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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CXCR4 para el tratamiento del VIH.

La presente invencion se refiere a nuevos anticuerpos, en particular anticuerpos monoclonales murinos, hibridos y
humanizados, que pueden unirse especificamente a los receptores de quimiocinas (CXCR), asi como la secuencias
de aminoacidos y de acidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos. Desde un aspecto, la invencion se refiere a
nuevos anticuerpos, y sus fragmentos funcionales, que pueden unirse especificamente al CXCR4 y que presentan
una potente actividad contra la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La invencion también
comprende la utilizacion de dichos anticuerpos, y sus fragmentos funcionales como un medicamento para el
tratamiento preventivo y/o terapéutico de la infeccién por VIH.

Las quimiocinas son pequefios péptidos segregados, que controlan la migracién de los leucocitos a lo largo de un
gradiente quimico de ligando, conocido como gradiente de quimiocinas, especialmente durante las reacciones
inmunitarias (Zlotnick A. et al., 2000). Se dividen en dos subfamilias principales, CC y CXC, en base a la posicién de
sus restos de cisteina del terminal NH, y se unen a receptores acoplados a la proteina G, cuyos dos principales
subfamilias se denominan CCR y CXCR. Mas de 50 quimiocinas humanas y 18 receptores de quimiocinas se han
descubierto hasta el momento.

Algunos miembros de la familia de receptores de la quimiocina actian como correceptores con el receptor primario
CD4 para permitir la entrada de varias cepas del VIH de tipo 1 en las células, siendo los correceptores principales
CCR5 y CXCR4. El VIH-1 de X4 trépico de linfocitos T utiliza el CD4 y el CXCR4 para la entrada en las células,
mientras que el VIH-1 de R5 tropico de macréfagos utiliza el CD4 y el CCR5. Las cepas dual-trépicas pueden utilizar
el CXCR4 y el CCR5 como correceptores. Los CCR3, CCE2, CCR8, CXCR6, CXCR7, CX3CR1, de entre otros
receptores de la quimiocina, pueden actuar como correceptores por un subconjunto mas restringido de cepas de
VIH.

El SDF-1, el ligando natural de CXCR4 asi como los ligandos CCL3, CCL4, CCL4-L1, y CCL5 para CCR5 pueden
inhibir la infeccion y la fusion celular por varias cepas de VIH-1. Estos descubrimientos han estimulado el desarrollo
de tratamientos anti-VIH que dianizan los receptores de la quimiocina que condujeron a la aprobacién del maraviroc
(CELSENTRI®), un antagonista de moléculas pequefias del CCR5 en combinacién con otros agentes anti-VIH-1 en
pacientes infectados por el VIH-1 CCR5-trépico. Sin embargo, el maraviroc no es utilizado ni en pacientes infectados
por el VIH-1 dual-trépico ni en pacientes infectados por el VIH-1 CXCR4-trépico (VIDAL 2009). Por lo tanto existe
una necesidad médica evidente de extender este tipo de terapia en los pacientes infectados por el VIH X4-trépico y
dual-tropico identificando los antagonistas de CXCR4 que pueden inhibir la replicacién de VIH X4-trépico.

El receptor 4 de quimiocinas (también conocido como fusina, CD184, LESTR o HUMSTR) existe como dos
isoformas que comprenden 352 o 360 aminoécidos. El resto ASN11 esta glucosilado, el resto Tyr21 se modifica por
adicién de un grupo sulfato y Cys 109 y 186 se unen con un puente disulfuro en la parte extracelular del receptor
(Juarez J. et al., 2004).

Este receptor es expresado por diferentes tipos de tejidos normales, naturales, linfocitos T sin memoria, linfocitos T
reguladores, linfocitos B, neutrofilos, células endoteliales, monocitos primarios, dendrocitos, linfocitos citoliticos
naturales, células madre hematopoyéticas CD34+ y a un bajo nivel en el corazén, colon, higado, rifiones y cerebro.
CXCR4 desempefia una funcion clave en el trafico de leucocitos, linfopoyesis y mielopoyesis de linfocitos B.

El ligando Unico del receptor CXCR4 descrito hasta el momento es el Factor-1 derivado de células del estroma
(SDF-1) o CXCL2. SDF-1 se segrega en gran cantidad en el ganglio linfatico, la médula 6sea, el higado, el pulmén 'y
en menor medida por los rifiones, el cerebro y la piel. CXCR4 también es reconocido por una quimiocina antagoénica,
la proteina Il inflamatoria de macroéfagos viricos (VMIP-11) codificada por el herpesvirus humano tipo Ill.

Como se ha mencionado anteriormente, el receptor CXCR4 es el correceptor principal para los aislados de VIH-1
linfocitos T-trépico (virus X4). La interferencia con este receptor deberia inhibir la replicacién de los virus X4 de una
manera muy eficaz.

Uno de los aspectos inventivos de la presente invencion es el de generar anticuerpos monoclonal de ratén (Mabs)
que inhiben la replicacion del VIH. La invencién comprende un Mab 515H7 de CXCR4 (o sus fragmentos) que puede
unirse a los homodimeros de CXCR4, y que presenta unas actividades potentes contra la infeccién por VIH. La
invencién comprende asimismo un Mab 301aE5 de CXCR4 (o sus fragmentos) que puede unirse a los homodimeros
de CXCR4, y que presenta unas actividades potentes contra la infeccion por VIH.

Inesperadamente, se han conseguido generar anticuerpos monoclonales que pueden unirse a CXCR4 pero también
producir cambios de configuracion de los homodimeros y/o heterodimeros CXCR4 y pueden inhibir la replicacién del
aislado primario de VIH-1 X4 en las PBMC. Mas especificamente, los anticuerpos de la invencion pueden asimismo
inhibir la replicacién del aislado primario de VIH-1 X4/R5.
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Preferentemente, el compuesto CXCR4 es una de las dos isoformas CXCR4 humanas seleccionadas de entre el
grupo que consiste en:

- la isoforma b del receptor 4 de quimiocinas (motivo C-X-C) [Homo sapiens] que tiene la secuencia
representada con el numero de registro del Genbank NP_003458 (SEC ID n° 27):

MEGISIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIYSIFLTGIVGN
GLVILVMGYQKKLRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFGNFL
CKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISLDRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVGVWI
PALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVVVFQFQHIMVGLILPGIVILSC
YCIHISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLEIIKQGCEFE
NTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYAFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILSKG
KRGGHSSVSTESESSSFHSS;

- la isoforma a del receptor 4 de quimiocinas (motivo C-X-C) [Homo sapiens] que tiene la secuencia
representada con el nimero de registro de Genbank NP_001008540 SEC ID n° 28):

MSIPLPLLQIYTSDNYTEEMGSGDYDSMKEPCFREENANFNKIFLPTIYSIIFLTGI
VGNGLVILVMGYQKKLRSMTDKYRLHLSVADLLFVITLPFWAVDAVANWYFG EP 2 424 897 B1 3 5 10 15 20
25 30 35 40 45 50 55 NFLCKAVHVIYTVNLYSSVLILAFISLDRYLAIVHATNSQRPRKLLAEKVVYVG
VWIPALLLTIPDFIFANVSEADDRYICDRFYPNDLWVVVFQFQHIMVGLILPGIVI
LSCYCIHISKLSHSKGHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFILLEIIKQGC
EFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYAFLGAKFKTSAQHALTSVSRGSSLKILS
KGKRGGHSSVSTESESSSFHSS;

- una variante de corte y empalme de la transcripcion alternativa o una variante natural de la misma que tiene
por lo menos 95% de identidad con una de estas isoformas b 0 a que tienen la SEC ID n° 27 0 28,y

- un fragmento de la misma que puede ser reconocido especificamente por su factor-1 derivado de células del
estroma del ligando natural (SDF-1) y que tiene preferentemente por lo menos 100, 150 y 200 aminoacidos
de longitud.

CXCR2 se selecciona de entre el grupo que consiste en:

- el receptor beta de interleucina 8 [Homo sapiens] que tiene la secuencia representada bajo el niumero de
registro de Genbank NP_001548 (SEC ID n° 29):

MEDFNMESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPESLEINKYFVVIIY
ALVFLLSLLGNSLVMLVILYSRVGRSVTDVYLLNLALADLLFALTLPIWAASKY
NGWIFGTFLCKVVSLLKEVNFYSGILLLACISVDRYLAIVHATRTLTQKRYLVKF
ICLSIWGLSLLLALPVLLFRRTVYSSNVSPACYEDMGNNTANWRMLLRILPQSF
GFIVPLLIMLFCYGFTLRTLFKAHMGQKHRAMRVIFAVVLIFLLCWLPYNLVLL
ADTLMRTQVIQETCERRNHIDRALDATEILGILHSCLNPLIYAFIGQKFRHGLLKI
LAIHGLISKDSLPKDSRPSFVGSSSGHTSTTL;

- una variante de corte y empalme alternativa de la transcripcién o una variante natural de la misma que tiene
por lo menos 95% de identidad con este receptor beta de interleucina 8 que tiene la SEC ID n° 29; y

- un fragmento de la misma capaz de ser reconocido especificamente por la IL-8 y que tiene preferentemente
por lo menos 100, 150 y 200 aminoacidos de longitud.

