dominio variable de la superfamilia de inmunoglobulinas para unién a
TLR9 o CD32 con bucles CDR. El ligante seleccionado se aleatoriza entonces en posiciones de bucle no estructurales
para generar una biblioteca de dominios variables que se selecciona para el otro antigeno respectivo, es decir, en el
caso de un dominio variable que se une con bucles CDR a TLR9, la selecciéon es para uniéon a CD32 y viceversa.
También es posible seleccionar una biblioteca de un dominio V que contiene variaciones en los bucles CDR al mismo
tiempo que variaciones en los bucles no CDR para union a TLR9 y CD32 secuencialmente o simultaneamente.

Dichos dominios V biespecificos también forman parte de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo tales como Fv de
cadena Unica, Fab o anticuerpos completos.

Seleccion de un epitopo TLR9 adecuado:

La secuencia 244-256 (SEQ ID No 1) de la proteina TLR9 madura en codigo de aminoacidos de 1 letra:
CPRHEFP QLHPDTFES

244 250 257

cumplira el criterio 1 y 2 pero no 3, mientras
La secuencia 176-191 (SEQ ID No 2) de la proteina TLR9 madura en cédigo de aminoacidos de 1 letra:

LTHL SLKYNNLTVV PR
176 180 . 191

y
La secuencia 216-240 de la proteina TLR9 madura (SEQ ID No 3) en cddigo de aminoacidos de 1 letra:

ANLT ALRVLDVGGH CRRCDHAPHNP C
216 220 230 240
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cumpliran los tres criterios y se prefieren asi para usarse en esta invencion.

El proceso para producir la molécula o complejo molecular se lleva a cabo segun métodos conocidos, por ejemplo,
usando técnicas de clonacién recombinante o por entrecruzamiento quimico.

Un producto como se describe en esta invencion puede producirse de la manera siguiente:

Los VH y VL obtenidos del anticuerpo anti-CD32 se fusionan con CH1 y CL respectivamente. El CL se ha preparado
previamente por ingenieria usando tecnologia SMID (PCT/EP2006/050059) y seleccionado usando exposicion en fago
para unirse a TLR9 como se describe mas adelante. CH1 se fusiona en su extremo C terminal con una secuencia que
codifica los epitopos de célula T seleccionados. Estos dos genes que codifican proteina de fusién se clonan en un vector
de expresion que permite la expresion de dos genes independientes (o en dos vectores de expresion independientes) y
se co-expresan en células bacterianas, de levaduras o animales o cualquier otro sistema de expresiéon adecuado. Asi, se
produce un Fab con las caracteristicas deseadas, es decir, unién a CD32, unién a TLR9 y que porta los epitopos de
célula T relevantes.

Ejemplos alternativos aplicando tecnologia SMID:

e Se obtiene un scFv frente a TLR9 a partir de una biblioteca de exposicidon en fago o a partir de un hibridoma
existente, y se obtiene una molécula de uniéon a CD32 a partir de un CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o biblioteca
de dominios pequefios mutados de inmunoglobulina. Estas dos secuencias codificadoras se ligan entre si y se une
una secuencia que codifica epitopos de célula T. La proteina de fusidon se expresa en células bacterianas, de
levadura o animales o cualquier otro sistema de expresién adecuado

e Alternativamente, se intercambia la especificidad para TLR9 y la especificidad para CD32: Se obtiene un scFv frente
a CD32 a partir, por ejemplo, de una biblioteca de exposicion en fago o a partir de un hibridoma existente, y se
obtiene una molécula de unién a TLR9 a partir de un CH2-CH4 o CH3-CH4 o CH1-CH4 o biblioteca de dominios
pequefios mutados de inmunoglobulina. Estas dos secuencias codificadoras se ligan entre si y se une una secuencia
que codifica epitopos de célula T. La proteina de fusidn se expresa en células bacterianas, de levadura o animales o
cualquier otro sistema de expresiéon adecuado

e VH yVL de un anticuerpo anti-TLR9 se fusionan con CH1 y CL respectivamente. El CL se ha preparado previamente
por ingenieria y seleccionado usando exposicion en fago para unirse a CD32 (SMID). CH1 se fusiona en su extremo
C terminal con una secuencia que codifica los epitopos de célula T. Estos dos genes que codifican proteina de fusion
se clonan en un vector de expresion que permite la expresion de dos genes independientes (o en dos vectores de
expresion independientes) y se co-expresan en células bacterianas, de levaduras o animales o cualquier otro sistema
de expresion adecuado. (de nuevo, anti-TLR9 y anti-CD32 pueden intercambiarse. CH1 y CL también pueden
intercambiarse)

e Los genes de cadena pesada y ligera de un anticuerpo anti-TLR9 se toman como un conjunto. En el gen de cadena
pesada, la region CH2 (o CH1 o CH3 o CH4) se reemplaza por una regién CH2 (0 CH1 0o CH3 0 CH4 0 CLo VH o
VL) que se ha preparado previamente por ingenieria y seleccionado usando exposicion en fago para unirse a CD32
(dominio pequefio mutado de inmunoglobulina). CH1, CH2, CH3 o CH4 se fusiona en su extremo C terminal con una
secuencia que codifica los epitopos de célula T. Estos dos genes se clonan, de nuevo, en vectores de expresion y se
expresan en células animales.

e 2 dominios pequefios mutados de inmunoglobulina, uno especifico para TLR9, el otro especifico para CD32, se
fusionan y combinan con epitopos de célula T

e 1 dominio pequefio mutado de inmunoglobulina con 2 especificidades diferentes (TLR9 y CD32) se combina con
epitopos de célula T

Antigenos y epitopos

Los antigenos que forman parte de la molécula o complejo molecular segun la invencién pueden ser alergenos
completos, alergenos desnaturalizados o cualesquiera antigenos que se tratan de cualquier forma posible para prevenir
la unién a IgE. Dicho tratamiento puede consistir en proteger los epitopos de la proteina antigénica usando anticuerpos
IgM, IgD, IgA o IgG de alta afinidad dirigidos a los mismos epitopos que los anticuerpos IgE del paciente como describe
Leroy et al [20]. Dichos anticuerpos también pueden unirse cerca de los epitopos especificos IgE previniendo asi la unién
de los anticuerpos IgE por impedimento estérico.

Los alergenos se definen generalmente como antigenos a los que responden pacientes atépicos con respuestas de
anticuerpo IgE dando lugar posteriormente a reacciones alérgicas. Los antigenos usados en la molécula o el complejo
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molecular de la invencién pueden ser alergenos medioambientales (por ejemplo, acaro del polvo doméstico, polen de
abedul, polen de hierba, antigenos de gato, antigenos de cucaracha) o alergenos alimentarios (por ejemplo, leche de
vaca, cacahuete, gamba, soja) o una combinacion de ambos. Los antigenos no relevantes tales como HSA también
pueden formar parte de la molécula o complejo molecular segun la invenciéon. El antigeno puede ser un alergeno
completo, ejemplarmente un alergeno frente al que son alérgicos los pacientes con dermatitis atopica, asma alérgico,
rinitis alérgica o conjuntivitis alérgica. Preferiblemente, el alergeno usado en la molécula o complejo molecular segun la
invencion no se une a IgE del paciente que necesita tratamiento.

Los antigenos y/o epitopos usados en la invencién pueden ser de fuentes naturales o pueden producirse por tecnologia
recombinante o pueden producirse sintéticamente. Los antigenos y/o epitopos de la invencion pueden contener
estructuras de ligando que facilitan la incorporacion de antigenos y/o epitopos en complejos moleculares de la invencion
a través de interacciones ligando/receptor o union de anticuerpo. Los antigenos y/o epitopos de la invencion pueden
contener grupos quimicos que facilitan la unién covalente de los antigenos y/o epitopos a las estructuras de unién de
CD32 y/o TLR9 de la molécula de la invencién.

En una realizacion de la invencion, los antigenos y epitopos de la molécula o complejo molecular de la invencion pueden
unirse covalentemente a la estructura de unién de CD32 y/o a la estructura de unién de TLR9.

En una realizacion, los antigenos y/o epitopos también pueden unirse por una interaccion ligando/receptor tal como
biotina y avidina a la molécula o complejo molecular de la invencién. Por ejemplo, los antigenos o epitopos que se van a
usar en la molécula de la invencion pueden producirse con biotina o un mimético de biotina unido a ella. La estructura de
union de CD32 y/o la estructura de unién de TLR9 puede producirse con avidina u otro ligando especifico de biotina
unido a ella. Después de mezclar estas moléculas con los diferentes grupos, se forma un complejo molecular estable
segun la invencion. Alternativamente, puede usarse una union anticuerpo/antigeno para formar un complejo molecular
de la invencion. En estas realizaciones se prefieren las interacciones de alta afinidad (por ejemplo, anticuerpo anti-
digoxigenina de alta afinidad y antigenos y/o epitopos marcados con digoxigenina).

En una realizacion de la invencion, los antigenos y/o epitopos se fusionan genéticamente a la estructura de unién de
CD32 y/o a la estructura de unién de TLRO.

Si la molécula de la invencion es una proteina de fusion, el antigeno se produce preferiblemente a partir de al menos una
subsecuencia de ADN que contiene un epitopo de célula T de un alergeno. Los epitopos de célula T pueden ser
alternativamente de uno o mas alergenos relacionados y/o no relacionados.

Preferiblemente, los epitopos de célula T comprenden una nueva proteina, que no es tal como una proteina que existe
naturalmente y por lo tanto no es reconocida por anticuerpos IgE o IgG existentes en el paciente. Por lo tanto, en lugar
de seleccionar epitopos de célula T cortos que son cortados y fusionados entre si de nuevo en un orden diferente, se
podria también seleccionar una cadena mayor de epitopos de célula T (> 28 AA) que estan en su orden natural pero que
se han seleccionado previamente para no unirse a IgE especifica de alergeno [21].

En principio, todos los antigenos conocidos pueden usarse para incorporarse en la molécula o complejo molecular de la
invencion a la que responden los pacientes alérgicos con reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE. Los
alergenos medioambientales mas comunes en los paises desarrollados son: acaro de polvo doméstico, polen de abedul,
polen de hierba, gato y cucaracha. Cada uno de estos alergenos tiene uno o mas "alergenos principales" (por ejemplo,
acaro de polvo doméstico: alergeno principal = Der P1; Der F1, polen de abedul: alergeno principal = Bet V1). Sin
embargo, los antigenos completos, aunque es posible, no son necesarios, porque la molécula o complejo molecular sélo
debe inducir respuestas de célula T y las células T responden a péptidos pequefios (con una longitud de
aproximadamente 12-28 aminoacidos) presentados en moléculas MHC de Clase Il. La seleccién de epitopos de célula T
deberia disefiarse de manera tal que se garantice la expresion en moléculas HLA de clase Il de posiblemente todos los
pacientes. Algunas moléculas HLA de clase Il se expresan mas frecuentemente que otras. Un buen ejemplo de dicha
molécula HLA de clase Il con expresién amplia es HLA DPw4, que se expresa en aproximadamente 78% de la poblacion
caucasica [22]. Por lo tanto, una seleccion de epitopos de célula T podria incluirse en la molécula o complejo molecular
para cada alergeno, reduciendo asi el tamafio y peso molecular del complejo. Se prefiere que estén presentes epitopos
superpuestos con reaccion cruzada entre alergenos de diferentes organismos genéticamente relacionados, tales como
Dermatophagoides pteronyssinus (Der P1) y Dermatophagoides farinae (Der F1).

Para permitir el procesamiento correcto del antigeno, debe incluirse en la molécula o complejo molecular ADN que
codifica cadenas ligeramente mas largas que el epitopo de célula T actual y/o los epitopos pueden separarse entre si
introduciendo cadenas de ADN espaciador que contienen preferiblemente epitopos (hidrofébicos) reconocidos por
enzimas de procesamiento de proteinas principales en las células presentadoras de antigeno tales como endopeptidasa
especifica de asparagina (AEP) o catepsina S, catepsina D o catepsina L [23].
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Para la fusion con genes que codifican las estructuras de union especificas para TLR9 y CD32, se usan preferiblemente
secuencias cortas de ADN de alergenos principales tales como alergeno principal | de acaro del polvo doméstico (Der
P1, Der F1), alergeno principal Il de acaro del polvo doméstico (Der P2, Der F2) o alergeno de polen de abedul (Bet V1).
Estas secuencias cortas de ADN contienen el codigo genético para uno o mas epitopos de célula T, que después del
procesamiento, aparecen en la superficie de las células presentadoras de antigeno y por lo tanto inducen una respuesta
inmune en las células T de respuesta especificas de alergeno. No solo pueden usarse los epitopos de célula T de Der
P1 y Der P2 sino también Der P3, Der P4, Der P5, Der P6, Der P7 etc. y Der F3, Der F4, Der F5, Der F6, Der F7 etc en
una molécula o complejo molecular de la invencién. Los epitopos de célula T de estos alergenos pueden seleccionarse
por mapeo de epitopos clasico usando clones de células T [24] o usando software moderno de prediccion de HLA Clase
Il tal como el programa Tepitope [25; 26]. Para la molécula o complejo molecular, que puede formularse como vacuna,
no es necesario combinar epitopos de célula T sélo de una Unica fuente de alergeno; al contrario, se prefiere incluir mas
epitopos de célula T obtenidos de diferentes fuentes de alergeno producidos por una o muchas especies diferentes, por
ejemplo, una combinacion de alergenos de acaros del polvo doméstico y de alergenos de polen de hierba, gatos y/o
polen de abedul.