La presente invencion se refiere asimismo a un procedimiento para seleccionar un compuesto que tiene una
actividad anti-VIH o que se puede utilizar para la preparacion de una composicién para el tratamiento de la infeccién
por VIH, caracterizado por que dicho procedimiento comprende la etapa de:

En un primer aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para la generacion y la selecciéon de
anticuerpos segun la invencién.

Mas particularmente, es divulgado en la presente memoria un procedimiento para la seleccion de un anticuerpo anti-
CXCR4, o uno de sus fragmentos funcionales, que puede inhibir la replicaciéon del VIH, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas siguientes:

i) detectar los anticuerpos generados y seleccionar los anticuerpos capaces de unirse especificamente a
CXCR4;

i) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa i) y seleccionar anticuerpos capaces de producir
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cambio de configuracion de homodimeros CXCR4, y a continuacién

iii) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa ii) y seleccionar anticuerpos capaces de producir
cambio de configuracion de heterodimeros CXCR4/CXCR2.

iv) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa iii) y seleccionar los anticuerpos que pueden
inhibir la replicacién de VIH-1 X4-trépico de aislados primarios en las PBMC.

En otra forma de realizacion, la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la seleccion de un
anticuerpo anti-CXCR4, o uno de sus fragmentos funcionales, que puede inhibir la replicacién del VIH que
comprende las etapas siguientes:

i) cribar los anticuerpos generados y seleccionar los anticuerpos que pueden unirse especificamente CXCR4;

i) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa i) y seleccionar los anticuerpos que pueden
unirse a las células mononucleares de sangre periférica (PBMC),

iii) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa ii) y seleccionar los anticuerpos que pueden
unirse al homodimero de CXCR4, y a continuacion

iv) someter a prueba los anticuerpos seleccionados de la etapa iii) y seleccionar los anticuerpos que pueden
inhibir la replicacién de VIH-1 X4-trépico de aislados primarios en las PBMC y/o que pueden inhibir la
replicacion del VIH-1 X4/R5-tropico de aislados primarios en las PBMC.

La generacion de los anticuerpos se puede realizar por cualquier procedimiento conocido por los expertos en la
materia, tales como, por ejemplo, una fusién de una célula de mieloma con células de bazo de ratones inmunizados
u otras especies compatibles con las células de mieloma seleccionadas [Kohler y Milstein, 1975, Nature, 256:495-
497]. Los animales inmunizados podrian incluir ratones transgénicos con los locus de inmunoglobulina humana que
luego producen directamente anticuerpos humanos. Otra posible forma de realizacion podria consistir en la
utilizacion de tecnologias de presentacion de fagos para detectar bibliotecas.

Las etapas i) e ii) de deteccion se pueden realizar por cualquier método o procedimiento conocido por los expertos
en la materia. Como ejemplos no restrictivos, se pueden mencionar ELISA, BlAcore, inmunohistoquimica,
inmunotransferencia utilizando extractos de membrana de célula que expresa CXCR4 o CXCR4 purificado, andlisis
FACS y detecciones funcionales. Un procedimiento preferido consiste en una deteccion por andlisis FACS sobre
CXCR4 transfectante (etapa 1) y por lo menos en PBMC (etapa 2) para asegurarse de que los anticuerpos
producidos seran capaces de reconocer también la conformacion del receptor natural CXCR4 en la superficie celular
diana. Este procedimiento se describird con mayor detalle en los ejemplos siguientes.

La etapa de cribado iii) puede realizarse mediante cualquier método o procedimiento conocido por el experto en la
materia. Como ejemplo no limitativo pero preferido, pueden mencionarse la inmunotransferencia y/o las técnicas de
inmunoprecipitacién que utilizan los anticuerpos de interés sobre un extracto de membrana de las células
transfectadas de CXCR4 o PBMC.

La etapa de cribado iv) puede ser realizada mediante cualquier método o procedimiento conocido por el experto en
la materia. Como ejemplo no limitativo pero preferido, puede mencionarse un procedimiento que consiste en cribar
los anticuerpos respecto a su capacidad para inhibir la replicacion de aislados de X4/X5 de VIH-1 primarios y/o de
X4 de VIH-1 primarios en las PBMC utilizando un protocolo descrito por Holl et al. (J. Immunol. 2004, 173, 6274-83).

En una forma de realizacién preferida de la etapa iii) de seleccidon del procedimiento divulgado en la presente
memoria, dicha etapa iii) consiste en la determinacién de anticuerpos por analisis BRET en células que expresan
CXCR4-RLUC/CXCR4-YFP y la seleccién de anticuerpos capaces de inhibir por lo menos el 40%, preferentemente el
45%, 50%, 55% y lo mas preferentemente 60% de la sefial de BRET.

La tecnologia BRET es una tecnologia conocida como representativa de la dimerizacién de proteinas [Angers et al.,
PNAS, 2000, 97:3684-89].

La tecnologia BRET, utilizada en la etapa iii) del procedimiento, es bien conocida por el experto en la materia y se
detalla en los siguientes ejemplos. Mas especificamente, BRET (Transferencia de Energia por Resonancia de
Bioluminiscencia) es una transferencia de energia no radiante que se produce entre un donante bioluminiscente
(Renilla Luciferasa (Rluc)) y un aceptador fluorescente, un mutante de GFP (proteina verde fluorescente) o YFP
(proteina fluorescente amarilla). En el presente caso se utiliz6 EYFP (proteina amarilla fluorescente mejorada). La
eficacia de la transferencia depende de la orientacién y la distancia entre el donante y el aceptador. Entonces, la
transferencia de energia puede ocurrir sélo si las dos moléculas estan en estrecha proximidad (1-10 nm). Esta
propiedad se utiliza para generar ensayos de interaccién proteina-proteina. De hecho, a fin de estudiar la interaccion
entre dos parejas, la primera se fusiona genéticamente a la Renilla Luciferasa y la segunda al mutante amarillo de la
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GFP. Las proteinas de fusion se expresan generalmente, pero no obligatoriamente, en células de mamifero. En
presencia de su sustrato permeable de membranas (coelenterazina), Rluc emite luz azul. Si el mutante de GFP esta
mas cerca de 10 nm de la Rluc, puede ocurrir una transferencia de energia y puede detectarse una sefial amarilla
adicional. La sefial de BRET se mide como la relacion entre la luz emitida por el aceptador y la luz emitida por el
donante. Asi que la sefial de BRET aumentard a medida que las dos proteinas de fusion se aproximan o si un
cambio de configuracion se aproxima a Rluc y al mutante de GFP.

Si el andlisis de BRET consiste en una forma de realizacién preferida, cualquier procedimiento conocido por el
experto en la materia puede utilizarse para medir cambios de configuracién en dimeros CXCR4. Sin limitacion, se
pueden mencionar las siguientes tecnologias: FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia),
HTRF (fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo), FLIM (Microscopia por duracion de la fluorescencia para
diagndstico por Imagen) o SW-FCCS (espectroscopia de correlacién cruzada de fluorescencia de una sola longitud
de onda).

Otras tecnologias clasicas también podrian utilizarse, tales como coinmunoprecipitacion, Alpha Screen, reticulacion
quimica, doble hibrido, cromatografia de afinidad, ELISA o inmunotransferencia Far western.

En un aspecto particular de dicho procedimiento, la etapa iii) consiste en la determinacién de anticuerpos por analisis
BRET en células que expresan ambos CXCR4-RLuc/CXCR4-YFP y que seleccionan anticuerpos capaces de inhibir
por lo menos 40%, de la sefial de BRET.

En un segundo aspecto, la presente descripcion se refiere a anticuerpos aislados, o a uno de sus fragmentos
funcionales de los mismos, que se obtienen por dicho procedimiento. Dichos anticuerpos o uno de sus dichos
fragmentos o derivados, pueden unirse especificamente a la CXCR4 humana, pudiendo también dichos anticuerpos
producir cambios de configuracion en los homodimeros de CXCR4.