Como un ejemplo para Der P1, la mayoria de los epitopos de célula T puede encontrarse en las secuencias siguientes
101-143 de la proteina madura en el codigo de aminoacidos de 1 letra (SEQ ID No 4):

QSCRRENAQ REGISHYCQL YPPHAHKIRE ALRQFORYCR HYWT
101 o110 124 130 140 143

Especialmente, la secuencia de aminoacidos 101-131 contiene al menos 3 epitopos de célula T, que se unen a varias
moléculas HLA clase |l en el codigo de aminoacidos de 1 letra (SEQ ID No 5):

QSCEREREPHNAQ REFGISHYCOQI YPPHNANEIRE AL
101 110 120 131
La secuencia 107-119 contiene un epitopo de célula T importante que se une a HLA DPw4 asi como HLA DPw5%, Estas

moléculas HLA Clase Il son expresadas por la mayor parte de la poblacion. El epitopo en el cédigo de aminoacidos de 1
letra (SEQ ID No 6):

NAQ RPGISHYCQI
L&7T 110 1149

Otros epitopos de célula T importantes que ademas se comparten entre Der P1 y Der F1 se encuentran en las
secuencias 20-44 y 203-226 de la proteina madura en el cédigo de aminoacidos de 1 letra:

RTVTPIRMQG GCGSCWAFSG VAATE (SEQIDNo 7)
20 - 30 40 44 ‘
y

YDGRTII QRDNGYQPNY HAVNIVGY (SEQ ID No 8)
203 210 220 227

Los ejemplos de epitopos de célula T compartidos entre Der P2 y Der F2 se encuentran en la secuencia 26-44, 89-107 y
102-123

PCIT HRGERPFQLEA VEPEAM (SEQ 1D No 2]
26 30 40 44

E YTWNVPEIAFP ESENVVVT (SEQ ID No 10)
B9 100 107
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ENVUVTVE VMGDDGVLAC AIAT  (SEQID No 11)
102 110 123 127

A partir de los epitopos de célula T mencionados anteriormente de Der P1/F1 y Der P2/F2, se pueden disefiar varias
moléculas o complejos moleculares funcionales, por ejemplo:

Tomando a partir de Der P1 las secuencias siguientes:
QSCREPNAQ RFGISNYCQI YPP (Secuencia A, SEQ ID No 12)
101 110 120

COI YPPNANKIRE AL (SecuenciaB, SEQID No 13)
117 120 130

IRE ALAQPQRYCR HYWT (SecuenciaC, SEQ ID No 14)
127 130 140 143

RTVTPIRMOG GCGSCWAFSG VAATE (SecuenciaD, SEQ IDNo T)
20 30 40 44

YDGRTII QRDNGYQPNY BAVNIVGY (SecuenciaE, SEQ ID No B)
203 210 220 227
Y a partir de Der P2

PCII HRGKFFQLEA VFEAN (SecuenciaF, SEQ ID No 9)
26 30 40 44

K ITWNVEKIAP KSENVVVT (Secuencia G, SEQ ID No 10)
B9 100 107

ENVVVTVK VMGDDGVLAC AIAT (SecuenciaH, SEQID No 11)
102 110 120 123

Se puede disefiar un ADNc con el orden B, A, E, H, G,C, F, Do H, A, D, C, F, G, E, B, pero sera posible cualquier
combinacién posible de las secuencias seleccionadas. El orden preferido de los epitopos se determinara principalmente
tomando como base la eficacia de la expresion de la molécula recombinante completa. También se permiten
duplicaciones de secuencias, por ejemplo, B, B, A, E, E, G, C, G, F, A, D efc. La parte del epitopo de célula T puede
contener también por supuesto los codigos genéticos para péptidos mas cortos o péptidos mas largos para mas y para
menos péptidos, siempre que se incluyan uno o mas epitopos de célula T de uno o mas diferentes alergenos/antigenos.

Los epitopos de otros alergenos tales como Bet V1, Lol P1, Fel d1 con caracteristicas similares se preferiran para la
inclusion en la molécula o complejo molecular segun la invencion.

La invencion también se refiere a un método para tratar enfermedades, especialmente alergias, que comprende
administrar a un sujeto que necesita dicho tratamiento una cantidad profilacticamente o terapéuticamente eficaz de una
molécula o complejo molecular segun la invenciéon para uso como un producto farmacéutico, especialmente como un
agente frente a alergias.

La molécula o complejo molecular puede mezclarse con diluyentes y vehiculos convencionales farmacéuticamente
aceptables y, opcionalmente, otros excipientes y administrarse parenteralmente intravenosamente o entéricamente, por
ejemplo, intramuscularmente y subcutaneamente. Las concentraciones de la molécula o complejo molecular variaran,
por supuesto, dependiendo, entre otros, del compuesto empleado, del tratamiento deseado y de la naturaleza de la
forma.
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Para diferentes indicaciones, las dosis apropiadas variaran, por supuesto, dependiendo, por ejemplo, de la molécula o
complejo molecular usado, del huésped, del modo de aplicacion y de la indicacion pretendida. Sin embargo, en general,
se indica que se obtienen resultados satisfactorios con 1 a 4 vacunaciones en 1-2 afios, pero si es necesario puede
hacerse una vacunacion adicional repetida. Se indica que para estos tratamientos, la molécula o complejo molecular de
la invencion puede administrarse en 2-4 dosis y con un esquema de aplicacion similar al empleado convencionalmente.

Se refiere ademas a una molécula o complejo molecular segun la invencion para uso como un producto farmacéutico,
particularmente para uso en el tratamiento y profilaxis de las alergias.

La composicion farmacéutica preparada segun la presente invencion para uso como formulacién de vacuna puede (pero
no tiene por qué) contener al menos un adyuvante usado comunmente en la formulaciéon de vacunas ademas de la
molécula o complejo molecular. Es posible aumentar la respuesta inmune por dichos adyuvantes. Como ejemplos de
adyuvantes, sin embargo sin estar limitados a éstos, pueden listarse los siguientes: hidroxido de aluminio (gel Alu), QS-
21, Enhanzina, derivados de lipopolisacaridos, Bacillus Calmette Guerin (BCG), preparaciones de liposomas,
formulaciones con antigenos adicionales frente a los que el sistema inmune ya ha producido una respuesta inmune
fuerte, tal como por ejemplo toxoide del tétanos, exotoxina de Pseudomonas, o constituyentes de los virus influenza,
opcionalmente en una preparacion de liposoma, adyuvantes bioldgicos tales como Factor Estimulante de Macrofagos
Granulocitos (GM-CSF), interleuquina 2 (IL-2) o interferén gamma (IFNy). El hidréxido de aluminio es el adyuvante de
vacuna mas preferido.

Resumen de un modo de accién posible de la proteina de fusién segun la invencion:

La proteina de fusion segun la presente invencién, puede formularse en cualquiera de las formulaciones farmacéuticas
aceptables disponibles, pero se formula preferiblemente como una vacuna. La parte de unién a aCD32 de la proteina de
fusion segun la invencidn selecciona las células relevantes. El tomar como diana CD32 en estas células inducira
activamente la internalizacion del receptor mas la proteina de fusién unida y haciendo esto se facilita la interaccion de la
parte de unién a TLR9 de la proteina de fusién con el TLR9, que se expresa en el citoplasma de las células
presentadoras de antigeno relevantes [10; 11].

Como consecuencia de la internalizacién mediada por CD32, el procesamiento y presentacion posteriores de los
epitopos de célula T seleccionados en las moléculas MHC Clase |l, combinado con la activacién especifica de TLR9
citoplasmico en las células presentadoras de antigeno, las células T especificas de alergeno se (re-)programaran para
convertirse en células de memoria Th1. Estas células de memoria Th1 especificas de alergeno induciran posteriormente
la produccion de IgG especifica de alergeno cuando encuentren los mismos epitopos derivados de los alergenos
naturales presentados por células B especificas de alergeno expuestas de forma natural. Estas células Th1 son asi
necesarias para reequilibrar el sistema inmune de la produccién de anticuerpo dominada por IgE a IgG.

Ejemplos:
Los ejemplos siguientes explicaran la presente invencion con mas detalle, sin embargo, sin restringirla.
Ejemplo 1:

Reconocimiento y seleccion de la biblioteca CL humano-fago sobre un péptido TLR-9, por ejemplo, la secuencia 216-240
de la proteina TLR9 madura (SEQ ID No 3) en el codigo de aminoacidos de 1 letra

ANLT ALBVLDVGCON CRRCDHAPHE C
216 220 230 240

Se realizaran 3 rondas de reconocimiento y selecciéon segun protocolos estandar. Brevemente, puede aplicarse el
método siguiente. Se recubren placas de 96 pocillos Maxisorp (Nunc) con el péptido (sintético) que representa parte de
la secuencia del TLR-9. Para el recubrimiento de los péptidos en los pocillos, se afiaden 200 pl de la disolucion siguiente
por pocillo: 0,1M tampén Na-carbonato, pH 9,6, con las concentraciones siguientes del péptido disuelto:

12 ronda de reconocimiento y seleccion: 1 mg/ml péptido TLR-9
22 ronda de reconocimiento y seleccion: 500 pg/ml péptido TLR-9
32 ronda de reconocimiento y seleccién: 100 pg/ml péptido TLR-9

La incubacion es durante 1 hora a 37°C, seguido de bloqueo con 2% leche seca (M-PBS) con 200 pl por pocillo durante
1 hora a temperatura ambiente. Se deja que la biblioteca de exposicion en superficie de fago reaccione con el péptido
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unido afiadiendo 100 pl de suspension de fago y 100 ul de 4% leche seca (M-PBS), seguido de incubacion durante 45
minutos con agitacion y durante 90 minutos sin agitacién a temperatura ambiente. Las particulas de fago no unidas se
eliminan por lavado como sigue. Después de la 12 ronda de reconocimiento y seleccion: 10 x 300 ul T-PBS, 5 x 300 pl
PBS; después de la 22 ronda de reconocimiento y seleccion: 15 x 300 ul T-PBS, 10 x 300 ul PBS; después de la 32 ronda
de reconocimiento y seleccion: 20 x 300 ul T-PBS, 20 x 300 ul PBS. La elucion de las particulas de fago unidas se
realiza afiadiendo 200 pl por pocillo de 0,1 M glicina, pH 2,2, e incubacion con agitacion durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, la suspension de fagos se neutraliza por adicion de 60 ul 2M Tris-Base, seguido
de infeccion en células TG1 de E. coli por mezclado de 10 ml de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago
eluido e incubacion durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, las bacterias infectadas se plaquean en medio TYE con 1%
glucosa y 100 pg/ml Ampicilina, y se incuba a 30°C toda la noche.

Ejemplo 2:
Clonacién de los clones seleccionados de mutantes CL humanos seleccionados frente a TLR-9 para expresion soluble

El ADN de fagémido del fago seleccionado a través de las 3 rondas de reconocimiento y seleccién se aisla con una midi-
prep. EI ADN que codifica las regiones CL mutadas se amplifica por lotes por PCR y se clona Ncol-Notl en el vector
pNOTBAD/Myc-His, que es el vector de expresion de E. coli pPBAD/Myc-His (Invitrogen) con un sitio de restriccion Notl
insertado para facilitar la clonacién. Las construcmones ligadas se transforman en células LMG194 de E. coli (Invitrogen)
con electroporacion, y se crecen a 30°C en medio TYE con 1% glucosa y ampicilina toda la noche Los clones
seleccionados se inoculan en 200 pl de medio 2xYT con ampicilina, se crecen toda la noche a 30°C y se inducen
afadiendo L-arabinosa hasta una concentracién final de 0,1%. Después de la expresién a 16 C toda la noche, las
células se recogen por centrifugacion y se tratan con 100 ul de tampdn Na-borato, pH 8,0 a 4°C toda la noche para la
preparacion de extractos periplasmicos. Se usaron 50 pl de extractos periplasmicos en ELISA (véase mas adelante).

Ejemplo 3: ELISA de mutantes CL humanos seleccionados frente a TLR-9
Se ensayan clones seleccionados para unién especifica al péptido TLR-9 por ELISA.

Recubrimiento: Placa de mlcrotltuIaC|on (NUNC, Maxisorp), 100 pl por pocillo, 20 pg péptido TLR-9/ml 0,1 M tampdn Na-
carbonato, pH 9,6, 1Th a 37°C

Lavado: 3 x 200 pl PBS

Bloqueo: 1% BSA-PBS, 1h a RT

Lavado: 3 x 200 pl PBS

Unidn extracto periplasmico: 50 pl extracto periplasmico

50 pl 2% BSA-PBS, a temperatura ambiente toda la noche

Lavado: 3 x 200 pl PBS

1% anticuerpo: anti-His4 (Qiagen), 1:1.000 en 1% BSA-PBS, 90 min a RT, 100 ul por pocillo
Lavado: 3 x 200 pl PBS

2° anticuerpo: antiraton de cabra*HRP (SIGMA), 1:1.000 en 1% BSA-PBS, 90 min a RT, 100 pl por pocillo
Lavado: 3 x 200 pl PBS

Deteccion: 3 mg/ml OPD en tampon Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 pl 30% H202

Parada: 100 ml 3M H2S04

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Los clones que proporcionan una sefal alta en este primer ELISA preliminar se cultivan en un volumen de 20 ml en las
mismas condiciones que las descritas anteriormente. Sus extractos periplasmicos se aislan en 1/20 del volumen de
cultivo como se ha descrito anteriormente y se ensayan con ELISA (como se ha descrito anteriormente) para
confirmacion.
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Ejemplo 4: Clonacién de los dominios variables anti-CD32 a partir de HB-217

El ARNm se aisla de la linea celular HB-217 (ATCC, anticuerpo antiCD32 IV.3) y se usa para preparar ADNc segun los
protocolos rutinarios establecidos. El ADNc se usa adicionalmente como un molde para amplificar las regiones de los
genes que codifican la cadena ligera y pesada del fragmento Fab del anticuerpo 1V.3 respectivamente. Los cebadores de
PCR aguas arriba, que ceban desde del extremo 5' de las regiones variables, usados para esta amplificacion, se
obtienen de las secuencias publicadas de regiones variables de raton (IMGT, el sistema de informacion internacional
ImMunoGeneTics® http://imgt.cines.fr). Como cebadores aguas arriba se usan cebadores degenerados y/o mezclas de
diferentes cebadores. Los cebadores aguas abajo se disefian de manera que ceben desde el extremo 3' de los dominios
CL o CH1 respectivamente.

En una etapa siguiente, el dominio CL del anticuerpo IV.3 se retira y se reemplaza por un dominio CL seleccionado
modificado por tecnologia SMID que tiene afinidad de union para TLR9, y que se selecciona como se ha descrito
anteriormente en los ejemplos 1-3. Para este reemplazo, puede usarse PCR superpuesta segun protocolos estandar.
Alternativamente, para unir VL al CL modificado por SMID, puede usarse un unico sitio de corte de restriccién que bien
es natural en la secuencia o se introduce artificialmente por mutagénesis dirigida a sitio (como una mutacion silenciosa
que no cambia la secuencia de aminoécidos). Por ejemplo, puede generarse un sitio BstAPI en la region bisagra entre
VL y CL cambiando la secuencia de:

K.oR.. A DA A B.T.¥W $.1T Fu (SEQID No65).
ARACGEECTEGATECTGURCCAROTETATCCARCTTIC {SEQ 1D No 68)

a
K R A D A & P T ¥V &5 I F (SEQ 1D No 65}
ARBCGELUAGATOCTGCACCRRCTGTATCCRTCTTC (SEQ 1D No 15}

el sitio BstAPI creado de nuevas esta resaltado en la secuencia anterior. La nueva secuencia se introduce en las
regiones codificadoras amplificando la parte VL y la parte CL respectivamente con cebadores de PCR disefiados de
manera apropiada, cortando los productos de PCR con BstAPI, ligandolos y amplificando el producto completo de
ligacion resultante con cebadores de PCR como se usaron inicialmente para amplificar la parte de cadena ligera original
del fragmento Fab.