Es conocido a partir de la literatura que los Mab de CXCR4 como, por ejemplo, el clon A120, pueden inhibir la
entrada de la cepa de laboratorio de VIH-1 (X4HIV-1 ni4-3) en las PBMC (Tanaka R, et al, J. Virol. 2001, 75, 11534-
11543). Ademas, es asimismo conocido que los Mab de CXCR4 pueden inhibir los aislados primarios de X4 de VIH-
1 en las estirpes celulares que expresan CXCR4. Por el contrario, no se ha divulgado nunca un anticuerpo que
pueda inhibir dicho virus en su ambiente natural, es decir, no Unicamente sobre los virus de laboratorio o estirpes
celulares. Sin embargo, resulta un aspecto nuevo y no obvio de la invencion que los Mab de CXCR4 puedan inhibir
los aislados primarios de X4 de VIH-1 en las PBMC.

Las expresiones "fragmentos funcionales" se definiran con detalle a continuacion en la presente memoria.

Mas concretamente, se reivindican unos anticuerpos aislados, o uno de sus fragmentos o derivados funcionales,
caracterizadndose dichos anticuerpos por que comprenden por lo menos una region determinante de
complementariedad CDR seleccionada de entre las CDR que comprenden las secuencias de aminoacidos SEC ID
n°1 a6y 30 a 22 como se define mediante el sistema de numeracién IMGT.

Segun un primer aspecto, la descripcion se refiere a un anticuerpo humanizado aislado, o a un derivado o fragmento
funcional del mismo, que comprende por lo menos una CDR seleccionada de entre las CDR de las secuencias SEC
ID n° 1 a 6, tal como se define segun el sistema de numeracion IMGT, o por lo menos una CDR cuya secuencia
tiene por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% de identidad después de la alineacion éptima con
las secuencias SEC IDn° 1 a 6.

Segun un segundo aspecto, la divulgacion se refiere a un anticuerpo aislado, o un fragmento funcional o derivado
del mismo, que comprende por lo menos una CDR seleccionada de entre las CDR de secuencias SECIDn° 1,2y
30 a 33, como se define segun el sistema de numeracion IMGT, o por lo menos una CDR cuya secuencia presente
una identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacién 6ptima con las
secuencias SECIDn° 1,2y 30a 33.

Un "fragmento funcional" de un anticuerpo significa, en particular, un fragmento de anticuerpo, tal como los
fragmentos Fv, scFv (sc = cadena sencilla), Fab, F(ab'),, Fab', scFv-Fc o diacuerpos, o cualquier fragmento cuya
vida media se ha aumentado. Dichos fragmentos funcionales se describirdn con detalle a continuaciéon en la
presente descripcion.

Un "compuesto derivado" o "derivado” de un anticuerpo significa, en particular, una proteina de fijacién compuesta
por una estructura peptidica y por lo menos una de las CDR del anticuerpo original a fin de conservar su capacidad
de reconocer a CXCR4. Dichos compuestos derivados, bien conocidos para un experto en la materia, se describiran
con mayor detalle a continuacion en la presente descripcion.

Mas preferentemente, la invencion comprende los anticuerpos, y sus derivados o sus fragmentos funcionales, segun
la presente invencidn, particularmente hibridos o humanizados, obtenidos por recombinacion genética o sintesis
quimica.
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Segun una forma de realizacion preferida, el anticuerpo segin la invencién, o sus fragmentos funcionales, se
caracteriza por que comprende un anticuerpo monoclonal.

"Anticuerpo monoclonal” significa un anticuerpo que surge de una poblacion de anticuerpos casi homogénea. Mas
particularmente, cada uno de los anticuerpos de una poblacion son idénticos excepto por unas pocas mutaciones
naturales posibles que pueden encontrarse en proporciones minimas. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal
comprende un anticuerpo homogéneo derivado del crecimiento de un solo clon de células (por ejemplo, un
hibridoma, una célula hospedadora eucariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo
homogéneo, una célula hospedadora procariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo
homogéneo, etc.) y se caracteriza generalmente por cadenas pesadas de una y solo una clase y subclase, y
cadenas ligeras de un solo tipo. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos y se dirigen contra un solo
antigeno. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que suelen incluir varios
anticuerpos dirigidos contra varios determinantes, o epitopos, cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico
epitopo del antigeno.

Mas particularmente, el anticuerpo o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, estan caracterizados por
que comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos una CDR seleccionada de entre CDR-L1, CDR-L2
y CDR-L3, en los que:

- CDR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 1,
- CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2,
- CDR-L3 comprende la secuencia de amioacidos SEC ID n° 3.

Segun otra forma de realizacion, los anticuerpos o uno de sus compuestos derivados o fragmentos funcionales,
estan caracterizados por que comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos una de las tres CDR de
las secuencias SEC ID n® 1, 2 o 3, o por lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacion éptima con las secuencias SECIDn°1, 2 0 3.

El anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, esta caracterizado asimismo por que comprende
una cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en los que CDR-L1 comprende la secuencia de
aminoéacidos SEC ID n° 1, CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2 y CDR-L3 comprende la
secuencia de amino&cidos SEC ID n° 3.

En otra forma de realizacion, el anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, esta caracterizado por
gue comprende una cadena ligera de secuencia que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 7, o por lo
menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras la
alineacion 6ptima con las secuencias SEC ID n° 7.

Segun una segunda forma de realizacion preferida, el anticuerpo o sus compuestos derivados o fragmentos
funcionales, estan caracterizados por que comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos una CDR
seleccionada de entre CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en los que:

- CDR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 1,
- CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2,
- CDR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 30.

Segun otra forma de realizacion, los anticuerpos, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos funcionales,
estan caracterizados por que comprenden una cadena ligera que comprende por lo menos una de las tres CDR de
las secuencias SEC ID n® 1, 2 o 30, o por lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacién 6ptima con las secuencias SEC ID n° 1, 2 o 30.

El anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, esta asimismo caracterizado por que comprende
una cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, en los que CDR-L1 comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID n°® 1, CDR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2 y CDR-L3 comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 30.

En otra forma de realizacion, el anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, esta caracterizado por
que comprende una cadena ligera de secuencia que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 34, o por lo
menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una
alineacion 6ptima con las secuencias SEC ID n° 34,

Mas particularmente, los anticuerpos, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, esta
caracterizado por que comprenden una cadena pesada que comprende por lo menos una CDR seleccionada de
entre CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en el que:
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- CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 4,
- CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 5,
- CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 6.

Segun otra forma de realizacion, los anticuerpos, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, esta
caracterizado por que comprende una cadena pesada que comprende por lo menos una de las tres CDR de las
secuencias SEC ID n° 4, 5 o0 6, 0 por lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacién optima con las secuencias SEC IDn° 4, 5 o 6.

Segun otra forma de realizacién particular, los anticuerpos, o unos de sus compuestos derivados o fragmentos
funcionales, estan caracterizados por que comprenden una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3, en los que CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 4, CDR-H2 comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 5 y la CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 6.

En otra forma de realizacion, el anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, esta caracterizado por
que comprende una cadena pesada de secuencia que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 8, o por
lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una
alineacion 6ptima con la secuencia SEC ID n° 8.

Mas particularmente, dichos anticuerpos, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos funcionales estan
caracterizados por que comprenden una cadena pesada que comprende por lo menos una CDR seleccionada de
entre CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, en los que:

- CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 31,
- CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 32,
- CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 33.

Segun otra forma de realizacion, los anticuerpos de la invencién, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos
funcionales, estan caracterizados por que comprenden una cadena pesada que comprende por lo menos una de las
tres CDR de las secuencias SEC ID n° 31, 32 0 33, o por lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos
80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacion 6ptima con las secuencias SEC ID n° 31, 32 o0 33.

Segun otra forma de realizacién particular, los anticuerpos, o uno de sus compuestos derivados o fragmentos
funcionales, estan caracterizados por que comprenden una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3, en los que CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 31, CDR-H2 comprende la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 32 y la CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 33.

En otra forma de realizacién, dicho anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionacles o derivados, esta
caracterizado por que comprende una cadena pesada de secuencia que comprende la secuencia de aminoacidos
SEC ID n° 35, o por lo menos una secuencia con una identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%,
95% y 98% tras una alineacién optima con la secuencia SEC ID n° 35.

El anticuerpo de la invencion, o uno de sus fragmentos funcionales, esta caracterizado por que comprende una
cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprenden respectivamente las secuencias de
aminoacidos SEC ID n® 1, 2 y 3; y una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que
comprenden respectivamente las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 4, 5y 6.

El anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos funcionales, esta caracterizado asimismo por que comprende
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 7 y una cadena pesada que comprende
la secuencia de amino&cidos SEC ID n° 8.

El anticuerpo de la invencion, o uno de sus fragmentos funcionales, esta caracterizado por que comprende una
cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprenden respectivamente las secuencias de
aminoacidos SEC ID n°® 1, 2 y 30; y una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que
comprenden respectivamente las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 31, 32 y 33.

El anticuerpo de la invencién, o uno de sus fragmentos funcionales, puede estar asimismo caracterizado por que
comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 34 y una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 35.