Para la expresion del fragmento Fab modificado, los genes que codifican las cadenas pesada y ligera se clonan
posteriormente en vectores de expresion apropiados, o conjuntamente en un vector de expresiéon que permite la
expresion de los dos genes independientes. Como un sistema de expresién, pueden usarse células bacterianas, de
levadura, animales o cualquier otro sistema de expresion adecuado. Para este ejemplo aqui, se mostrara la expresion de
un vector en la levadura metilotréfica Pichia pastoris:

La parte de cadena ligera del fragmento de PCR modificado se clona EcoRI/Kpnl en el vector de expresion de Pichia
pastoris pPICZalphaA en el marco de lectura correcto de manera que se fusiona funcionalmente con la secuencia sefial
de secrecion del factor alfa proporcionada por el vector. De manera similar, la parte de cadena pesada del fragmento
Fab se clona en pPICZalphaA. Con el fin de preparar los insertos para este procedimiento de clonacion, se usan
cebadores de PCR disefiados de manera apropiada que unen los sitios de restriccion necesarios a los genes. En los
extremos 3' de ambas regiones codificadoras, tiene que insertarse un codon de parada y proporcionado también por los
cebadores de PCR. El casete de expresion de la cadena ligera se corta del vector con las enzimas de restriccion Bglll y
BamHI y los extremos del ADN se hacen romos por tratamiento con fragmento Klenow de ADN polimerasa. El vector que
contiene la parte de cadena pesada del Fab insertada se abre por una digestién parcial con la enzima de restriccion
Bglll, el ADN se hace romo por tratamiento con fragmento Klenow de ADN polimerasa y se inserta el casete de
expresion que codifica la parte de cadena ligera. La digestion parcial del vector de cadena pesada es necesaria ya que el
gen de cadena pesada insertado contiene un sitio Bglll. Para el cribado de la construccion final, debe tenerse cuidado de
que este sitio Bglll interno haya permanecido intacto. La construccion final tiene un sitio Pmel que se usa para linearizar
la construccion antes de la transformacion en Pichia Pastoris. Esta linearizacion es ventajosa para la integracion eficaz
del vector de expresion en el genoma del huésped por recombinacion homologa. Pichia pastoris se transforma con el
vector de expresion linearizado usando electroporacion, los clones transformados se seleccionan con el antibiético
Zeocina para el que el vector confiere resistencia y los sobrenadantes de los clones tomados al azar se criban para
expresion de la construccion Fab después de inducir la expresion con metanol. Para el cribado, por ejemplo, puede
usarse un ELISA especifico de Fab. La produccion de la proteina recombinante se consigue cultivando el clon de Pichia
transformado seleccionado en una escala mayor, preferiblemente en matraces agitados o en un fermentador, induciendo
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la expresion por adicion de metanol y purificando la proteina recombinante por un método cromatografico. Para estas
Ultimas etapas, se usan protocolos rutinarios.

Ejemplo 5: Clonacién de los epitopos de célula T derivados de DerP11/F1 y Der P2/F2:

La combinacién de los epitopos de célula T seleccionados formados por las secuencias B, A, E, H, G, C, F, D es como
sigue (SEQ ID No 16):

COIYEPNANKIREAL OSCRRPNAQRFGISNYCQIYPP YDGRTIIQRDNGYQOPNYHAVNI
(Seq: B) (Seq. A) (Seq. E)
VGY ENVVVIVKVMGDDGVLACAIAT KYXTWNVPKIAPKSENVVVT IREALAQPORYCRH
{Seq. H) : {SBeg. G} {Seg. O
YW? PCIIHRGKPFQLEAVFEAN RIVIPIRMOGGCGSCWAFSGVAATE
{Beg. ¥} » {Beg. D}

Con el fin de construir un gen sintético que codifica esta secuencia de aminoacidos, puede usarse traduccion inversa in
silico. Existen programas informaticos disponibles para este proposito, tales como por ejemplo, DNAWORKS
(http://molbio.info.nih.gov/dnaworks/). Con el fin de clonar el gen sintético que codifica los epitopos en marco con el gen
que codifica la parte de cadena pesada del marco, se seleccionan dos sitios de restriccién que no cortan en esta region
codificadora ni en el vector pPICZalphaA. Por ejemplo, para este propodsito pueden usarse Acclll y Spel. Estos dos sitios
de restricciéon se unen al gen que codifica la parte de cadena pesada del Fab usando cebadores de PCR disefiados de
manera apropiada para el procedimiento de clonacién como se ha descrito anteriormente. Ademas, debe tenerse
cuidado de no tener un codén de parada al final de la region codificadora de la parte de cadena pesada del Fab, ya que
el coddn de parada sera proporcionado en el extremo 3' del gen sintético que codifica los epitopos. De nuevo, esta
construccién con los dos sitios de restriccion adicionales localizados en su extremo 3' se clona EcoRI/Kpnl en el vector
de expresion de Pichia pastoris pPICZalphaA. La construccion se abre con las enzimas de restriccion Acclll y Spel y se
inserta el inserto que codifica los epitopos. Este inserto se genera como sigue:

La secuencia de aminoacidos elegida
COIYPPNAMEIREAL  QSCRRPNAQRFGISNYCQIYPF YDGRITIICRDNGYOPHYHAVH
IVGY ENVVVIVEVMGDDGVLACATAT EYTWNVEKIAPUSENVYYT ITREALAQPURYC

BHYWT PCIIHROEPFQLEAVEERAN RIVIPIRMRGGUGSUWAFIGVAATE {SEQ 1 No
16)

junto con los sitios de restriccion elegidos, en este ejemplo Acclll en el extremo 5'y Spel en el extremo 3', se usan como
entrada en el programa informatico disponible publicamente DNAWORKS. Ademas, se afiade un codon de parada entre
el final de la secuencia del epitopo y el sitio Spel.

Los parametros que usa el programa para disefiar los oligonucledtidos estan a la izquierda de los valores estandar
propuestos y se instruye al programa para evitar las secuencias de los sitios de restriccion que son necesarias para las
etapas de clonacion y transformacion, tales como Acclll, Spel y Pmel.

Acclll: tccgga
Spel: actagt
Pmel: gtttaaac

DNAWORKS genera un conjunto de oligonucleétidos que se superponen y que representan ambas cadenas de las
regiones codificadoras deseadas.

Por ejemplo, se genera el conjunto siguiente de 24 oligonucledtidos, a partir del que se genera el gen sintético que
codifica los epitopos de alergeno:
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TCCGGATGCCAAATTTACCCGCCARRACG ...

AGCCTCTCTGATCTTGTTCGCGTTTGGCGGGTRARTTTGG
CGAACARGATCAGAGRAGGCTTTGCARTCTTGCAGGAGGCC
TATGCCGAATCTCTGCGCATTGGGCCTCCTGCAAGATTEC
GCGCAGAGATTCGGCBTATCCAﬁCTACTGCCHGHTCTHCC
GTACGCCCATCGTATGGGGGGTAGATCTGGCAGTAGTTGG
CCCATACGATGGGCGTACAATCATACAGCGTGATARCGGC

L =l & n s W R

GCGTGETAGTTAGGCTGATAGCCGTTATCACGCTGTATGA

o

TATCAGCCTAACTACCACGCCGTGAACATCGTCGGCTACG
10 TCﬁCHGTHACCACGACRTTCTCGTﬁGCCGﬂEGATGTTChC
11 AGAATGTCGTGGTTACTGTGAAGGTAATGGGCGATGACGG
12 HGCTHTGGCGCHHGCTRGHACCECGTCHTCGCCCRTTHCC
13 TCTAGCTTGCGCCATAGCTACCAAGTACACTTGGAACGTA
14 TTTTCGGCGCAHTTTTGGGTACGTTCCAAGTGTACTTGGT
15 CCCRARATTGCGCCGAAMAGTGARARACGTCGTAGTGACCA
16 TGAGCCAATGCCTCCCTTATGGTCACTACGACGTTTTCAC
17 AGGGAGGCATTGGCTCAACCTCAAAGATACTGCAGACACT
18 TTATGCAGGGCGTCCAGTAGTGTCTGCAGTATCTTTGAGSE
19 ACTGGACGCCCTGCATAATCCACCGTGGTARACCCTTTCA

20 CTTCGAACACTGCCTCAAGTTGAAAGGGTTTACCACGGTS
21 ACTTGAGGCAGTGTTCGAAGCTAACAGGACGETAACGCCA
22 CCGCRCCCACCTTGCATACGAATTGGCGTTACCGTCCTGT
23 TGCARGGTGGETGCGGGTCTTGTTGGGCTTTTTCTGGTGT

24 ACTAGTTTATTCAGTAGCAGCCACACCAGAARALGCCCARCAH

Estos 24 oligonucleétidos se disuelven, se mezclan entre si, se hierven durante varios minutos y se enfrian hasta
temperatura ambiente lentamente para permitir la hibridacion. En etapas posteriores de PCR, usando grandes
cantidades de los dos cebadores flanqueantes (cebadores #1 y #24), el gen hibridado se amplifica, el producto de PCR
se escinde con las enzimas de restriccion elegidas (Acclll y Spel en este ejemplo) y se clonan en el vector de expresion
como se ha descrito anteriormente, que contiene como un inserto el gen que codifica la parte de cadena pesada del Fab
modificado. La preparacion del vector de expresion final que contiene ambas cadenas, la transformacion de Pichia
pastoris, la seleccion de los clones y el cribado para clones productores se hace como se ha descrito anteriormente. La
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42(SEQ ID No 40)

expresion y purificacion de la proteina recombinante se realiza segun protocolos estandar.

Ejemplo 6

Fusién de VH y VL del anticuerpo anti-CD32 1V.3 fusiéon con dominios CH3 anti-TLR9 (SMIDS)

Todo el modelado molecular se hizo con Swiss-PdbViewer 3.7 (http://swissmodel.expasy.org/spdbv/)
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Como un modelo de homologia para un fragmento Fab de ratén, se usa el archivo de estructura 2BRR.pdb del Banco de
Datos de Proteinas (www.pdb.org) y se usa 10Q0O.pdb como una fuente para la estructura de un dominio CH3 de IgG
humano.

Los modelos moleculares de VH y VL del anticuerpo 1V.3 se preparan con el "modo de primera aproximacion" de
Swissmodel http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html) usando las secuencias de aminoacidos de VH y VL
respectivamente.

Usando la funcién de "ajuste magico" del Swiss-PdbViewer, se ajustan dos copias de la estructura del dominio CH3 de
10QO0.pdb en el dominio CH1 y el CL respectivamente de 2BRR.pdb. Posteriormente, los modelos moleculares de VH y
VL de IV.3 respectivamente se ajustan (de nuevo usando "ajuste magico") en VH y VL de 2BRR.pdb.

Para la construccion de una proteina semejante a Fab en la que CH1 y CL se reemplazan ambos por un dominio CH3,
es necesario decidir en qué punto la secuencia de VH deberia terminar y conectarse con la secuencia de CH3, y en qué
punto la secuencia de VL deberia terminar y conectarse con la secuencia de CH3. Para ambas construcciones, se elige
un punto en el que la cadena principal de las estructuras superpuestas y modelos (véase anteriormente) muestra una
superposicion optima.

Para la cadena ligera, se encontré que la secuencia hasta Ala114 (numeracion de 2BRR.pdb) se usara y se conectara a
Pro343 (numeracion de 10QO.pdb) del dominio CH3. El punto de conexién entre estas dos secuencias se lee por lo
tanto como sigue (la parte VL esta subrayada):

---Lys112 — Arg113-Ala114-Pro343-Arg344-Glu34s - -

Con el fin de permitir la union de las dos secuencias codificadoras usando sitios de enzimas de restriccion y ligacion de
ADN, la secuencia cercana al punto de conexiéon se cambia por una mutacion silenciosa para introducir un unico sitio
Xhol (ctcgag, subrayado) como sigue:

K R & P R E (SEQ ID No 41)

AAACGGGUTCCTCGAGAR {(SEQ 1D No 42
Para la insercion posterior de los epitopos de alergeno, se introduce un sitio Ascl (ggcgcgcec) justo antes del codon de
parada de la construccién mas una base extra para el mantenimiento del marco de lectura:

ggg ¢gc goo
Gly Arg Ala

Ademas, para la clonacién en el vector de expresion pPICZalphaA (sistema de expresion de Pichia pastoris, Invitrogen),
se afiade un sitio EcoRI (gaattc) en el extremo 5' (N-terminal) y un sitio Kpnl (ggtacc) en el extremo 3' (C-terminal) de la
construccion.

El dominio CH3 que se va a fusionar con VH y VL respectivamente seleccionado como parte de la construccion puede
ser un dominio CH3 de IgG humano de tipo salvaje que puede servir como un control negativo o un dominio CH3
preparado previamente por ingenieria por tecnologia SMID y seleccionado para unirse especificamente a TLR9. En este
ejemplo aqui, la secuencia del clon A23, que se une especificamente a TLR9 y que se ha descrito en la solicitud de
patente PCT/EP2006/050059 se fusiona tanto con VH como VL.

Por lo tanto, la secuencia completa de la proteina de fusién VL-CHS3 tiene la secuencia de aminoacidos siguiente (la
parte VL esta subrayada), (SEQ ID No 43):

DIVMIQAAPS YEVTEGESVS ISCHRESKESLL HINGHTYLHN FLORPGOS PO
LLIYREMBVLIA SGVPDRISGS GRGTAFTLST SEVEAEDVGY FYCHMOHLEYP
LIFGAGTELE LERAPREPOV YTLPPERDEL SIAQVELICL VEGEFYPSDIA
YEWESNGQPE HEYHTTPPVL DEDGREFLYS KLTVLGRRWT LGHVEBRCEV
HEALHNHYTQ KELELEPGKE

Secuencia de acido nucleico de la proteina de fusion VL-CH3 (los sitios de restriccion estan subrayados), (SEQ ID No

44);
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gaattoGACH TTGTGATGAC CCAGGCTGCA CCCTCTGTAC CTGTCACTCC
TGGAGAGTCA GTATCCATCT CCTGCAGGTC TAGTAAGAGT CTCCTGCATA
CTRATGﬁﬁAA CACTTACTTG CATTGGTTCC TACAGAGGCC AGGCCAGTCT
CCTCRAGCTCC TGATATATCG GATGTCCGTC CTTGCCTCAG GAGTCCCAGR
CAGGTTCAGT GGCAGTGGGT CAGGARCTGC TTTCACACTG AGCATCAGTA
GAGTGGAGGC TGAGGATGTG GGTGTTTTTT ACTGTATGCA ACATCTAGAR
TATCCGCTCA CGTTCGGTGC TGGGACCARAG CTGGAACTGA ARCGGGCTCC
TCGAGAACCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAC GAGCTCGGCA
TCGCGCAAGT CAGCCTGACC TGCCTGETCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC
ATCGCCGTGE BGTGGGAGAG CAACGGGCAG CCGGAGRACH ACTARCARAGAC
CACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGRACGGCTC TTTCTTCCTC TACAGCRAGC
TTACCGTGTT GGGCCG CéI.GG TGGACCCTGEG GGAACGTCTT CTCATGCTCC
GTGATGCATG AGGCTCTGCA CARCCACTAC ACACAGAAGA GCCTCTCCCT
GTCTCCGGET ARRTGAgUYC goegocoggtac (o4

Para la cadena pesada, se encontré que la secuencia hasta Thr123 (numeracién de 2BRR.pdb) deberia usarse y
conectarse a Arg344 (numeracion de 10Q0.pdb) del dominio CH3. El punto de conexion entre estas dos secuencias se

lee por lo tanto como sigue (la parte VH esta subrayada):

---Ala121 — Lys122 — Thr123 — Arg344 — Glu345 — Pro346 - - -

Con el fin de permitir la union de las dos secuencias codificadoras usando sitios de enzimas de restriccion y ligacion de
ADN, la secuencia cercana al punto de conexiéon se cambié por una mutacion silenciosa para introducir un unico sitio

Xhol (ctcgag, subrayado) como sigue:

A E T R E P

GCCARARCTCGAGRACCA

(SEQ ID No 45)
(SEQ ID No 46)

Ademas, para la clonacién en el vector de expresion pPICZalphaA (sistema de expresion de Pichia pastoris, Invitrogen),
se afade un sitio EcoRI (gaattc) en el extremo 5' (N-terminal) y un sitio Xbal (tctaga) al extremo 3' (C-terminal) de la
construccion. No se afiade ningun codon de parada a esta secuencia y el sitio Xbal se pone en el marco de lectura
correcto de manera que se fusiona la construccion a la etiqueta Hexa-His proporcionada por el vector para la purificacion
posterior de la proteina usando cromatografia de afinidad con metal inmovilizado.