En la presente descripcion, los términos "polipéptidos”, "secuencias polipeptidicas"”, "péptidos" y "proteinas unidas a
compuestos de anticuerpos 0 a sus secuencias" son intercambiables.

Debe apreciarse que la invencién no se refiere a anticuerpos en forma natural, es decir, no se toman de su entorno
natural sino que son aislados u obtenidos por purificacién a partir de fuentes naturales u obtenidos por
recombinacién genética o sintesis quimica y pueden ser por lo tanto portadores de aminoacidos no naturales como
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se describe a continuacion.

En una primera forma de realizacion, la region determinante de complementariedad, o CDR, hace referencia a las
regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas como se define por Kabat et al.
(Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 52 Ed., U.S. Department of Health and Human
Services, NIH, 1991, y ediciones posteriores). Existen tres CDR de la cadena pesada y tres CDR de la cadena
ligera. En la presente memoria, los términos “CDR” “CDRs” son utilizados para indicar, en funcién del caso, una o
mas, o incluso la totalidad, de las regiones que contienen la mayoria de los residuos de aminoacidos responsables
de la afinidad por la unién al anticuerpo para el antigeno o epitopo que reconoce.

En una segunda forma de realizacion, mediante regiones CDR o CDR(s), se pretenden indicar las regiones
hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas como se define por el IMGT.

La numeracién Unica de IMGT se ha definido para comparar los dominios variables de cualquiera que sea el
receptor de antigenos, el tipo de cadena, o las especies [Lefranc M.-P., Immunology Today 18, 509 (1997) / Lefranc
M.-P., The Immunologist, 7, 132-136 (1999) / Lefranc, M.-P., Pommie, C., Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E.,
Truong, L., Thouvenin-Contet, V. y Lefranc, Dev. Comp. Immunol., 27, 55-77 (2003)]. En la numeracién Unica de
IMGT, los aminoacidos conservados siempre tienen la misma posicién, por ejemplo, cisteina 23 (13-CYS), triptéfano
41 (TRP CONSERVADO), aminoéacido hidréfobo 89, cisteina 104 (23-CYS), fenilalanina o triptéfano 118 (J-PHE o J-
TRP). La numeracion Unica IMGT proporciona una delimitacion estandarizada de las regiones marco (FR1-IMGT:
posiciones 1 a 26, FR2-IMGT: 39 a 55, FR3-IMGT: 66 a 104 y FR4-IMGT: 118 a 128) y de las regiones
determinantes de complementariedad: CDR1-IMGT: 27 a 38, CDR2-IMGT: 56 a 65 y CDR3-IMGT 105 a 117. En
cuanto a los huecos representan posiciones desocupadas, las longitudes de CDR-IMGT (presentadas entre
paréntesis y separados por puntos, p. €j., [8.8.13]) se convierten en informacién crucial. La numeracion Unica de
IMGT se utiliza en representaciones graficas 2D, denominadas IMGT Colliers de Perles [Ruiz, M. y Lefranc, M.-P.,
Immunogenetics, 53, 857-883 (2002) / Kaas, Q. y Lefranc, M.-P., Current Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], y en
estructuras 3D en IMGT/3Dstructure-DB [Kaas, P., Ruiz, M. y Lefranc, M.-P., T cell receptor and MHC structural
data. Nucl. Acids. Res., 32, D208-D210 (2004)].

Existen tres CDR de cadena pesada y 3 CDR de cadena ligera. El término CDR se utiliza en la presente memoria
para indicar, segun el caso, una o varias de estas regiones, o incluso la totalidad, de estas regiones que contienen la
mayoria de los restos de aminoacidos responsables de la fijacion por afinidad del anticuerpo por el antigeno o el
epitopo que reconoce.

Para una mayor claridad, debe apreciarse que en la descripcién siguiente, y mas particularmente en las tablas 2 y 3,
las CDR seran definidas mediante el sistema de numeracion IMGT y mediante el sistema de numeracion de Kabat.

El sistema de numeracion IMGT define las CDR segun el sistema IMGT como se ha definido anteriormente mientras
que el sistema de numeracion de Kabat define las CDR segun el sistema de Kabat como se ha definido
anteriormente.

Mas particularmente, respecto al anticuerpo al que se hace referencia como 515H7, la CDR-L1 consiste en la SEC
ID n° 1 en los sistemas de numeracion IMGT y de SEC ID n° 9 en el sistema de numeracion de Kabat. Respecto a la
CDR-L2, consiste en la SEC ID n°® 2 en los sistemas de numeracion IMGT y de SEC ID n° 10 en el sistema de
numeracion de Kabat. La CDR-L3 consiste en la SEC ID n° 3 para cada uno de los sistemas de numeracion. Para la
cadena pesada, la CDR-H1 consiste en la SEC ID n° 4 en el sistema de numeracion IMGT y SEC ID n° 11 en el
sistema de numeracion de Kabat. La CDR-H2 consiste en la SEC ID n° 5 en el sistema de numeraciéon IMGT y SEC
ID n° 12 en el sistema de numeracion de Kabat. Finalmente, la CDR-H3 consiste en la SEC ID n° 6 en el sistema de
numeracion IMGT mientras que consiste en la SEC ID n° 13 en el sistema de numeracion de Kabat.

A continuacion, respecto al anticuerpo al que se hace referencia como 301aES5, la CDR-L1 consiste en la SEC ID n°
1 en los sistemas de numeracion IMGT y en la SEC ID n° 9 en el sistema de numeracion de Kabat. Respecto a la
CDR-L2, consiste en la SEC ID n° 2 en los sistemas de numeracion IMGT y en la SEC ID n°® 36 en el sistema de
numeracion de Kabat. La CDR-L3 consiste en la SEC ID n° 30 en los sistemas de numeracion IMGT y en la SEC ID
n° 37 en el sistema de numeracion de Kabat. Para la cadena pesada, la CDR-H1 consiste en la SEC ID n° 31 en el
sistema de numeracion IMGT y en la SEC ID n° 38 en el sistema de numeracién de Kabat. La CDR-H2 consiste en
la SEC ID n°® 32 en los sistemas de numeracion de IMGT y en la SEC ID n° 39 en el sistema de numeracién de
Kabat. Finalmente, la CDR-H3 consiste en la SEC ID n° 33 en los sistemas de numeraciéon IMGT mientras que
consiste en la SEC ID n° 40 en el sistema de numeracion de Kabat.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos significa el porcentaje de nucledtidos o restos de aminoacidos idénticos entre las dos secuencias a
comparar, obtenido después de la alineacién 6ptima, siendo este porcentaje puramente estadistico y estando las
diferencias entre las dos secuencias distribuidas al azar en toda su longitud. La comparacién de dos secuencias de
acidos nucleicos o de aminoacidos se lleva a cabo tradicionalmente comparando las secuencias después de
haberlas alineado de manera éptima, pudiendo llevarse a cabo dicha comparacién por segmentos o utilizando un
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"intervalo de alineacion". La alineacion Optima de las secuencias para la comparacion puede llevarse a cabo,
ademas de la comparacion manual, mediante el algoritmo local de homologia de Smith y Waterman (1981) [Ad. App.
Math. 2:482], mediante el algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443],
mediante el procedimiento de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444] o mediante de programas informaticos utilizando estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTAy TFASTA en el
Wisconsin Genetics Software Package de, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, o por
programas informaticos de comparacion BLAST NR o BLAST P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos se determina comparando las
dos secuencias alineadas de manera 6ptima en las que la secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos a
comparar pueden tener adiciones o sustracciones en comparacion con la secuencia de referencia para
alineamientos 6ptimos entre las dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de
posiciones en las que el resto de aminoacido o nucleétido es idéntico entre las dos secuencias, preferentemente
entre las dos secuencias completas, dividiendo el nimero de posiciones idénticas por el nimero total de posiciones
en el intervalo de alineacion y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre las
dos secuencias.

Por ejemplo, el programa BLAST, "secuencias BLAST 2" (Tatusova et al., "secuencias Blast 2 - una nueva
herramienta para comparar secuencias de proteinas y nucleétidos"., FEMS Microbiol., 1999, Lett. 174:247-250)
disponible en la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf7bl2.html, se puede utilizar con los parametros por defecto
(principalmente, para los parametros "penalizacién por hueco abierto": 5, y "penalizacion por ampliacion del hueco™:
2; siendo la matriz seleccionada por ejemplo la matriz "BLOSUM 62" propuesta por el programa); el programa
calcula directamente el porcentaje de identidad entre las dos secuencias a comparatr.