Por lo tanto, la secuencia completa de la proteina de fusion VH-CH3 tiene la secuencia de aminoacidos siguiente (la
parte VH esta subrayada), (SEQ ID No 47):

EVQLOQSGPE LEMPGETVET SCHASCYTET NYCMNWVEOGS PORCTHWMGH
LHTYTCESTY PODPRCRFAF SSETSRETAY LOTHHLENED MATYFCARCD
LGYDDPLEYW GOGTEVIVES AETREPQVYT LPPSRDELGL AQVSLICLVK
GEYPEDIAVE VESHNGOPENY YETTPPVLOE DOSFFLYSKL TVLGREWTLG
NVESCSVMHE ALHNHYTORS LELSPGKSLE QRLIBEEDLN SAVDHHHHHH:

Secuencia de &cido nucleico de la proteina de fusion VH-CH3 (los sitios de restriccion estan subrayados), (SEQ ID No
48):
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GUAGTCOTGGA

CCTGAGUTGA AGARGCUCTGE

GUARAGGUTTC TGEGTATACT TICACAARCT
CAGGUTCCAG GARAGGGTTT AARGTGGATG
THHAGARGTCA ATATATCOTS ATGAUTTCAA
COOGRARLCTC TECCRECALT GUUTATTTGC
BGATCRACAR CCTCARAAAT GAGGACATSGG CTACATATTT CTGTGCRAGA
GOGGACTATG GUTACGRCGE CCOTTTGGAC TACTGLGGGTO ARGGRACLTL
AGTCRCOGTC TCCTCAGCCA AARLTLGAGA ACCRUAGGTSL TACALCCOTSC
CCCCATCCCG GGACGAGCTC GGCATCGCGC AAGTCAGCCT GACCTGLCTS
GTCBRAAGECT TUTATCCCAL COACRTCOGCC GTCCAGTGESG AGRGUAACEE
GUAGUCGGAG BACRACTACA AGACCACGUC TCCCETGROTG GAUTCUGACG
GUTCTTTOTT COTCTACAGT RRGUITACCG TOTTGGELOS CAGOTEGACC
CTGLGGARCG TCTTUTCATS CTCCOTGATGE CATGAGGUTIC TGUACAALCA
CTACACATAG ARAGCAGCCTICT CCUTGICTCC GOOTAARTCT CTRGARCARA
ARCTCATUTC AGRAGRGGRT CTGAATAGLG CCGTCGACCA TCOATCATCART
CATCATTGA

Plan de clonacién detallado

AGRGRUADTC RAGATUTCL

AETGGAATGAR CTGGGTGARG
GGCTGOTTAA ACACCTACAC
GUGALUGHTTYT GUUITCICTT

Cadena pesada:

La region VH del anticuerpo 1V.3 se amplifica por PCR con cebadores 4.3HupEco y 4.3HdownXho y posteriormente se
digiere con EcoRI y Xhol. El clon de CH3 A23 preparado por ingenieria por SMID se amplifica por PCR con los
cebadores CH3upXhoA y CH3XBA2 y posteriormente se digiere con Xhol y Xbal. La secuencia de VH y la secuencia de
CH3 se ligan entre si a través del sitio Xhol y se ligan en pPICZalphaA (Invitrogen), que se ha digerido previamente con
EcoRly Xbal. El vector resultante se denomina pPICHA23.

LISTA DE CEBADORES:
4. IHUPECO cagagaattc gaggttcage trcageagte {SEQID No 49)
4. 3HDOWNZXHO  gatgetcgag ttttggoetga ggagacggtg  (SEQ D No 50)
CHIUPXHOR aaaactogag ascoaoaggt gtacacoctg co [(SEQ D No 81
CHIXBAZ actgatotag acotitacod GUAQATasy agag (SEQ ID
No 52) | |

Cadena ligera:

La region VL del anticuerpo IV.3 se amplifica por PCR con cebadores 4.3LupEco y 4.3LdownXho y posteriormente se
digiere con EcoRI y Xhol. El clon de CH3 A23 preparado por ingenieria por SMID se amplifica por PCR con los
cebadores CH3upXhoB y CH3StopKpn y posteriormente se digiere con Xhol y Kpnl. La secuencia de VL y la secuencia
de CH3 se ligan entre si a través del sitio Xhol y se ligan en pPICZalphaA (Invitrogen), que se ha digerido previamente
con EcoRlI y Kpnl. El vector resultante se denomina pPICLA23.

LISTA DE CEBADORES:
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4, 3LUFECO gatagaattc gacatigtga tgacccagge tg (SEQ D No 53)
4.3LDOWNXHO  attactcgag gagcccegttt cagttecage t  (SEQ ID No 54)
CHIUPXHOB getectegag aaccacaggt gtacaccctg oo (SEQID No §5)
CHISTOPKPH acgtgglace Loagyegoge cotitadcooy gagacaggaa gag
{SEQ ID No 56)

Combinacion de los dos casetes de expresiéon en un vector

El casete de cadena ligera se corta con Bglll (pos. 1) y BamHI (pos. 2319) de pPICLA23 (4235 pb) y el fragmento de
2319 pb se purifica mediante electroforesis preparativa en gel. El fragmento de 1916 pb se desecha. El vector pPICHA23
(4219 pb) se digiere con BamHI y se inserta el fragmento de 2319 pb purificado previamente de pPICLA23. El vector de
expresion de Pichia pastoris resultante, que porta dos casetes de expresién, uno para la proteina de fusion VL-CH3 y
uno para la proteina de fusion VH-CH3, se criba de manera que ambos insertos tengan la misma direccion de
transcripcion. El vector resultante pPICHLA23 (6537 pb) se lineariza antes de transformacién en Pichia pastoris, por
ejemplo, con BamHI o con BssS|, se transforma en Pichia pastoris por electroporacion y se seleccionan transformantes
positivos con Zeocina. Se criban varios clones para la expresion de la proteina recombinante. Se selecciona un clon para
la produccion a gran escala y la proteina de fusion recombinante se purifica por cromatografia de afinidad con metal
inmovilizado usando procedimientos estandar. Toda la manipulacion, cultivo y expresiéon en Pichia se realiza siguiendo
protocolos estandar (Invitrogen).

Insercion de los epitopos de alergeno en el vector pPICHLA23 y expresion de la proteina de fusién recombinante

La secuencia que codifica los epitopos de alergeno como se describe en el ejemplo 5 se inserta en el vector pPICHLA23
como sigue:

El vector se digiere con Ascl (4174-4182) lo que da lugar a su linearizacion. En este sitio Ascl, se inserta la secuencia de
ADN que codifica los epitopos de alergeno. La secuencia que codifica los epitopos de alergeno se amplifica con los
cebadores EpiTLR1 y EpiTLR2 con el fin de unir los sitios Ascl a ambos extremos de la secuencia.

Lista de cebadores

EpiTLR1 TAARGGGCGC GCCTCCGGAT GCCAAATTTA CC
(SEQ 1D No 57)

EpiTLR2 TRCCTCAGGC GCGCCTTATT CAGTAGCAGC CACAC
(SEQ 1D No 58)

El producto de PCR resultante se digiere con Ascl y se liga en el vector previamente digerido. El vector resultante se
denomina pHLA23EP (7046 pb). La transformacion de Pichia, expresion y purificacién de la proteina de fusion
recombinante se realiza como se ha descrito anteriormente para la construccidén que no tiene epitopos insertados.

VL del anticuerpo IV.3:

secuencia de aminoéacidos:

DIVMTOAAPS VPVTPGESVS IS5CRSSKSLL HTNGNTYLHEW FLORPGOSPQ
LLIYRMSVLA SGQVPDRFSGS (GIGTAFTLEI SRVEREDVGY EYCMOHLEYR
LTFGAGTKLE LERA  {SEQ 1D No 59)

secuencia de acido nucleico:
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GRCRTTCTGA
GTCAGTATCC
GURACACTTA
CTCCTGATAT
CAGTGGCAGT
AGECTGAGGA

CTCACETICE

TCALCTAGGT
ATCTCOTGOA
CTTGCATTGE
ATCGGATGTC
GOLETCAGGAA

ES 2483615713

TGUACCUTCY
GGTCTAGTAR
TECCTACAGH
LETCCTTGUC
CTGUTTTCAC

TETOCLTETT

GEGOTGGGAC

VH del anticuerpo IV.3:

secuencia de aminoacidos:

EVOLOQSGPE
LNTYTGESIY
YGYDDPLOYW

LEKPGETVRI
PODERGREAF

GLGTEVIVES

secuencia de acido nucleico:

GRGETTCAGC
BOTCARAGATC
TGAACTGGGT
TTARACACCT
GTTTGCCTTC
ACAACCTCAR
TATGGTTACG
CGTCTCCTCA

Vector de expresion final pPICHCLA23.seq (SEQ ID No 63) que contiene regiones de unién a TLR9 y CD32

6537 pb

TTCAGCAGTC

TYTTACTOTA
CRAGOTGGRA

AKT

TGEACCTEAG

TCETGCARGE
GAAGCAGGCT
ACACTGGAGA
TCTTCGGARRD
AAATGAGGAC
ACGACCCTTT
GCCAARAACK

TCTGGETA
CCAGGARAGG
GTCAATATAT
CCTCTGCCAG
ATGGCTACAT
GGACTACTGG

L

SUKASGYTFY
SSETHABTAY

{(SEQ 1D No 61)

GTACCTGTCA
GRGTCTCCTS
GGCUAGGCCA
TCAGGAGTCC
ACTGAGCATC
TGCAACATCT
CTGRAACGEE

CTGARGARRGC
TACCTTCACA
GTTTAARGTG
CCTGATGACT
CACTGCCTAT
ATTTCTGTGC
GGTCARAGGARA

(SEQ ID No 62)

22

HYGMHEVEQA
LOTHNLENED

CTCOTERAGA
CATARCTAATG
GICTCCTCAs
CAGATAGETT
AGTAGAGTGG
AGBATATCCG
o

CTGGAGRGRE
RBRACTRTGGRA

'GATGGGCTGG

TCARGGGACG
TTGCAGATCHA
AAGAGGGGAC
CCTCRGTCAC

{SEQ ID No 60}

POEGLEWMGHW
MATYFCRRGD



agatctaaca tccaaagacyg

61

gteccattete acacataagt

I 3
tgcaaacgea
181
agcccagtta
241
acaccatgac
301
tttocgaatg
3el
agtgtggggt
421
gtettggaac
481
ttgaaatgot
541
‘ctbgtttggr
601
ctctatcget
661
ttttggatga
721
goctgatageo
781

atataaacag

ggacctocac

ttgggotiga

tttattagcoc

caacaagqctc

caaatagttt

ctaatatgac

aacggccagt

atCgattgac

tctgaaccoo

ttatgcattyg

taacgttcat

aaggaagctg

tocctottcte

ttggagotog

tgtctatcct

cgcattacac

catgttooces

aaaagcgtga

tggtcaaaaa

gaatgotcaa

ggtgoacctg
tctoccacatt
gatcaaaatt

coctgtotta

ES 2483 615 T3

ctocaacacco
ctcattccaa
ggoocccctyg
cogaacateca
aaatggcééa
tetcatccaa
gaaacttcoca
aaataatctc
tgocgaaacg
gtafgctfcc
taackbgttct

aacctttttt

23

actrttgoca
ttococttotat
gogaggttca
ctccégatqa
aaactgacag
gatgaactaa
aaagtoggoa
attaatgctt
caaatgggga
aagattcotgg
sacccctact

tetatcatca

aaaggttgaa tgaaaccttt ttgocatcocg acatccacag

gCccaaacgoa acaggagggog atacactago agoagacogt

tcgaaaaace’

taggotacta

tgtttgttta

gggotitotg

tttaaacget

gtttggtteg

taccgtttgt

ageogeagtot

aacacccgct

tgggaatact

tgacagcaat

ttattagett



841

actttcataa ttgogactgg ttccaattga
201

caacttgaga agatcaaaaa acaactaatt
961

tactgotgtt ttattcgoag catcotooge
1021

agatgaaacg gcacaaattc cggctgaage
1081

tttogatgtt getgttttge cattttoccaa
1141
tactactatt gcocagoattg ctgctasaga
1201

tgaagctgaa ttcgaggttc agottcagea
lze6l

gacagtcaag atctcocctgea aggcttotgg
1321

ggtgaagcag gctocaggaa :agggtttaaa
1381
agagtcaata tatcctgatg acttocaaggg
1441
cagcactgoc tatttgcaga tcaacaacct
1501

tgcaagaggg gactatggtt acgacgaccc
1561 '
caccgtctccttcagccaaaa ctocgagaacco
1621
tgagotggge atocgogeaag bcagoctgac
1661 '
catcgocogtg gagtgggaga gcaacgggoa
1741

cgtgotggac toogacggot ctttottoct
1801

gtggaccotg gggaacgtot totcatgote
1861
cacgoagaag agoctctoooe tgtoctooggg
1921
agaggatctg aatagogoog togaccatca
1981

acatgactgt toctcagttoc aagttgggea
2041

aatcaagagg

atgtcagaat goccatttgoco

ES 2 483

caagcttttg
attcgaaacg
attagotget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
gtctggacctl
gtatacctte
gtggatgggc:
acggtttgec
caaaaatgag
tttggaetac
acaggtgtac
chgoctgges
gocoggagaac
ctacagcaag
cgkgatgeat
taaatctcta
tcatcateat
cttacgagaa