Para la secuencia de aminoacidos que presenta por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% de
identidad con una secuencia de aminoacidos de referencia, los ejemplos preferidos comprenden los que contienen la
secuencia de referencia, determinadas modificaciones, en particular, una supresién, adicién o sustitucién de por lo
menos un aminoacido, truncamiento o extension. En el caso de la sustitucion de uno o mas aminoacidos
consecutivos 0 no consecutivos, se prefieren las sustituciones en las que los aminoacidos sustituidos se remplazan
por aminoéacidos "equivalentes”. Aqui, la expresion "aminoacidos equivalentes" significa cualesquier aminoacidos
susceptibles de ser sustituido por uno de los aminoacidos estructurales sin modificar sin embargo las actividades
bioldgicas de los anticuerpos correspondientes y de los ejemplos especificos definidos a continuacién.

Los aminoacidos equivalentes pueden determinarse bien en su homologia estructural con los aminoacidos por los
que estan sustituidos o en los resultados de pruebas comparativas de actividad bioldgica entre los diversos
anticuerpos que puedan generarse.

Como un ejemplo no limitativo, la tabla 1 a continuacién resume las posibles sustituciones susceptibles de llevarse a
cabo sin dar lugar a una modificacion significativa de la actividad biolégica del anticuerpo modificado
correspondiente; sustituciones inversas son naturalmente posibles en las mismas condiciones.

Tabla 1
Resto original Sustituciones
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) GIn
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (G) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg
lle (I) Leu
Leu (L) lle, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala
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En una forma de realizacion especifica, la presente invencioén se refiere a anticuerpos murinos, 0 a compuestos
derivados o fragmentos funcionales de los mismos.

La presente divulgacion se refiere asimismo a cualquier compuesto derivado de los anticuerpos tal como se describe
en la invencion.

Mas particularmente, es divulgado en la presente memoria un anticuerpo, o sus compuestos derivados o fragmentos
funcionales, caracterizado por que dicho compuesto derivado consiste en una proteina de union que comprende un
andamiaje proteinico sobre el que se injerta por lo menos una CDR de tal manera que preserve la totalidad o parte
de las propiedades de reconocimiento de paratopos del anticuerpo inicial.

Pueden encontrarse presentes asimismo una o mas secuencias de entre las secuencias de CDR descritas en la
presente memoria sobre los diversos andamiajes proteinicos de inmunoglobulina. En este caso, la secuencia
proteinica posibilita recrear un esqueleto peptidico que puede favorecer el plegado de las CDR injertadas,
permitiendo que mantengan sus propiedades de reconocimiento de antigeno de paratopos.

Generalmente, un experto en la materia conoce como determinar el tipo de andamiaje proteinico sobre el que
injertar por lo menos una de las CDR que surgen del anticuerpo original. Mas particularmente, resulta conocido que
para ser seleccionados, dichos andamiajes deben cumplir el mayor nimero de criterios como se expone a
continuacion (Skerra A., J. Mol. Recogn., 2000, 13:167-187):

- una buena conservacion filogenética;

- una estructura tridimensional conocida (como, por ejemplo, mediante cristalografia, espectroscopia por RMN
o cualquier otra técnica conocida por el experto en la materia);

- untamafio pequefio;
- pocas modificaciones postranscripcionales o ninguna; y/o
- facilidad de producir, expresar y purificar.

El origen de dichos andamiajes proteinicos pueden ser, pero de manera no limitativa, las estructuras seleccionadas
de entre: fibronectina y preferentemente el dominio de fibronectina de tipo Ill 10, lipocalina, anticalina (Skerra A., J.
Biotechnol., 2001, 7484):257-75), la proteina Z que surge del dominio B de la proteina A de Staphylococcus aureus,
tiorredoxina A o proteinas con un motivo repetido tal como la “repeticion anquirina” (Kohl et al., PNAS, 2003, vol.
100, n° 4, 1700-1705), la “repeticion armadillo”, la “repeticion rica en leucina” y la “repeticion de tetratricopéptido”.

Deben mencionarse asimismo los andamiajes derivados de toxinas, tales como, por ejemplo, las toxinas de
escorpiones, insectos, plantas, moluscos, etc., y los inhibidores de proteinas de la ON sintasa neuronal (PIN).

Un ejemplo, de una manera no limitativa, de dichas construcciones hibridas, es la insercién de CDR-H1 (cadena
pesada) de un anticuerpo anti-CD4, especificamente 13B8.2, en uno de los bucles en el PIN, preservando la nueva
proteina de unién obtenida asi las mismas propiedades de unién que el anticuerpo original (Bes et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 2006, 343(1), 334-344). Sobre una base estrictamente ilustrativa, puede mencionarse
asimismo la insercion de CDR-H3 (cadena pesada) de un anticuerpo anti-lisozima VHH sobre uno de los bucles de
neocarcinostatina (Nicaise et al., Protein Science, 2004, 13(7):1882-1891).

Finalmente, como se describe anteriormente, dichos andamiajes peptidicos pueden comprender por lo menos una
de las CDR que surgen del anticuerpo original. Preferentemente, pero sin resultar un requisito, un experto en la
materia puede seleccionar por lo menos una CDR de la cadena pesada, resultando esto conocido como responsable
principal para la especificidad del anticuerpo. La seleccion de una o mas CDR relevantes resulta evidente para el
experto en la materia, que selecciona a continuacién las técnicas conocidas apropiadas (Bes et al., FEBS letters
508, 2001, 67-74).

Esta previsto un procedimiento para seleccionar un compuesto derivado de un anticuerpo segun la invencién,
pudiendo dicho compuesto derivado inhibir la entrada de la célula de VIH in vitro y/o in vivo y comprendiendo dicho
compuesto derivado un andamiaje peptidico sobre el que se injerta por lo menos una CDR de anticuerpo,
comprendido dicho procedimiento las etapas siguientes:

a) poner en contacto in vitro un compuesto que se compone de un andamiaje peptidico sobre el que se injerta
por lo menos una CDR de anticuerpo con una muestra bioldgica que contiene VIH de tipo 1 y PBMC; y

b) seleccionar dicho compuesto si dicho compuesto puede inhibir la replicacion de VIH-1,
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y caracterizado por que dicha por lo menos una CDR injertada es seleccionada de entre las CDR siguientes
de secuencia SEC ID n° 1 a 6 y 30 a 33 o una secuencia con una identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 85%, 90%, 95% y 98% tras una alineacion optima con la secuencia SECIDn°1 a6y 30 a
33.

Segun un modo preferido, el procedimiento puede incluir en la etapa a) poner en contacto in vitro un compuesto que
comprende un andamiaje peptidico sobre el que se injertan por lo menos dos o tres CDR de anticuerpo.

Segun un modo todavia mas preferido de este procedimiento, el andamiaje peptidico es seleccionado de entre
andamiajes o proteinas de unién cuyas estructuras se han mencionado anteriormente.

Obviamente, estos ejemplos no son limitativos, y puede considerarse comprendida cualquier otra estructura
conocida por o evidente para el experto en la materia por la protecciéon proporcionada por la presente solicitud de
patente.

La presente divulgacion se refiere asi a un anticuerpo, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales,
caracterizado por que el andamiaje peptidico es seleccionado de entre las proteinas que son a) bien preservadas
filogenéticamente, b) de arquitectura robusta, c) con una organizacién molecular 3-D bien conocida, d) de un tamafio
pequefio y/o e) que comprenden unas regiones que pueden ser modificadas por supresidon y/o insercion sin
modificar las propiedades de estabilidad.

Segun una forma de realizacion preferida, el anticuerpo, o sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, esta
caracterizado por que dicho andamiaje peptidico es seleccionado de entre i) andamiajes que surgen de la
fibronectina, preferentemente el dominio de la fibronectina de tipo 3 10, lipocalina, anticalina, la proteina Z que surge
del dominio B de la proteina A de Staphylococcus aureus, tiorredoxina A o proteinas con un motivo repetido tal como
la “repeticion de anquirina” (Kohl et al., PNAS, 2003, vol. 100, n° 4, 1700-1705), la “repeticion armadillo”, la
“repeticién rica en leucina” y la “repeticion de tetratricopéptido” o iii) inhibidores proteinicos de la ON sintasa neuronal
(PIN).

Otro aspecto de la invencion se refiere a los fragmentos funcionales del anticuerpo descrito anteriormente.

Mas particularmente, la invencién se refiere a un anticuerpo, 0 a sus fragmentos funcionales o compuestos
derivados, caracterizado porque dicho fragmento funcional se selecciona entre los fragmentos Fv, Fab, (Fab'),, Fab',
scFv, scFv-Fc y diacuerpos, o cualquier fragmento cuya vida media ha aumentado, tales como los fragmentos
PEGilados.

Dichos fragmentos funcionales del anticuerpo segin la invencién consisten, por ejemplo, en los fragmentos Fv, scFv
(sc = cadena sencilla), Fab, F(ab"),, Fab', scFv-Fc o diacuerpos, o cualquier fragmento cuya vida media ha
aumentado por modificacion quimica, tal como la adicién de polialquilenglicol como por ejemplo polietilenglicol
(PEGilacion) (fragmentos PEGilados se conocen como Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab'),-PEG y Fab'-PEG), o
por incorporacion en un liposoma, microesferas o PLGA, dichos fragmentos poseen por lo menos una de las CDR
caracteristicas de los anticuerpos humanizados de la invencion que puede ejercer especialmente de manera general
actividad, incluso parcial, del anticuerpo de la que surge.

Preferentemente, dichos fragmentos funcionales comprenderan o incluirdn una secuencia parcial de la cadena
variable pesada o ligera del anticuerpo del que proceden, siendo suficiente dicha secuencia parcial para conservar la
misma especificidad de fijacion que el anticuerpo del que procede y afinidad suficiente, preferentemente por lo
menos igual a 1/100, mas preferentemente por lo menos 1/10 de la del anticuerpo de la que procede.

Dicho fragmento funcional contendra por lo menos cinco aminoacidos, preferentemente 6, 7, 8, 10, 15, 25, 50 o 100
aminoacidos consecutivos de la secuencia del anticuerpo de la que procede.

Preferentemente, estos fragmentos funcionales seran de los tipos Fv, scFv, Fab, F(ab’),, F(ab'), scFv-Fc o
diacuerpos, que generalmente tienen la misma especificidad de fijacién que el anticuerpo del que proceden. Segun
la presente invencién, fragmentos de anticuerpo de la invencion se pueden obtener a partir de los anticuerpos
descritos anteriormente por procedimientos tales como digestién con enzimas, como por ejemplo pepsina o papaina,
y/o por escision de los puentes disulfuro por reduccién quimica. Los fragmentos de anticuerpos también se pueden
obtener por técnicas de genética recombinante también conocidas para un experto en la materia o por sintesis de
péptidos por medio, por ejemplo, de los sintetizadores de péptidos automaticos tales como los comercializados por
Applied Biosystems, etc.

Para mas claridad, la tabla 2 a continuacion resume las diversas secuencias de aminoacidos correspondientes a los
anticuerpos de la invencion.
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Tabla 2 (en la que Mu = murino)

Anticuerpo | numeracién de CDR Cadena pesada Cadena ligera SEC ID n°
CDR-L1 1
CDR-L2 2
CDR-L3 3
IMGT CDR-L1 4
CDR-L2 5
CDR-L3 6
CDR-L1 9
515H7 CDR-L2 10
CDR-L3 3
Kabat CDR-L1 11
CDR-L2 12
CDR-L3 13
Dominio variable Mu 7
Dominio variable Mu 8
CDR-L1 1
CDR-L2 2
CDR-L3 30
IMGT CDR-L1 31
CDR-L2 32
CDR-L3 33
CDR-L1 9
301aE5 CDR-L2 36
CDR-L3 37
Kabat CDR-L1 38
CDR-L2 39
CDR-L3 40
Dominio variable Mu 34
Dominio variable Mu 35

Un aspecto adicional importante particular de los anticuerpos objeto de la presente invencién consiste en que no
muestran unas funciones efectoras, tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).

Mas particularmente, como un ejemplo, los anticuerpos de la invencién, o uno de sus fragmentos funcionales de los
mismos, no presentan afinidad por el FcyR (I, 11 o Ill) o por la C1q, o para ambos.

Estructuralmente, esto significa para el experto en la materia que los anticuerpos de la invencién, o uno de sus
fragmentos funcionales de los mismos, estan desprovistos de la porcién Fc o su porcion Fc no presenta una
glicosilacion correcta que permita conferir unas funciones efectoras.

Una consecuencia de esto consiste en que los anticuerpos de la invencion son seleccionados preferentemente de
entre isotipos 1gG4 o 19gG2, mas preferentemente 1gG4.

De manera similar, los fragmentos preferidos son fragmentos desprovistos de ADCC tales como fragmentos o
diacuerpos de Fv, scFv (sc para la cadena sencilla), Fab, F(ab’),, Fab’, scFv-Fc, o cualquier fragmento cuya vida
media podria ser aumentada mediante modificacion quimica, tal como la adicién de poli(alquilén) glicol tal como
poli(etilén) glicol (“PEGilacion”) (fragmentos pegilados denominados Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’),-PEG o
Fab’-PEG) (“PEG” para poli(etilén) glicol, o mediante la incorporacién en un liposoma.

Mas particularmente, un fragmento funcional preferido de la invencion derivado del anticuerpo 515H7 es scFv, al que
se hace referencia en adelante en la presente memoria como fragmento 515H7 scFv-Ck, comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID n° 54.

La secuencia de nucleétidos que corresponde a dicho scFv comprende la secuencia SC ID n° 55.

Otro aspecto especifico de la presente invencion se refiere a anticuerpos hibridos, o sus compuestos derivados o
fragmentos funcionales, caracterizados por que dichos anticuerpos comprenden asimismo unas regiones constantes
de cadena ligera y cadena pesada derivadas de un anticuerpo de una especie heter6loga con el ratén,
particularmente el ser humano.

Todavia otro aspecto especifico de la presente invencion se refiere a anticuerpos humanizados, o sus compuestos
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derivados o fragmentos funcionales, caracterizados por que las regiones constantes de la cadena ligera y la cadena
pesada derivadas del anticuerpo humano son, respectivamente la region lambda o kappa y la region gamma-2 o
preferentemente gamma-4.

El anticuerpo de la invencién comprende asimismo anticuerpos hibridos o humanizados.

Un anticuerpo hibrido es el que contiene una regién variable natural (cadena ligera y cadena pesada) procedente de
un anticuerpo de una especie dada en combinacién con regiones constantes de la cadena ligera y la cadena pesada
de un anticuerpo de una especie heteréloga con respecto a dicha especie dada.

Los anticuerpos, o fragmentos hibridos de los mismos, se pueden preparar utilizando las técnicas de la genética
recombinante. Por ejemplo, el anticuerpo hibrido puede ser producido por clonacion de ADN recombinante que
contiene un activador y una secuencia que codifica la regién variable de un anticuerpo monoclonal no humano de la
invencion, en particular murino, y una secuencia que codifica la regiéon constante de anticuerpo humano. Un
anticuerpo hibrido segun la invencion codificada por dicho gen recombinante podria ser, por ejemplo, un hibrido de
ratdn-humano, la determinandose la especificidad de este anticuerpo por la region variable procedente del ADN
murino y su isotipo determinado por la regioén constante procedente del ADN humano. Consultar Verhoeyn et al.
(BioEssays, 8:74, 1988) para los procedimientos para la preparacion de anticuerpos hibridos.

La tabla 3 resume a continuacién en la presente memoria las secuencias de amindacidos de las diversas cadenas
ligeras y pesadas del anticuerpo hibrido 515H7 (al que se hace referencia como c515H7 o C515H7) segun la
invencion.

Tabla 3 (en la que c= hibrido)

Anticuerpo c515H7 Cadena pesada | Cadenaligera | SEC ID n°
cVH (G4wt) - 56
Secuencias completas (sin péptido sefial) CVH (GAPRO) - 5/
cVH(G2wt) - 58
- cVL-Ck 59

La secuencia de nucle6tidos correspondiente a dichas cadenas pesadas SEC ID n° 56 a 58 y cadenas ligeras SEC
ID n°® 59 de anticuerpo c515H7 corresponden respectivamente a la secuencias SEC ID n°® 60 a 63 (cadenas
pesadas) y SEC ID n° 64 (cadena ligera).

En una forma de realizacion preferida, las secuencias de cadena pesada son eliminadas de su residuo de lisina C-
terminal (como se ha descubierto en la serie de vector pConPlus original de Lonza: pConPlusy4AK,
pConPlusy4PROAk & pConPlusy2AK).

Ademas, la cadena pesada G4PRO corresponde a un isotipo de 1gG4 humano portador de una mutacién en la
region bisagra para evitar la formacion de semianticuerpos. Esta mutacion se descubrié en pConPlusy4PROAK a
partir de Lonza [Angal S, King DJ, Bodmer MW, Turner A, Lawson AD, Roberts G, Pedley B, Adair JR. A single
amino acid substitution abolishes the heterogeneity of chimeric mouse/human (IgG4) antibody. Mol Immunol. )1993);
30(1):105-108].

Mas particularmente, la cadena pesada del anticuerpo hibrido comprende unas CDR homélogas a las CDR
correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero diferente, en el que dichas CDR, segun
IMGT, consisten en CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que comprenden las secuencias respectivas SECIDn° 4,5y 6.

Mas particularmente, la cadena ligera del anticuerpo hibrido comprende unas CDR homdlogas a las CDR
correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero diferente, en la que dichas CDR, segun
IMGT, consisten en CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprenden respectivamente las secuencias SECIDn°1, 2y
3.