tgagagatge

615 T3

attttaacga
atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctoctogaga
gagctgaaga
acaaaﬁtatg
Lggrtaaaca
tthtttcgg
gacatgécta
tggggtcaag
acococtgoooo
aaaggerrct
aactacaaga
cttacocgtgt
gaggoteotge
gaacaaaaac
cattgagbtt
gaccggtoble

aggcttoatt

24

cttttaacga
cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataé%
aaagagaggc
agocotggaga
gaatgaacty
coctacactgg
aaacctotgo
catatttctg
gaacctcagt
catococoggga
atcccagoga

ccacgectoee

_tggge:gcag

acaaccacta

tcatctcaga

gtagccttag

gcrtagattet

tttgatactt



230%
Etttatbbgr
2181
gorigotoot
2221
astoattoga
28l
taagtgagac
2341
LLLgooata
2401
ggatacacta
2461
segoctttLon
2521
HEBRLTOOTTOT
2581
cagogaggtt
2641
maRctoragat
2T0L
casaachgas
2IBE
gagatganct
2831
caaRagtogy
2883
toattaatgo
2941
sécaaatggg
3003
coREgEtLOE
3081
stascooota
4171
tiittatcat
ALEL
bysttitaa
3243
ogabgagatl
3301
CLocagicas

ascctatats

GELCAGOCTE

grobgatgry

crhooTLogy

S E T Sl

GORGCAGASD

catogasaas

sttaggotas

catattights

gagggottie
AYELLEEALG
aagtrhggry
catacogrue
ttagogoagt
gagacaccoy
GItgagaata
oLEgacagns
CAtLATLAGE
gactittasc
oot ToaEatt

cactataaca

gtataggatt
ToRogRaget
ttrottagta
goagatccaa
sgubecatbia
gEtgoasacy
ceagootagt
taacsccstyg
tarvbodgas s
tgaglotysg
wtgtebigys
cgttosasty
ghotogitey
ctototatog
chttitygat
ctgotgatag
ALALATAARD
thactitoat
gacaaeriaga
Lrtacigetyg

gasgatgasa

ES 2483615713

btebrdigtoa
gatgastate
trrocoacto
catocanays
Eoaeacat e
caggacotoe
tattgggott

Sl o P A ]

LOCABTRATE

toaaatagt

poctastatg

SLasoggoes

grattgatty

cttotgaaco

gatbabocat

fed i T

ELEEL L T

BHLLGLOECL

AL Cana

trrtattoge

chgeacasat

trtEgrtiot

CRgtogiany

chotteagay

cganaguLLy

gEacoaasiy

aebentebis

gatbguagct

cotgtotane

regeatbat

troatgiioc
avasasgoyt
gttggtcass
#tgastigobe
quqtga@ma
tytototaca
ALgatesass
LgooctygLor
gubLcoaatt
SEBCHILLHS
QQ&atﬁﬁtcc

tocogebgad

25

totogtacgs

ggltitgggaa

LECHgARTat

astysascot

CHACHYRYY

oekasacas

cgotesbtoe

ctggrotens

acorgascat

coanstggoo

gatotoouow

sagasACTTO

Eaaaataato

Lgtgrogaas

ttgtatgett

trraacLgty

CaBECCLTEY

gacaagot it

vtettogass

goattagoty

gotarcateyg



S361
grtactcags
3421
atasogggtl
3481
vatotoboge
3543
cototgtaco
3801
toctgoarag
2661
CECAGOLOCL

FT21 goagtomgre
3781 grgnuivtta
3841 togeactgas

tEtagadygen

gitgtttata

gatttogaty

aatactacta

geasagagay gobtgragoty

LgLoactost

Caatgocanc

Jgadgagtoay

astractige

ES 2483615713

ttgotgbits

trgocagcat

aatiogacal

tatocatota

avtggttoot

gatatabtogy atgtoogtoo Bugootosay

A901 agotgagoat

3BE1

.=

sggaactgnt ttéscactga goatosgtan
chgtabygces catotagsat stoogotocac
ACOUOCLONT Sgagascoac aggtytacac
cargte agottgacet goobgoboas

gouatttice

tgttgotaasa

tgtgatgans

shgeaggiot

BCEgAGQUOR

ASTRGCHCAS

GRIGRIGYTY

caguctgeas

agtasyagbo

ggocagtote

agtoveagae augttoagty

agtggagget gaggatgtag
groogetgot gogacoasye
catgoocoos tooogogetg

agyrktctat oocagogacs

rogrogtous gbaouagegs Sacgouoags, COgRTRECES CUACE AT ACYOCEOOOT T 4.

021

EQUbgeacto ofacggolol ftoticohot acagoaagnt tacogigbty gooogoagat

F081 gmeccootgoe gaacgiciite [oatacioog Lgabgcabags goobobagose asoosotany

4341

CHeBgaBgaY cototocoly totoogogts BaODy go cbgagotacs togagoogny
4201

JUgUoogoea gotiiclags aCAARAACLT AlLCOLCAgEAY aggatclgaa tagoyuogto
4261

gaccateate alcatcatas tigagtiigt aq:ct:agam_angastgt:c CLoagttosa
4321

gttggacact Tacgagaaga oogaictige tagatbotas tcdagéqqai gtoagasbygo
$381

cattigooty egagatoneg gobioatitt Lgataciilt 1tatitgtas cutatatagt
4445

ataggatiit tttigtoatt tigtitottc togtangags TLOOLOCLgs LOagiciatg
501

Logoagotgs tysataltolr gotganacyoy DLigoosass, bostiogagy tigatgnoin
4561

Lotiggtaly Loccanioot otbtosgagta Cagaagatia sgiyagsaol toghitgooo
4621

guatocccts cacaccatag oticassaltg it eton tTiittactd Lioosgattt
4581

Lotogoeote ogugostogs culacuactly Cad4aCacte aagoacaygos Lavtaastbt
4743
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tooctettte
4801
aagagacogo
4861
totttbtott
4921
taagttaata
4981
aacttititt
5041
gttgacaatt
5101
taaaccatgg
516l
goggtogagt
5221
googgtgtgg
5281 ...
coggacaaca
5341
tcggaggteg
5401
gagcagoogt
5461
gtggecgagq
5521
toocgtocooo
5581
cectoococooe
5641
cocctatttat
5701
tctttttott
5761
gaaggitttyg
5821
aggccagcaa
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cgtttococcc
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ttaccegbac

gaaaaaggca

ttttetettt

gttteagttt

aaagcatage

ggcatagtat

coeggtgetca

ttctococegag

ttcatcagecg
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cogogogoga
acttegtgga
cggtccagga
acgagotgta
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gagaccaaca
ctggeghtht
cagaggtggc

ctogtgogot
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cgtegocgga
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tacatbcacyg
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tgtgagcaaa
Fccataggct
gaaaccogac

cktectgttec
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cigotgaage cagttaccll cggaaaaaga ghlggtagol chigalocgy cagacaaace
5901
accgolggta gogolgolilt tiitgthbtgo aagoagraga ttacdugoay aaasasagags
5961
tctcaagaag ateoctbtgat clbtilclacq gggtctgacg chcagtggaa cgaaaacloa
1021
cgttaaggga bhttggtcak gagalo
£
Todas las temperaturas estan en grados Celsius. Se usan las abreviaturas siguientes:
CD32= FcyRII
TLR9= receptor 9 semejante a Toll
Der P1= alergeno principal 1 de Dermatophagoides pteronissyus
Der P2= alergeno principal 2 de Dermatophagoides pteronissyus
Der F1= alergeno principal 1 de Dematophagoides farinae

En lo que sigue, se describen los aspectos preferidos de la presente descripcion:

1. Una molécula o complejo molecular capaz de unirse a TLR9 y a CD32 que comprende al menos un epitopo de al
menos un antigeno.

2. Una molécula o complejo molecular segun 1, caracterizado por que el epitopo es un epitopo de célula T.

3. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 6 2, caracterizado por que el epitopo se obtiene de un
alergeno.

4. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 3, caracterizado por que al menos un epitopo esta
unido de forma no covalente a la molécula.

5. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 4, caracterizado por que al menos un epitopo esta
unido de forma no covalente a la regién de unién a TLR9 y/o CD32.

6. Una molécula o complejo molecular segun 5, caracterizado por que al menos un epitopo esta unido a la region de
union a TLR9 y/o CD32 a través de una interaccion de anticuerpo y/o interaccion de ligando.

7. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 6, caracterizado por que el epitopo se produce a
partir de al menos una cadena de ADN que contiene epitopo de célula T de un antigeno o un péptido sintético.

8. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 7, caracterizado por que el epitopo se selecciona del
grupo que consiste en alergenos en dermatitis atopica, asma alérgico, rinitis alérgica o conjuntivitis alérgica.

9. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 8, caracterizado por que el epitopo se aisla de
antigenos completos, antigenos desnaturalizados o antigenos modificados para prevenir la unién a IgE.

10. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 9, caracterizado por que comprende al menos un
anticuerpo o derivado o fragmento de éste.

11. Una molécula o complejo molecular segun 10, caracterizado por que el anticuerpo o fragmento o derivado de éste es
IgG, IgM, IgE, IgA o IgD.

12. Una molécula o complejo molecular seguin una cualquiera de 1 a 11, caracterizado por que tiene estructura humana
o0 humanizada.

13. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 12, caracterizado por que tiene estructura murina o
parcialmente murina.
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14. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 13, caracterizado por que tiene estructura de
camélido o parcialmente camélido.

15. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 14, caracterizado por que comprende al menos un
soporte de union preparado por ingenieria.

16. Una molécula o complejo molecular segun 15, caracterizado por que el soporte de unién se selecciona del grupo que
consiste en fibronectina lll, lipocalinas, Proteina A, inhibidor de a-amilasa, proteinas con repeticiones de anquirina, un
dominio C2, un dominio A, un dominio semejante a EGFR, un dab, Un chi-Ab, CTLA-4, cristalino gamma y cualquier otra
proteina.

17. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 16, caracterizado por que comprende al menos una
parte de un dominio pequefio mutado de inmunoglobulina (SMID).

18. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 17, caracterizado por que comprende al menos
parte de un anticuerpo anti-CD32 o derivado o fragmento de éste.

19. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 18, que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID No 59 o parte de ésta.

20. Una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 19, que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID No 61 o parte de ésta.

21. Composicion farmacéutica que comprende al menos una molécula o complejo molecular seguin una cualquiera de 1
a 20, opcionalmente junto con al menos un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

22. Uso de una preparacion farmacéutica segun 21 para inmunoterapia activa.

23. Método para tratar alergias en el que se administra una cantidad profilacticamente o terapéuticamente eficaz de al
menos una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 20 a un sujeto que necesita dicho tratamiento
opcionalmente junto con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

24. Uso de al menos una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 20 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de alergias.

25. Proceso para producir una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de 1 a 20, usando técnica
recombinante en el que los genes que codifican las estructuras de unién para TLR9, CD32 y el epitopo se construyen en
un vector y se expresan en una célula huésped.

26. Vector de &cido nucleico para expresar una molécula segun cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID No 60.

27. Vector de &cido nucleico para expresar una molécula segun cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID No 62.

28. Vector de &cido nucleico para expresar una molécula segun cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID No 63.

29. Vector de &cido nucleico para expresar una molécula segun cualquiera de 1 a 20, que comprende la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID No 64.

30. Proceso para producir una molécula o complejo molecular segin una cualquiera de 1 a 20, usando entrecruzamiento
quimico.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F-STAR BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNGS- UND ENTWICKLUNGSGES.M.B.H.
<120> Moléculas nuevas
<130> R 49641

<150> EP 06110672.0
<151> 2006 03 03

<160> - 66

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 14

<212> PRT

<213> humano

<400> 1

tl:ys Pro Arg His Ehe Pra GIn Leu His ;En Asp Thr Phe ser

<210> 2
<211> 16
<212> PRT
<213> humano
<400> 2

ieu Thr His Leu Ser Leu Lys Tyr Asn Asp Leu Thr val val Pro Arg
5 15

<210> 3
<211> 25
<212> PRT
<213> humano
<400> 3

Ala Asn Leu Thr Ala Leu Arg Val Leu Asp val Gly Gly Asn Cys Arg
1 5 10 15
Arg Cys Asp His Ala Pro Asn Pro Cys

20 25

<210> 4

<211> 43

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus
<400> 4 ’

GIn Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala GIn Arg Phe Gly Ile Ser Asn Tyr

1 5 10 15

Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Ala Asn Lys Ile arg Glu Ala Leu Ala
20 25 30

GIn Pro {3;15n Arg Tyr Cys Arg 2'65 Tyr Trp Thr
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<210=
211>
212>
<213>

<400

5

31

PRT ‘
permatophagoides

3

Gln Ser Cys Arg ?rg Pro
1

Cys Gin Ile Tyr Pro Pro
V 20

<210>
<21l>
212>
<213>

«400>

6

13

PRT
permatophagoides

6

isn Ala GIn Arg ghe Gly

210>
<211>
<212>
<213>

<400

7

25

PRT
bermatophagoides

7

Arg Thr val Thr Pro 1le
1 5

Ala pPhe ser %y val ala

<210>
<211
<212>
<213>

<400>

g

25

PRT
permatophagoides

3

Iyr Asp Gly Arg ghr Ie

Tyr His ala val asn Ile

<2 10>
<211
<212=
<213>

<400

9

19

PRT
Dermatophagoides

9

;rn Cys Ile Ile ?is Arg

Glu Ala Asn

ES 2483615713

pteronyssinus
Asn Ala GIn Arg Phe Gly Ile Ser Asn Tyr
10 15

Asn Ala Asn Lys Ile Arg Glu Ala Leu
25 30

pteronvssinus

1le Ser Asn Tgr Cys Gln Ile
1

pteronyssinus
arg met Gln Gly Gly Cys Gly ser cgs Trp
10 1

Ala Thr clu
25

preronyssinus
Ile 6ln Arg Asp Asn Gly Tyr G1n Pro Asn
10 15

val Gly Tyr
25

pteronyssinus

Gly tys Pro Phe Gln Leu Glu Ala val rhe
10 15
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<210
<211
«212>
<213

<400

10

19

PRT
Dermatophagoides

10

Eys Tyr Thr Trp %sn val

val val Thr

<210
<211>
<212
<213>

<400

11

22

PRT
Dermatophagoides

11

iﬂu asn val val ga‘i Thr

ala cys aAla %%e Ala Thr

<210>
<211
<21l
<213>

<400>

12

22

PRT
Dermatophagoides

12

§¥n Ser Cys Arg grg Pro

Cys Gln 1le g%r Pro Pro

<210
<21l
<212
<213

<400

i3

15

PRT ,
Dermatophagoides

13

cys Gin Ile Tyr Pro Pro
1 5

<210>
<211
<21d>
<213

<4 00>

14

17

PRT
permatophagoides

14

fje arg Glu ala ceu Ala
5

Thr

ES 2483615713

pteronyssinus

Pro Lys Ile ?5a Pra Lys ser Glu Agn val
« 1

pteronyssinusg

val Lys val Met Gly Asp Asp Gly val Leu
10 15

pteronyssinus

asn Ala G1n Arg Phe Gly Ile Ser asn Tyr
10 15

pteronyssinus

Asn Ala Asn Lys Tle arg Glu Ala Leu
10 15

preronyssinus

Gln Pro GIn Arg Tyr Cys Arg His T{F Trp
10 1

M1



<210>
<211>

<212>

<213>

<400>
aaacgggcag atgctgcacc aactgtatcc atcttc

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

<400>
Eys GIn Ile Tyr grn Pro

ser

Gln

Gly

val

65

Ala

ser

Arg

Pro

Ile
145

Cys
Ile
‘%r
val
Ile
Glu
Tyr
Phe

130

Arg

15
36

ADN

humano

15

16
164
PRT

humano

16

Arg

Gln

val

Ala

Asn

Cys

115

Gln

Met

Ala Ala Thr

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>

<223>

17
28

ADN
secuencia artificial

Arg

20

Pro

Pro

Thr

Thr

val

100

Arg

Leu

GlIn

Glu

Pro Asn
Pro Tyr
Asn Tyr
val %55
by ™
val val
His Tyr
Glu Ala

Gly Gly
150

Asn Ala

Ala GIn

Asp G1
p 4D¥

His Ala
55

val Met

Thr Trp

Thr Ile

Trp Thr
120

val Phe
135

Cys Gly

ES 2483615713

Asn

Arg

25

Arg

val

Gly

AsSn

Arg

105

Pro

Glu

Ser

iy
Phe
Thr
Asn
ASp
val
Glu
cys
Ala

Cys

Ile

Gly

Ile

Ile

Asp

75

Pro

Ala

Ile

Asn

Trp
155

Arg

Ile

Ile

val

60

Gly

LYsS

Leu

Ile

Arg

140

Ala

42

Glu Ala

ser Asn
30

Gln Ar
45 g
Gly Tyr
val Leu
Ile Ala
Ala GIn
110
His Arg

Thr val

Phe Ser

Leu
15

Tyr

Asp

Glu

Ala

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Gly

Gln

Cys

Asn

Asn

Lys

Gln

Lys

Pro

val
160

oligonucleotido parala generacidon de gen sintético que codifica el
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epitopo de alergeno

<400> 17

tccggatgeoe aaatttaccc gecaaacq

<210> 18

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> - . o .

<223> oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 18

agcctctctg atcttgttcg cgtttggcgg gtaaatttgg

<210> 19

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleotido parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 19

cgaacaagat cagagaggct ttgcaatctt gcaggaggcc

<210> 20

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 20

tatgccgaat ctctgcgecat tgggoctcct gcaagattge

<210> 21

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> - . o .

<223> oligonucledtide parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 21

gcgcagagat tcggeatatc caactactgc cagatctacc

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<223

<400>

22
40

ADN
secuencia artificial

oligonucleostido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

22

gtacgcccat cgtatggggg gtagatctgg cagtagttgg

43

28

40

40

40

40

40
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<210> 23

<21]> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 23

cccatacgat gggcgtacaa tcatacagcg tgataacggc

<210> 24

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> - - o .

<223> oligonucledtide para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 24

gcgtggtagt taggctgata gccgttatca cgetgtatga

<210> 25

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400- 25

tatcagccta actaccacgc cgtgaacatc gtcggctacg

<210= 26

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonuclestido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 26

tcacagtaac cacgacattc tcgragecga cgatgrtcac

<210
<211>
<212>
<213»

<220
<223>

<400>

27

40

ADN

secuencia artificial

cligonucledtido parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

27

agaatgtcgt ggttactgtg aaggtaatgg gcgatgacgy

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

28
40

ADN
secuencia artificial

44

40

40

40

40

40



<220>
<223>

<4Q0>
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cligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

28

agctatggceyg caagctagaa ccccgtcatc goccattace

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

<220>
<223>

<400>

29
40

ADN
secuencia artificial

oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergenc

29

tctagcttge gecatagcta ccaagtacac ttggaacgta

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

220>
<223>

<400>

30

40

ADN

secuencia artificial

oligonucleodtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

30

ttttcggoge aattttgggt acgttccaag tgtacttggt

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

<220
<223>

<400>

31

40

ADN

secuencia artificial

oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

31

€ccaaaattg cgccgaaaag tgaaaacgtc gtagtgacca

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223>

<400>

32

40

ADN

secuencia artificial

cligonucledtido parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

32

tgagccaatg cctcocttat ggtcactacg acgttttcac

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

<220>
<223>

33

40

ADN

secuencia artificial

oligonucleotido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

45

40

40

40

40

40



<400>
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33

agggaggcat tggctcaacc tcaaagatac tgcagacact

<210> 34

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220> . " iy s .

<223 oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 34

ttatgcaggg cgtccagtag tgtctgcagt atctttgagg

<210> 35

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 35

actggacgcc ctgcataatc caccgtggta aaccctttca

<210> 36

<211> 40

<212> ApN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 36

cttcgaacac tgcctcaagt tgaaagggtt taccacggtg

<210> 37

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido parala generacién de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

<400> 37

acttgaggca gtgttcgaag ctaacaggac ggtaacgcca

<210
<211~
<212>
<213>

<220>
<223

<400>

38
40

ADN
secuencia artificial

oligonucledtido parala generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

38

ccgcacccac cttgeatacg aattggegtt accgtectgt

<210>

39

46

40

40

40

40

40

40



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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40
ADN
secuencia artificial

oligonucleodtido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

39

tgcaaggtgg gtgcgggtct tgttgggctt tttctggtgt

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

<220>
<223>

<400

40
42

ADN
secuencia artificial

oligonucleotido para la generacion de gen sintético que codifica el
epitopo de alergeno

40

dctagtttat tcagtagcag ccacaccaga aaaagcccaa ca

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

<400>

41

6

PRT
humano

41

iys Arg Ala Pro grg Glu

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

<220>
<223>

<400>

42

18

ADN

secuencia artificial

mutacion silenciosa para intreducir un Unico sitio Xheol

42

aaacgggctc ctcgagaa

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43

219

PRT

secuencia artificial

secuencia completa de una proteina de fusion VL-CH3

43

isp Ile val Met Ehr GIn Ala aAla Pro ser val pro val Thr Pro Gly
10 15

Glu Ser val ggr Ile Ser Cys Arg ggr Ser Lys Ser Leu ;eu His Thr

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Phe Leu G1ln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

47

40

42

18



GIn Leu
50

Pro

Asp Phe

Arg
65

Ser Arg val

Leu Glu

Tyr

Ala Pro

Arg
115

Leu

Gly
130

Pro ser

AsSn Asn

Tyr

Phe Leu Tyr

Phe
195

Asn val

Thr Gln

Lys
210

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<223s

<400> 44
gaattcgaca

44
681
ADN

gtatccatct
cattggttcc
cttgcctcag
agcatcagta
tatccgetca
caggtgtaca
tgcctggtea

ccggagaaca

Leu Ile Tyr

ser Gly Ser
70

Glu Ala
85

Pro Leu
100

Arg Glu Pro

ITe Ala GIn

Asp Ile

Glu

Thr

Ala

Arg Met

55

Gly Ser

Asp val
phe Gly

val
120

Gln

val
135

ser

val Glu

150

Lys Thr
165

ser Lys
180

Ser Cys

Ser Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro Pro

Thr val

val Met

200

Leu Ser

215

secuencia artificial
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ser val Leu

Thr Ala

75

Gly

val phe

90

Gly

Ala Thr

Gly
105

Tyr Thr Leu

Leu Thr Cys

Glu Ser

155

Trp

val Leu

Asp
170

Leu

Gly Arg
185

His Glu Ala

Pro Gly Lys

Ala
60

ser
phe Thr
Tyr Cys

Lys Leu

Gly val

Leu

Met

Glu

Pro

Ile
80

ser

Gln His

95

Leu Lys

110

Pro
125

Pro

Leu val

140

Asn Gly

Ser

Asp

Arg Trp

ser

Lys

GIn Pro

Gly Ser

Thr

Arg Asp

Gly Phe

Glu
160

Phe
175

Leu Gly

150

His
205

Leu

Asn

His Tyr

secuencia de acido nucleico de la proteina de fusion VL-CH3

ttgtgatgac ccaggctgca ccctctgtac ctgtcactcc tggagagtca

cctgcaggte
tacagaggcc
gagtcccaga
gagtggaggc
cgtteggtge
ccctgeccec
aaggcttcta

actacaagac

tagtaagagt
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatgtg
tgggaccaag
atcccgggac
tcccagegac

cacgcectece

ctcctgcata
cctcagectcc
ggcagtgggt
ggtgtttttt
ctggaactga
gagctcggcea
atcgccgtgg
gtgctggact

ctaatggcaa
tgatatatcg
caggaactgc
actgtatgca
aacgggctcc
tcgcgcaagt
agtgggagag
ccgacggetc

48

cacttacttg
gatgtccgte
tttcacactg
acatctagaa
tcgagaacca
cagcctgacce
caacgggecag
tttcttoctce

60
120
180
240
300
380
420
480
540
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tacagcaagc ttaccgtgtt gggccgcagg tggaccctgg ggaacgtctt ctcatgctec
gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acacagaaga gcctctccct gtctccgagt

aaatgagggc gcgccggtac

<210> 45

<211> 6

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 45
i1a Lys Thr Arg g1u Pro

<210> 46

<Z11> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 46
gccaaaactc gagaacca

<210> 47

<211> 250

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 47
Glu val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu
1 5 10

Thr val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25

Gly Met Asn Trp val Lys GIn Ala Pro Gly
35 40

Gly ;Sp Leu Asn Thr Tyr E?r Gly Glu Ser

L{S Gly Arg Phe Ala Phe ser Ser Glu Thr

6 70

Leu GIn Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp
a0

Ala Arg Gly Asp Tyr Gly Tyr Asp Asp Pro
105 ¥ P lﬂg

parte de la cadena pesada del dominio CH3

secuencia completa de la proteina de fusion VH-CH3

Leu Lys Lys
Tyr Thr Phe
Lys Gly Leu
45
Ile Tyr Pro
60

Ser Ala Ser
75

Met Ala Thr

Leu Asp Fyr

49

VH-CH3 con mutacion silenciosa para introducir un sitio Xhol

Pro Gly Glu
15

Thr Asn Tyr
30

Lys Trp Met
Asp Asp Phe
Thr Ala Tyr

s

Tyr Phe Cys
95

Trp Gly Gln
110

600
660
681

18



Gly Thr ser

115

Thr
130

Tyr Leu

Leu Thr

Cys
145 Y

Trp Glu Ser

val Leu Asp

Leu Gly Ar

19

Glu ala

210

His

Fro

Gly
225

Lys

ser Ala val

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

<220>
<223>

<400>

48
759
ADN

48

val Thr
Pro

Pro

Leu val

val

Ser

LYyS

ser
120

Arg
135

Gly

150

Gly
165

Asn

Ser

As
180 P

Arg Trp
His

Leu

ser Leu

Gln

Gly

Thr

Asn

Glu

ser Phe

Leu

His
215

Gln Lys

230

Asp His
245

His

His

secuencia artificial

gaattcgagg ttcagettca geagtctgga

aagatctcct
caggctccag
atatatcctg
gectatttgce
ggggactatg
tcctcageca
ggcatcgege
gtggagtggg
gactccgacg
ctggggaacg
aagagcctct

gcaaggctrc
gaaagggttt
atgacttcaa
agatcaacaa
gttacgacga
aaactcgaga
aagtcagcct
agagcaacgg
gctctttctt
tctectcatg

ccctgtetec

toggtatace
aaagtggatg
gggacggttrt
cctcaaaaat
ccctttggac
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacage
ctccgtgatg

gggraaatct

Ser Ala
Asp Glu
phe Tyr

Pro Glu Asn

g

Tyr Thr

His His

ES 2483615713

Lys Thr

Leu Gly

Pro Ser

155

Asn
170

TYr

Phe
185

Leu Tyr

val phe

Gln Lys

Leu Ile Ser

235

His

cctgagctga
ttcacaaact
ggctggttaa
gccttctett
gaggacatgg
tactggggtc
tacaccctgc
gtcaaaggct
dacaactaca
dagcttaccg
catgaggctce

ctagaacaaa

Arg Glu Pro GlIn

125

Ile
140

Asp Ile

Thr

Lys

ser Lys

Ala GIn val

Ala val

Thr Pro

Leu Thr

val

ser

Glu
160

Pro
175

val

190

ser Cys

205

Ser
220

Leu

Glu Glu

agaagcctgg
atggaatgaa
acacctacac
cggaaacctc
ctacatattt
aaggaacctc
ccccateccg
tctatcccag
agaccacgcec
tgrrgggccg
tgcacaacca

aactcatctc

50

ser val

Ser Leu

AsSp Leu

Met

Ser

Asn
240

secuencia de acide nucleico de la proteina de fusion VH-CH3 completa

agagacagtc
ctgggtgaag
tggagagtca
tgccagcact
ctgtgcaaga
agtcaccgtc
ggacgagctc
cgacatcgece
tccegrgetg
caggrggacc
ctacacacag

agaagaggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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ctgaatagcg ccgtcgacca tcatcatcatr catcattga

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

<220>
<223>

<400>

49

30

ADN

secuencia artificial

cebador 4.3HupEco
49

cagagaattc gaggttcage ttcagcagtc

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

<220>
<223>

<400>

50

30

ADN

secuencia artificial

cebador 4.3HDOWNXHO para la amplificacion por PCR
50

gatgctcgag ttttggctga ggagacggtg

<2105
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

51
32

ADN
secuencia artificial

cebador CH3uPXHOA parala amplificacion por PCR
51

aaaactcgag aaccacaggt gtacaccctg cc

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223

<400>

52

34

ADN

secuencia artificial

cebador CH3XBAZ parala amplificacién por PCR
52

actgatctag acctttaccc ggagacaggg agag

<210
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

53

32

ADN

secuencia artificial

cebador 4.3LUPECO para la amplificacién por PCR
53

gatagaattc gacattgtga tgacccagge tg

<210>
<211s
<212>
<213>

<220>

54
31

ADN
secuencia artificial

51

739

30

30

32

34

32
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<223> cebador 4,3LDOWNXHO para la amplificacién por PCR