Mas particularmente, la invencién se refiere a un anticuerpo hibrido, o un fragmento funcional del mismo,
caracterizado por que comprende unas cadenas pesada y ligera que presentan cada una unas CDR homodlogas a
las CDR correspondientes de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero diferente, en el que dichas CDR,
segun IMGT, consisten en CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de la cadena pesada que comprenden respectivamente las
secuencias SECIDn° 4,5y 6,y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de la cadena ligera que comprenden respectivamente
las secuencias SECIDn° 1,2y 3.

En otra forma de realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo hibrido o un fragmento funcional del mismo, que

comprende una region variable de la cadena pesada de la secuencia que consiste en la SEC ID n° 8 y una regién
variable de la cadena ligera de secuencia SEC ID n° 7.
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Todavia en otra forma de realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo hibrido o un fragmento funcional del
mismo, que comprende una cadena pesada de secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en SEC ID n°
56, 57 0 58, y una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 59.

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo hibrido c515H7 VH(G4wt) / VL-Ck, o un fragmento funcional del
mismo, segln la invencién comprende una regién variable de la cadena pesada de secuencia SEC ID n°® 56 y una
regién variable de la cadena ligera de secuencia SEC ID n° 59.

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo hibrido ¢515H7 VH(G4PRO) / VL-Ck, o un fragmento funcional
del mismo, segun la invencién comprende una regién variable de la cadena pesada de secuencia SEC ID n° 57, y
una region variable de la cadena ligera de secuencia SEC ID n° 59.

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo hibrido c515H7 VH(G2wt) / VL-Ck, o un fragmento funcional del
mismo, seguln la invencién comprende una region variable de la cadena pesada de secuencia SEC ID n° 58, y una
region variable de la cadena ligera de secuencia SEC ID n° 59.

“Anticuerpos humanizados” hace referencia a un anticuerpo que contiene unas regiones CDR derivadas de un
anticuerpo de origen no humano, obteniéndose las otras partes de la molécula de anticuerpo a partir de uno (o
varios) anticuerpo(s) humano(s). Ademas, algunos de los residuos de segmento de esqueleto (denominados FR)
pueden ser modificados para conservar la afinidad de unién (Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986; Verhoeyen et
al., Science, 239:1534-1536, 1988; Riechmann et al., Nature, 332:323-327, 1988).

Los anticuerpos humanizados de la invencion o fragmentos de los mismos se pueden preparar por técnicas
conocidas por un experto en la materia (tales como, por ejemplo, los descritos en los documentos Singer et al., J.
Immun., 150:2844-2857, 1992; Mountain et al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10:1-142, 1992; y Bebbington et al.,
Bio/Technology, 10:169-175, 1992). Dichos anticuerpos humanizados se prefieren para su utilizacion en
procedimientos que suponen diagnosticos in vitro o tratamiento preventivo y/o terapéutico in vivo. Otras técnicas de
humanizacion, también conocidas para un experto en la materia, tales como, por ejemplo, la técnica de "injerto de
CDR" descrita por PDL en las patentes EP 0451 261, EP 0 682 040, EP 0 939 127, EP 0 566 647 o US n° 5.530.101,
US n° 6.180.370, US n° 5.585.089 y US n° 5.693.761. También pueden citarse las patentes US n°® 5.639.641 o n°®
6.054.297, n° 5.886.152 y n° 5.877.293.

Ademas, la invencién se refiere asimismo a los anticuerpos humanizados procedentes del anticuerpo murino
descrito anteriormente.

De una manera preferida, las regiones constantes de la cadena ligera y la cadena pesada procedentes de
anticuerpo humano son, respectivamente, la region lambda o kappa y la gamma-1, gamma-2 o preferentemente
gamma-4.

Mas especificamente, la invencion se refiere a una cadena pesada de anticuerpo humanizado caracterizada por que
comprende i) una regién marco homologa a la correspondiente regién marco de una cadena pesada de anticuerpo
humano, y ii) CDR homdlogas a las correspondientes CDR de un anticuerpo derivado de una especie de mamifero
diferente, en las que dichas CDR, segun el IMGT, consisten en CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que comprenden
respectivamente las secuencias SEC ID n°4, n°®5y n° 6.

En otra forma de realizacion, la invencion se refiere a una cadena pesada de anticuerpo humanizado que
comprende una region variable de la secuencia que consiste en SEC ID n° 64.

En todavia otra forma de realizacién, la invencion se refiere a una cadena pesada de anticuerpo humanizado que
comprende la secuencia completa seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID n° 67, 68 y 69.

Mas especificamente, la invencion se refiere a una cadena ligera de anticuerpo humanizado caracterizada por que
comprende i) una regién marco homéloga a la correspondiente regién marco de una cadena ligera de anticuerpo
humano, y ii) CDR homélogas a las CDR correspondientes de un anticuerpo procedente de una especie de
mamifero diferente, en las que dichas CDR, segun el IMGT, consisten en CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que
comprenden respectivamente las secuencias SECIDn°1, 2y 3.

En otra forma de realizacion, la invencion se refiere a una cadena ligera de anticuerpo humanizado que comprende
una region variable de la secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID n° 65, 66, 82 u 83.

En todavia otra forma de realizacion, la invencion se refiere a una cadena ligera de anticuerpo humanizado que
comprende la secuencia completa seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID n° 70, 71, 84 u 85.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo humanizado, o a un fragmento funcional del mismo,

caracterizado porque comprende cadenas pesadas y ligeras que tienen cada una regiones i) regiones marco
homélogas a las regiones marco correspondientes de un anticuerpo humano, y i) CDR homologas a las
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correspondientes CDR de un anticuerpo procedente de una especie de mamifero diferente, en las que dichas CDR,
segun el IMGT, consisten en CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de la cadena pesada que comprende respectivamente las
secuencias SEC ID n® 4, n° 5y n°® 6, y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de la cadena ligera que comprenden
respectivamente las secuencias SECIDn°1, 2y 3.

En otra forma de realizacién, la invencion se refiere a un anticuerpo humanizado, o a un fragmento funcional del
mismo, que comprende una region variable de la cadena pesada de secuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste en las SEC ID n°® 64 y una region variable de la cadena ligera de secuencia seleccionada de entre el grupo
que consiste en las SEC ID n° 65, 66, 82 u 83.

En todavia otra forma de realizacion, la invencion se refiere asimismo a un anticuerpo humanizado, o a un fragmento
funcional del mismo, que comprende una cadena pesada de secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste
en las SEC ID n° 67, 68 0 69 y una cadena ligera de secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las
SEC ID n° 70, 71, 84 u 85.

En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4wt) / VL2, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién, comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 67, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 70.

En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4PRO) / VL2-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 68, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 70.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G2wt) / VL2-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 69, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 70.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4wt) / VL2.1-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 67, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n°® 71.

En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4PRO) / VL2.1-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 68, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 71.

En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G2wt) / VL2.1-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 69, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 71.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4wt) / VL2.2-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 67, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 84.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4PRO) / VL2.2-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 68, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 84.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G2wt) / VL2.2-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 69, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 84.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4wt) / VL2.3-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 67, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 85.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G4PRO) / VL2.3-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 68, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 85.

En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo humanizado Hz515H7 VH1 D76N (G2wt) / VL2.3-Ck, 0 a un
fragmento funcional del mismo, segun la invencién comprende una cadena pesada de secuencia SEC ID n° 69, y
una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 85.

La tabla 4 resume a continuacién en la presente memoria las secuencias de aminoacidos de los diversos dominios

variables de cadenas pesada y ligera y longitud total (0 completa) respectivamente, del anticuerpo humanizado
515H7 segun la invencion.

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2534313713

Tabla 4 (en la que Hz = humanizado)

Anticuerpo Hz515H7 Cadena pesada Cadenalligera | SECID n°
VH1 d76N - 64
- VL2 65
Dominios variables - VL2.1 66
- VL2.2 82
- VL2.3 83
VH1 d76N (G4wt) - 67
VH1 D76N (G4PRO) - 68
VH! D76N (G2 wt) - 69
Secuencias completas (sin péptido sefial) - VL2-ck 70
- VL2.1-ck 71
- VL2.2-ck 84
- VL2.3-ck 85

En una forma de realizacion preferida, las secuencias de cadena pesada son eliminadas de su residuo de lisina C-
terminal (como se descubre en las series de vector pConPLus original de Lonza: pConPLusy4AK,
pConPlusy4PROAK & pConPlusy2AK).

Ademas, la cadena pesada G4PRO corresponde a un isotipo IgG4 humano portador de una mutacion en la region
bisagra para evitar la formacion de semianticuerpos. Esta mutacién se descubre en pConPlusy4PROAK parenteral
de Lonza [Angal S, King DJ, Bodmer MW, Turner A, Lawson AD, Roberts G, Pedley B, Adair JR. A single amino acid
substitution abolishes the heterogeneity of chimeric mouse/human (IgG4) antibody. Mol Immunol. (1993); 30(1):105-
108].