<400>

54

attactcgag gagcccgttt cagttccage t

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

<220>
<223>

<400>

55

32

ADN

secuencia artificial

cebador CH3UPXHOB  parala amplificacion por PCR
55

gctcctcgag aaccacaggt gtacaccctg cc

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

<220>
<223>

<400

56

43

ADN

secuencia artificial

cebador CH3STOPKPN parala amplificacion por PCR
56

acgtggtacc tcaggcgcge cctttacccg gagacaggga gag

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

<220>
<223>

<400>

57

32

ADN

secuencia artificial

cebador EpiTLR1 parala amplificacién por PCR
57

taaagggcge gcctccggat gocaaattta cc

<210>
<211>
<212~
<213>

<220>
<223>

<400>

58
35

ADN
secuencia artificial

cebador EpiTLRZ parala amplificacion por PCR
58

tacctcaggc gegocttatt cagtagcage cacac

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

<220>
<223>

<400>

gsp Ile val Met 'ghr GIn Ala Ala Pro Ser val pro val Thr Pro Gly
15

Glu Ser val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Thr
25 30

59
114

PRT . .
secuencia artificial

anticuerpo producido recombinantemente

59

10

20

52

31

32

43

32

35
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Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Phe Leu Gin Arg Pro Gly Gln
35 40 45

Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser val Leu Ala Ser Gly val
50 35 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Ser
65 70 75

ser Arg val Glu E}a Glu Asp val Gly ;31 Phe Tyr Cys Met Gln

95

Leu Glu Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Arg Ala

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

<220
<223>

<400>

60
342
ADN

secuencia artificial

ser

Pra

Ile

80

Lys

secuencia de acido nucleico del anticuerpo preducido recombinantemente

60

gacattgtga tgacccaggc

atctcctgea ggtctagtaa

trcctacaga ggccaggeca

tcaggagtcc cagacaggtt

agtagagtgg aggctgagga
ctcacgttcg gtgctgggac

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

<220>
<223>

<400>

61
123
PRT

tgcaccctet
gagtctcctg
gtctcctcag
cagtggcagt
tgtgggtgtt
caagctggaa

secuencia artificial

gtacctgtca ctcctggaga gtcagtatce
catactaatg gcaacactta cttgcattgg
ctcctgatat atcggatgtc cgtccttgee
gggtcaggaa ctgctttcac actgagcatc
ttttactgta tgcaacatct agaatatccg

ctgaaacggg ct

anticuerpo producido recombinantemente

61

Glu val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Thr val Lys §8e ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
25 30

Gly Met Asn Trp val Lys GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

53

60
120
180
240
300
342



Gly Trp Leu Asn Thr Tyr Thr
50 55
L;s Gly Arg phe aAla phe ser
6 70
Leu GIn Ile Asn Asn Leu Lys
85
Ala Arg Gly Asp Tyr Gly Tyr
100 v

Gly Thr Ser val Thr val ser
115

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

<220>
<223>

<400> 62
gaggttcagc

62
369
ADN

tcctgcaagg
ccaggaaagg
ccrgatgact
ttgcagatca
tatggttacg
gccaaaaca

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

220>
<223>

<400> 63
agatctaaca

63
6537
ADN

gtccattcte
tgcaaacgca
dgcccagtta
acaccatgac
tttccgaatg
agtgrggggt
gtcttggaac

ttgaaatgct

ttcagcagtc
cttctgggta
gtttaaagtg
tcaagggacg
acaacctcaa

acgacccttt

tccaaagacg
acacataagt
ggacctccac
ttgggcttoa
tttattagce
caacaagctc
caaatagttt
ctaatatgac

aacggccagt

ES 2483615713

Ser Ala Lys Thr
120

secuencia artificial

tggacctgag
taccttcaca

gatgggctgg
gtttgccttc tcttcggaaa

aactatggaa

ttaaacacct

aaatgaggac atggctacat atttctgtgc

ggactactgg

secuencia artificial

daaggttgaa tgaaaccttt
gccaaacgca acaggagggg
tcctcttctc ctcaacaccc
ttggagctcg ctcattccaa
tgtctatcct ggeccccctg
cgcattacac ccgaacatca
catgttcccc aaatggecca
daaagcgtga tctcatccaa

tggtcaaaaa gaaacttcca

ser Glu Thr ggr Ala ser Thr aAla Tyr

ctgaagaagc ctggagagac

tgaactgggt
acactggaga

cctctgecag

ggtcaaggaa cctcagtcac

ttgccatceg
atacactagc
acttttgcca
ttccttetat
gcgaggttca
ctccagatga
aaactgacag
gatgaactaa

aaagtcggca

54

Gly Glu Ser Ile zzr Pro Asp Asp Phe

80

Asn Glu Asp Met Ala Thr Tyr Phe Cys
90 95

Asp AsE Pro Leu Asp Tyr Trp Gly GIn
10 110

agtcaagatc
gaagcaggct
gtcaatatat
cactgcctat
aagaggggac
cgtctcctca

vector de expresion final que contiene regiones de union a TLR9 y CD32

acatccacag
agcagaccgt
tcgaaaaacc
taggctacta
tgtttgttta
gggctttctg
tttaaacgct
gtttggttcg
taccgtttgt

secuencia de acido nucleico del anticuerpo producido recombinantemente

60
120
180
240
300
360
369

60
120
180
240
300
360
420
480
540



cttgtttggt
ctctatoget
trttggatoa
gctgatagee
atataaacag
actitcataa
caacttgaga
tactgotgtt
agatgaaacy
tticgatgtt
tactactatt
tgaagctgaa
gacagtcaag
ggtgaagcag
agagtcaata
cagcactgec
tygcaagaggy
cacegtctee
tgagctggge
catogeegty
cgtgctgoac
gtggaccctg
cacgcagaag
agaggatctg
acatgactgt
aatcaagagg
tretattrgt
gcttgerect
aatcattega
taagtgagac
rritgocate
ggatacacta
ccacttrtge
aattcctect
Lggcgagott

attgattgac
totgaacocce
ttatgeattq
taacgttcat
aaggaagctg
ttgcgactygg
dgatcaaaaa
ttattcgcag
gracaadrtc
gctgtrtge
geeageattg
ttcgaggttc
atctecctgea
getecaggaa
tatcctgatg
tatttgcaga
gactatggtt
tcagocaaaa
atcgcgcaag
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
ageetetece
aatagcgecq
tectcagtic
atgtcagaat
aacctratata
gatcagccta
grrtgatgtt
crrcgtttot
cgacatccac
gcagcagacc
catcgadaaa
attaggctac
catgtttott

gaatgctcaa
ggtgcacctyg
terocacatt
gatcaaaatt
ccetgtetta
ttccaartga
ataactaatt
carccrecge
tggctgaage
gattttocaa
ctgctaaaga
agcttcagea
aggertorog
agggtttaaa
acTLCaagyy
tcaacaacct
acgacgacce
ctegagaacce
tcagoetgac
geaacyggca
CLttcttact
totoatgete
tgtctecggy
tegaccatca
aagttgggca
gecatttgoe
gtataggatt
tetegeaget
tticttggta
gcagatccaa
aggtccatte
gttgoaaacg
ccagoocagt
taacaccatg
tatttoogaa

ES 2483615713

aaataatctc
tgccgaaacy
gtatgcttee
taactgttct
aacctitete
caagctitg
attcgaaacg
attagctget
Tgreateggt
cagcacaaat
agaaggggta
gtitggacct
gtatacettc
gtggatgggc
acggtttger
caaaaatgag
ttiggactac
acaggtgtac
ctgcctggic
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgeat
taaatctocta
tcatcatcat
cttacgagaa
tgagagatgce
trittgtca
gatgaatatc
tttcccactg
catrccaaaga
tcacacataa
caggaceree
tattgggett
actrtattag

thcaacaage

attaatgcit
caaatgggga
aagatrcrgq
aacccctact
titatcarca
attrtaacga
atgagattte
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggrtat
tctctcgaga
gagctgaaga
acaaactatg
tggttaaaca
ttetottedg
gacatggcta
tggggtcaag
accctgeeec
aaaggctict
azctacaaga
cttaccgrgtr
gaggetetyge
gaacaaaaac
cattgagtrt
gaccggrett
aggerreate
LTLCgreLet
ttgtggtagy
ctottcagag
Cgaaaggtry
grgccaaacg
actcctotte
gattggaget
ccrgretate

tccgeattac

55

agcgeagtct
dacacccgoey
tgggaatact
tgacagcaat
trattagert
cttttaacga
cttcaatrrt
ctacaacaga
tagaagqoga
tgtttataaa
aaagagaggc
agcctggaga
gaatgaactg
cctacactgy
aaaccreryc
catatitcty
gaacctcagt
catceoggga
dtcccagega
cacgoetee
tggyccgeag
acaaccacta
tcatcrcaga
gtagccttag
gotagattct
tttgatacee
tctegtacga
gotrtgggaa
tacagaagat
dargaaacct
caacaggagg
tcctcaacac
cgcteatice
ctgacececc

acccgaacat

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



tacteccagat
caaaactgac
aagatgaact
caaaagtcgg
tcattaatge
cgcaaatggg
ccaagattct
ctaaccocta
tttttatcat
tgattttaac
cgatgagatt
ctecagteaa
grtactcaga
ataacgggre
tatctcrega
cetetgtace
teergeatrac
ctcagetoct
gcagtgggtc
grgrrrrtta
tggaactgaa
agctgggoat
togoegtgga
tgctggacte
QQaCCCtQQQ
<£gcagaagag
gcggecgeca
gaccatcate
gttgggcact
catttgcctg
ataggatttt
tcgeagoetga
tcrtggtate
ggatceoceca

tcteggacte

gagggctttc
agtttaaacqg
aagttrggrt
cataccgttt
ttagcgeagr
gaaacacccg
gatgggaata
ctigacagca
cattattage
gacttttaac
tccttcaatt
cacracaaca
tttagaaggg
attgtttata
gaaaagagag
tgtcactect
taatggcaac
gatatatcgg
aggaactget
ctgtatgcaa
acgggcicct
cgcgeaagre
grgggagage
cgacggetot
gaacgtetee
cctcrcectg
getttotaga
atcatcatca
tacgagaaga
agagatgcag
trttgtcatt
tgaatatctt
teecactect
cacaccatag

£gcgeatoge

tgagtgrggg
crgtcttgga
cgttgaaatg
gtcttgtttg
crerctateyg
ctrtttggat
ctgctgatag
aratataaac
ttactttcat
gacaacttga
tttactgctg
gaagatgaaa
gatttcgatg
aatactacta
gctgaagetyg
ggagagtcag
acttacttge
atgtccgiec
ttcacactga
catctagaat
cgagaaccac
ageetgacct
aacgggeage
trCttocrce
tcatgetceg
LCtccgagta
acaaasactc
ttgagttigt
ceggrettge
gcttcatttt
ttgrttotte
gtgatagagy
cticagagta
cttcaaaatg

cgtaccactt

ES 2483615713

gtcaaatagt
acctaatatg
ctaacggeea
gtattgattg
tttctgaacc
gattatgeat
cctaacgttc
agaaggaagc
aattgcgact
gaagatcaaa
titrattege
cggcacaaat
ttgctgtert
ttgceageat
aattcgacat
tatccatctc
attggttcct
tegcctcagy
gcatcagtag
atcogotcac
aggtgtacac
gootggtoaa
cygagaacaa
acagcaaget
tgatgcatga
Aagggegoge
atctcagaag
#gccttagac
tagattctaa
tgatactttt
togracgage
ttrgggaaaa
cagaagatta
ttictactce

taaaacacco

ftcatgttice
dCddaagogr
gttggtcaaa
acgaatgete
ccggtgeacce
tgtcteccaca
argatcaaaa
tgccctgrot
ggrtccaatt
azacaactaa
agcatcctoc
tccggetgaa
gecattttee
tgctgotaaa
tgtoatgacc
ctgeaggtet
acagaggcca
agtcccagac
agrggagger
grteggrget
cctgoecoeea
aggcttctat
ctacaagacce
taccgtgttyg
ggecretgeac
cTgaggtace
aggatctgaa
atgactgtec
tcaagaggat
ttatttgtaa
ttgorocctga
teattcgagt
agtgagacct
ttttrtactc

aagcacagea

56

ccaaatggec
gatcteatce
aagaaacttc
aaaaataatc
tgtgocgaaa
ttgtatgctt
tttaactgtt
taaacctitt
gacaagcttt
ttattcgaas
gcattagety
gergteateg
aacagcacaa
gaagaaggog
caggotgeac
agtaagagtc
ggccagtcote
aggttcagtyg
gaggatgrgg
gggaccaage
tecogggatg
cccagegaca
acgectoceg
ggeogeaggr
aaccactaca
ttgagoogog
tagegoogre
ctcagricaa
grcagaatge
cctatatagt
tcagoorate
ttgatgtttt
tegrttgtge
TtCcagatit

tactaaattt

2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



tCcctetttc
aagagaccgc
tctrtttctt
taagttaata
aactteettt
gttgacaatt
taaaccatgg
gcggtcgagt
gccggtgtag
ccggacaaca
tcggaggteg
gagcagcegt
gtggccgagg
tccgteccec
cccrccceece
CCctatreat
Tttt
gaaggttttg
aggeccageaa
ccgooccoct
aggactataa
gaccctgeeg
tcaatgctea
tgtgcacgaa
gtccaacccyg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagce
caagcagcag

ggggtctgac

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223»

64
7046
ADN

ttcctetagg
ctcgtttctt
gaaatitrtt
aacggtcttc
acttctrgtt
aatcatcggc
ccaagttgac
tctggaccga
tccgggacga
ccctggectg
tgtccacgaa
gggggcggga
agcaggactg
ttttcctttg
acatcegerc
ttttttatag
ctgtacagac
ggacgctcga
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceccecgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca

gctcagtgga

gtgtcgttaa
tttcttegte
tttttagttt
aatttctcaa
cattagaaag
atagtatatc
cagtgccgtt
ccggeteggg
cgtgaccctg
ggtgrgggtg
cttccgggac
gttcgocctg
acacgtccga
tcgatatcat
taaccgaaaa
ttatgttagt
gcgrgtacge
aggctttaat
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttceece
accrgtecge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatecgee
gtgctacaga
gratctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg

dcgaaaactc

secuencia artificial

y secuencia de epitopo

ES 2483615713

ttacccgtac
gaaaaaggca
ttttctcttt
gtttcagttt
aaagcatage
ggcatagtat
ccggtgetea
ttcteecggg
ttcatcagcg
€gcggectag
gcctecggge
cgcgaccegg
€ggcggccca
gtaattagtt
ggaaggagtt
attaagaacg
atgtaacatt
ttgcaagctg
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
CTTtCctccct
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa

acgttaaggg

taaaggtttg
ataaaaattt
cagtgacctc
catttttctt
aatctaatct
aatacgacaa
ccgogegega
acttcgtgga
cggtccagga
acgagctgta
cggccatgac
ccggcaactyg
cgggtcccag
atgtcacgct
agacaacctg
ttatttatat
atactgaaaa
gagaccaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgcget
tcgggaageg
gttcgctcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
atttrggtca
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gaaaagaaaa
ttatcacgtt
cattgatatt

gttctattac

aaggggcgat
ggtgaggaac
cgtcgeegga
ggacgacttc
ccaggtgotg
cgccgagtog
cgagatcgge
cgtgcacttc
gcctcggaga
tacattcacg
aagtctaggt
ttcaaatttt
ccttgettga
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttee
tggcgettte
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagatc

vector de expresion final que ¢ontiene regiones de unién a TLR9 y CD32

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6537



<400> 64
agatctaaca

gtecattcte
tgcaaacgea
agcccagtta
acaccatgac
tttecgaaty
agtgtgggot
gtcttggaac
ttgaaatrget
crtgritggr
ctctatcget
TIrrggatga
gctgatagec
atataaacag
actttcataa
caactrgaga
tactgetgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagctgaa
gacagtcaag
ggtgaagcag
agagrcaata
cagractygee
tgraagaggg
caccgrerce
tgagorggye
catcgeegrg
cgtgetggac
gtggaccctg
cacgcagaag
agaggatctg
acatgactgt

tecaaagacy
acacataagt
ggaccrecac
ttgggctrga
tttattagec
caacaagctc
Caaatagttt
ctaatatgac
aacggeccagt
attgattgac
tctgaaccce
ttatgcatig
taacgttcat
aaggaagctg
trgcgactyy
agatcaaaaa
ttattogeay
gtacaaattec
gctgttttge
gecagcattg
ttcgaggtte
atctcotgea
getccaggaa
tatcctgatg
tatttgeaga
gactatgget
tcagecaaaa
atcgegeaag
gagrgggaga
tocgacgoct
gggaacgtct
agecroteee
aatagcgeeg

tccteagtte

aaaggttgaa
gccaaacgea
oottt
ttggagcteg
tgtctatect
cgcattacac
catgttcece
aaaagcgtga
tggtcaaaaa
gaatgctcaa
ggtgcacetg
tctccacatt
gatcaaaatt
ccctgtetta
ttccaattga
acaactaatt
catcctecge
cggctgaage
cattrtccaa
ctgctaaaga
agcttcagea
aggcttctgy
agggrrtaaa
acttcaaggg
tldaacaacct
acgacgaccc
ctegagaacc
tcagcctgac
gcaacgggca
CTttcticct
tctcatgete
tgtereeggg
tcgaccatca

aagttgggca
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tgaaaccttt
4{aggagggy
Ctcaacacoe
Ctcattccaa
ggeoceecty
cCgaacatca
aaatggecca
tctcatccaa
gazactteca
daataatctc
tgecgaaacy
gtatgcttce
taactgrrct
aaccrrtert
caagcrtitg
aticgaaacg
attagctget
tgtcategot
cagcacaaat
agaaggggta
gtotggacet
gtataccrtc
gtggatgoge
acggttigec
caaaaatgag
tttggactac
acaggrgtac
ctgootggte
gccggagaac
ctacageaag
cgtgatgcat
taaatcrcry
tcatcatcat

cttacgagaa

ttgccatccg
atacactagc
acttttygcca
ttecttetat
gegaggttca
ctccagatga
aaactgacag
gatgaactaa
aaagtcggea
attaatgcett
caaatqggaga
aagattetgg
aacccctact
tttatcatca
atrttaacga
atgagatttc
ccagteaaca
tactcagatt
dacgggrtat
tctoctegaga
gagctgaaga
ataaactatg
tggttaaaca
ttetottogo
gacatggeta
tggggreaag
accetgecec
aaaggcrtet
aactacaaga
crtacegrgr
gaggercrge
gaacaagaac
cattgagttt
gaccggtett

58

acatccacag
agcagaccgr
tcgaaaaacc
taggctacta
tgtttgttta
gggcrrrctg
tttaaacget
grttgattcg
taccgtrtgt
agogeagtct
aacacccget
tgggaatact
tgacagcaat
ttattagctt
cttttaacga
cttcaatttt
ctacaacaga
tagaaggggoa
tgtitataaa
aaagagagge
agectggaga
gaatgaacty
cctacactgg
aaacctctge
catatttcty
gaaccrcagr
catcccggga
ateccagega
ccacgoctce
tgggecgeag
acaaccacta
tcatctcaga
gtagccttag
gctagattot

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
/B0
840
900
960
1020
1080
ii40
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040



aatcaagagg
ttttatttgt
gcttgetect
aatcattcga
taagtgagac
ttttgccatc
ggatacacta
ccacttttge
dattcctrct
tggcgaggtt
cactccagat
caaaactgac
aagatgaact
caaaagtcgg
tcattaatge
cgcaaatggg
ccaagattct
ctaaccccta
tttttatcat
tgattttaac
cgatgagatt
ctccagtcaa
gttactcaga
ataacgggtt
tatctctcga
cctetgtace
tcctgeatac
ctcagctect
gcagtgggtc
gtgtttttita
tggaactgaa
agctgggceat
tcgecgtgga
tgctggactc
ggaccctggg

atgtcagaat
dacctatata
gatcageccta
gtttgatgtt
cttcgtetgt
cgacatccac
gcagcagacc
catcgaaaaa
attaggctac
catgrttgtt
gagggctttc
agtttaaacqg
aagttrgott
cataccgttt
ttagcgecagt
gaaacacccyg
ggtgggaata
cttgacagca
cattattagc
gacttttaac
tccttcaatt
cactacaaca
tttagaaggg
attgtttata
gaaaagagag
tgtcactcct
taatggcaac
gatatatcgg
aggaactgct
ctgtatgcaa
dcgggcrcct
cgcgcaagtc
gtgggagagc
cgacggctct

gaacgtcttc

gccatttgcc
gtataggatt
tctcgcaget
tttcttggta
gcagatccaa
aggtccattc
gttgcaaacg
ccagcccagt
taacaccatg
tatttccgaa
tgagtgtggg
ctgtcttgga
cgrrgaaatg
gtcttgtteg
ctctctateg
ctttrtggat
ctgctgatag
atatataaac
tractttcat
gacaacttga
tttactgctg
gaagatgaaa
gatttcgatg
aatactacta
gctgaagetg
ggagagtcag
acttacttgce
atgtcecgtec
ttcacactga
catctagaat
cgagaaccac
agcctgacct
aacgggcage
ttcttectct

tcatgetecg
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tgagaaatgc
ttttttgtca
gatgaatatc
tttcocactc
catccaaaga
tcacacataa
caggacctcc
tattgggctt
actttattag
tgcaacaagc
gtcaaatagt
acctaatatg
ctaacggcca
gtattgattg
cttctgaacc
gattatgcat
cctaacgttc
agaaggaagc
aattgcgact
gaagatcaaa
trttattege
cggcacaaat
ttgctgtttt
ttgccageat
aattcgacat
tatccatctc
attggttcct
ttgcctcagg
gcatcagtag
atccgetcac
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct

tgatgcatga

aggcttcatt
ttttgtttct
ttgrggtagg
Ctcttcagag
Cgaaaggttg
gtgccaaacg
actcctcttc
gattggagct
cctgtctatc
tccgcattac
ttcatgttec
acaaaagcgt
gttggtcaaa
acgaatgctc
ccggtgcacc
tgtctccaca
atgatcaaaa
tgcocctgict
ggttccaatt
aaacaactaa
agcatcctee
tccggctgaa
gccattttee
tgctgetaaa
tgtgatgacc
ctgcaggtct
acagaggcca
agtcccagac
agtggaggct
gttcggtgct
cctgccccca
aggcttctat
ctacaagacc
taccgtgttg

ggctctgeac
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tttgatactt
tctcgtacga
ggtttgggaa
tacagaagat
aatgaaacct
caacaggagg
tcctcaacac
cgctcattec
ctggcceece
acccgaacat
ccaaatggcee
gatctcatcce
dagaaacttc
aaaaataatc
tgtgccgaaa
ttgtatgctt
tttaactgtt
taaacctrrtt
gacaagcttt
ttattcgaaa
gcattagctg
gctgtcatcg
aacagcacaa
gaagaagggg
caggctgcac
agtaagagtc
ggccagtctc
aggttcagtg
gaggatgtgg
gggaccaagc
tccocgggatg
cccagegaca
acgcctceeg
ggccgeaggt

daccactaca

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140



cgcagaagag
€gccadacgc
gattcggcat
agcgtgataa
tcgtggttac
agtacacttg
gggaggcatt
accgtggtaa
ttcgtatgca
aaggcgegece
tctcagaaga
gccttagaca
agattctaat
gatacttttt
cgtacgagct
ttgggaaaat
agaagattaa
ttctactcct
daaacaccca
taccecgtact
aaaaaggcaa
tttcrcrtte
tttcagtttc
dagcatagca
gcatagtata
cggtgctcac
tctcccggga
tcatcagege
gcggcctgga
cctcecgggee
gcgacccgge
ggcggeccac
taattagtta
gaaggagtta

ttaagaacgt

cctctecctg
gaacaagatc
atccaactac
cggctatcag
tgtgaaggta
gaacgtaccc
ggctcaacct
accctttcaa
aggtgggtgc
tgaggtacct
ggatctgaat
tgactgttec
caagaggatg
tatttgtaac
tgctectgat
cattcgagtt
gtgagacctt
tttttactct
agcacagcat
aaaggtttgg
taaaaatttt
agtgacctcc
atttttcttg
dtctaatcta
atacgacaag
cgcgegegac
cttcgtggag
ggtccaggac
cgagctgtac
ggccatgace
cggcaactgc
gggtcccagg
tgtcacgctt
gacaacctga

tatttatatt

tcrecgggta
agagaggctt
tgccagatct
cctaactacc
atgggcgatg
aaaattgcgc
caaagatact
cttgaggcag
gggtcttgtt
cgagcegegg
agcgccgteg
tcagttcaag
tcagaatgcc
ctatatagta
cagcctatct
tgatgttttt
cgtttgtgcyg
tccagatttt
actaaatttt
aaaagaaaaa
tatcacgttt
attgatattt
ttctattaca
aggggcggtg
gtgaggaact
gtcgccggag
gacgacttcg
caggtggtgc
gccgagtggt
gagatcggcg
gtgcacttcg
cctcggagat
acattcacgc
agtctaggtc
tcaaattttt
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aagggcgege
tgcaatcttg
accccccata
acgccgtgaa
acggggrtct
cgaaaagtga
gcagacacta
tgttcgaage
gggctrtttc
cggccgecag
accatcatca
ttgggcactt
atttgcctga
taggattttt
cgcagctgat
cttggtattt
gatcccccac
ctcggactec
cCctetttct
agagaccgee
ctttttcttg
aagttaataa
acttttttta
ttgacaatta
aaaccatggc
cggtcgagtt
ccggrgrggt
cggacaacac
cggaggtcgt
agcageegtg
tggccgagga
ccgtccccct
ccteccccca
cctatttatt
ctrtttttte

ctccggatge
caggaggccc
cgatgggcgt
catcgregge
agcttgcgec
aaacgtcgta
ctggacgccec
taacaggacg
tggtgtggct
ctttctagaa
tcatcatcat
acgagaagac
gagatgcagg
Tttgrcattt
gaatatcttg
cccactectce
acaccatagc
gcgcatcgec
tcctctaggg
tcgtttcttt
daattrrtee
acggtcttca
cttcttgtte
atcatcggea
caagttgacc
ctggaccgac
ccgggacgac
cctggectgg
grccacgaac
gggg9cgggag
gcaggactga
tttectttgt
catccgctct
tttttatagt

tgtacagacg

60

caaatttacc
aatgcgcaga
acaatcatac
tacgagaatg
atagctacca
gtgaccataa
tgcataatcc
gtaacgccaa
gctactgaat
Caaaaactca
tgagtttgta
cggtcttgct
cttcattttt
tgtttcttet
tggtaggggt
ttcagagtac
ttcaaaatgt
gtaccacttc
tgtcgttaat
ttcttogteg
ttttagtttt
atttctcaag
attagaaaga
tagtatatcg
agtgccgttc
cggctcgggt
gtgaccctgt
gtgtgggtgc
ttccgggacg
ttegeectac
cacgtccgac
cgatatcatg
aaccgaaaag
tatgttagta

cgtgracgca

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240



tgtaacatta
tgcaagctgg
gccgogttge
cgctcaagtc
ggaagctccce
Ttictcoctt
gtgtaggtcg
tgcgccttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag

cgttaaggga

<210>
<211>
<21li>
<213

<400>

65
12
PRT

65

iys Arg Ala Asp ?1& Ala pro Thr val

<210>
<211
<212>
<213>

<400>

66
36
ADN

66

tactgaaaac
dgaccaacat
tggcgrtite
agaggtggcg
tcgtgcgctc
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat

humano

humano
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cttgcttgag
gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcctgttccg
ggcgctrrct
gctgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaidaaga
ttttgtttgce
cttttctacg

gagatc

adggrtttgg
ggccagcaaa
cgccccectg
ggactataaa
accctgooge
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
dagcagcaga

gggtctgacg

ser Ile
10

aaacgggctg atgctgcacc aactgtatcc atcttc

61

gacgctcgaa ggctttaatt

aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccccecgttca
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa

Phe

ccgtaaaaag
Ccaaaaatcga
gtttcccect
ccrgteegec
tctcagtteg
gcecgaccge
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgogct
caaacaaacc
aaaaaaagga

Cgaaaactca

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7046

36
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion farmacéutica que comprende una molécula o complejo molecular capaz de unirse a TLR9 y a CD32,
que comprende al menos un epitopo de al menos un antigeno, en la que la parte de unién a CD32 de la molécula o
complejo molecular se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios de
proteinas y péptidos, y la parte de unién a TLR9 es un acido nucleico.

2. La preparacion farmacéutica segun la reivindicacién 1, caracterizada por que el epitopo es un epitopo de célula T.

3. La preparacion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada por que el epitopo se obtiene o produce a
partir de al menos una cadena de ADN que contiene un epitopo de célula T de un antigeno o un péptido sintético.

4. La preparacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que el epitopo se
selecciona del grupo que consiste en alergenos, especificamente alergenos en dermatitis atépica, asma alérgico, rinitis
alérgica o conjuntivitis alérgica.

5. La preparacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que el epitopo se
aisla de antigenos completos, antigenos desnaturalizados o antigenos modificados para prevenir la union a IgE.

6. La preparacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que comprende al
menos un anticuerpo o derivado o fragmento de éste.

7. La preparacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada por que la parte de
union a CD32 es al menos parte de un anticuerpo anti-CD32 o derivado o fragmento de éste.

8. La composicién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para uso en inmunoterapia activa.
9. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, para el tratamiento o profilaxis de las alergias.

10. Proceso para producir una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
usando técnica recombinante, en el que los genes que codifican las estructuras de union para TLR9, CD32 y el epitopo
se construyen en un vector y se expresan en una célula huésped.

11. Proceso para producir una molécula o complejo molecular segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
usando entrecruzamiento quimico.
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