Como un ejemplo, para evitar la duda, la expresién “VH1" es similar a las expresiones “Variante de VH 1", “variante
de VH 1", “VH Var 1" 0 “VH var 1").

Debe entenderse que las combinaciones ejemplificados VH / VL anteriores no son restrictivas. El experto en la
materia podria, por supuesto, sin carga excesiva y sin aplicacion de habilidad creativa, reorganizar todas las VH y VL
expuestas en la presente memoria.

Un aspecto novedoso de la presente invenciéon se refiere a un acido nucleico aislado caracterizado porque se
selecciona entre los siguientes acidos nucleicos (incluido cualquier codigo genético degenerado):

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, segun la
invencion;

b) un &cido nucleico que comprende una secuencia de ADN gue se selecciona de entre el grupo de secuencias
que consiste en SEC ID n® 14 a 19 y 41 a 45;

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN que se selecciona de entre el grupo de secuencias
que consiste en SEC ID n° 21, 21, 46 y 47,

d) los acidos nucleicos de ARN correspondientes de los acidos nucleicos como se define en b) o ¢);
e) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos como se define en a), b) y ¢); y

f) un acido nucleico de por lo menos 18 nucledtidos capaz de hibridarse en condiciones muy rigurosas con por
lo menos una de las CDR de secuencia SEC ID n® 14 a 19y 41 a 45.

La tabla 5 resume a continuacion las diversas secuencias de nucleétidos que hacen referencia a los anticuerpos de
la invencion.
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Tabla 5 (en la que Mu. = murino)

Anticuerpo | Numeraciéon de CDR Cadena pesada Cadena ligera SEC ID n°
CDR-L1 14
CDR-L2 15
. CDR-L3 16
MGT CDR-H1 17
CDR-H2 18
CDR-H3 19
CDR-L1 22
515H7 CDR-L2 23
CDR-L3 16
KABAT CDR-H1 24
CDR-H2 25
CDR-H3 26
Dominio variable Mu. 20
Dominio variable Mu. 21
CDR-L1 41
CDR-L2 15
CDR-L3 42
301aE5 IMGT CDR-H1 43
CDR-H2 44
CDR-H3 45
CDR-L1 48
CDR-L2 49
CDR-L3 50
KABAT CDR-H1 51
CDR-H2 52
CDR-H3 53
Dominio variable Mu. 46
Dominio variable Mu. 47

Las expresiones "acido nucleico”, "secuencia nucleica", "secuencia de &cido nucleico”, "polinucleétido”,
"oligonucleoétido”, "secuencia polinucleotidica” y "secuencia nucleotidica”, utilizada indistintamente en la presente
descripcion, significa una secuencia precisa de nucleétidos, modificados o no, que define un fragmento o una region
de un &cido nucleico, que contiene nucleétidos artificiales o no, y que es un ADN bicatenario, un ADN monocatenario

0 los productos de transcripcién de dichos ADN.

También debe incluirse en la presente memoria que la presente invencién no se refiere a secuencias nucleotidicas
en su medio cromosémico natural, es decir, en un estado natural. Las secuencias de la presente invenciéon se han
aislado y/o purificado, es decir, se tomaron muestras directa o indirectamente, por ejemplo, mediante una copia,
habiéndose modificado su medio por lo menos parcialmente. Los acidos nucleicos aislados obtenidos por genética
recombinante, por medio, por ejemplo, de células hospedadoras, u obtenidos por sintesis quimica también deben
mencionarse en la presente memoria.

"Secuencias nucleicas que presentan un porcentaje de identidad de por lo menos 80%, preferentemente 85%, 90%,
95% y 98%, después de la alineacién éptima con una secuencia preferida" significa secuencias nucleicas que
presentan, con respecto a la secuencia nucleico de referencia, determinadas modificaciones tales como, en
particular, una supresion, un truncamiento, una extension, una fusion hibrida y/o una sustitucién, en particular
puntual. Preferentemente, estos son secuencias que codifican las mismas secuencias de aminoacidos que la
secuencia de referencia, estando ésta relacionada con la degeneracion del codigo genético, o secuencias de
complementariedad que son probablemente para hibridarse especificamente con las secuencias de referencia,
preferentemente en condiciones muy rigurosas, en particular las que se definen a continuacion.

Hibridacién en condiciones muy rigurosas significa que se seleccionan condiciones relacionadas con la temperatura
y la fuerza iénica de tal manera que permiten que la hibridacion se mantenga entre dos fragmentos de ADN
complementarios. Sobre una base puramente ilustrativa, las condiciones muy rigurosas de la etapa de hibridacion a
fin de definir los fragmentos de polinucleétidos descritos anteriormente son ventajosamente las siguientes.

La hibridacion de ADN-ADN o ADN-ARN se lleva a cabo en dos etapas: (1) prehibridacion a 42<C durante tres horas
en tampén de fosfato (20 mM, pH 7,5) que contienen 5X SSC (1X SSC corresponde a una solucién de NaCl 0,15 M
+ citrato de sodio 0,015 M), 50% de formamida, 7% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 10X solucién de Denhardt,
5% de sulfato de dextrano y 1% de ADN de esperma de salmén; (2) hibridacion primaria durante 20 horas a una
temperatura en funcion de la longitud de la sonda (es decir: 42€C para una sonda > 100 nucleétidos de longitud)
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seguido de dos lavados de 20 minutos a 20T en 2X SSC + 2% de SDS, un lavado de 20 minutos a 20C en 0,1 X
SSC + 0,1% de SDS. El ultimo lavado se lleva a cabo en 0,1 X SSC + 0,1% SDS durante 30 minutos a 60C para
una sonda > 100 nucleétidos de longitud. Las condiciones de hibridacién muy rigurosas descritas anteriormente para
un polinucleétido de tamafio definido se pueden adaptar por un experto en la materia para oligonucleétidos mas
largos 0 mas cortos, segun los procedimientos descritos en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: a laboratory
manual; Cold Spring Harbor Laboratory, 32 edicién, 2001).

La invencion comprende asimismo una molécula de acido nucleico aislada caracterizada por que es seleccionada de
entre los acidos nucleicos siguientes:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica una cadena ligera de anticuerpo humanizado, o un compuesto
derivado o fragmento funcional del mismo, segun la invencién;

b) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica una cadena ligera de anticuerpo humanizado, o un compuesto
derivado o fragmento funcional del mismo, segun la invencion;

¢) un &cido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo humanizado, o un compuesto derivado o
fragmento funcional del mismo, segun la invencion;

d) un acido nucleico complementario a un acido nucleico tal como se define en a), b) o c);

e) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos que puede hibridar en condiciones muy severas con por lo
menos una cadena ligera que comprende las secuencias de acidos nucleicos SEC IDn° 72 0 75 a 77;

f) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos que puede hibridar en condiciones muy severas con por lo
menos una cadena ligera que comprende las secuencias de acidos nucleicos SEC ID n° 73, 74, 86, 87 0 78,
79, 88, 89.

La tabla 6 resume a continuacién las secuencias de nucleétidos de los diversos dominios variables de cadena
ligeras y pesadas y la longitud total (o completa), respectivamente, del anticuerpo humanizado 515H7 segun la
invencion.

Tabla 6 (en la que Hz = humanizado)

Anticuerpo Hz515H7 Cadena pesada Cadenalligera | SECID n°
VH1 D76N - 72
- VL2 73
Dominios variables - VL2.1 74
- VL2.2 86
- VL2.3 87
VH1 D76N (G4wt) - 75
VH1 D76N (G4PRO) - 76
VH1 D76N (G2 wt) - 77
Secuencias completas (sin péptido sefial) - VL2-Ck 78
- VL2.1-Ck 79
- VL2.2-Ck 88
- VL2.3-Ck 89

La tabla 7 resume a continuacion en la presente memoria las secuencias de nucleétidos de las diversas cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo hibrido 515H7 segun la invencion.

Tabla 7 (en la gue ¢ = hibrido)

Anticuerpo c515H7 Cadena pesada | Cadena ligera SEC ID n°
CVH (G4wt) - 60
Secuencias completas (sin péptido sefial) CVH (G4PRO) = 61
cVH(G2 wt) - 62
- cVL-Ck 63

En otras palabras, la invencién se refiere a un acido nucleico aislado, caracterizado por que es seleccionado de
entre los acidos nucleicos siguientes:

a) un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, segun la
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invencion;

b) un &cido nucleico que comprende una secuencia de ADN que se selecciona de entre el grupo de secuencias
de CDR que consiste en SEC ID n° 14 a 19 y 41 a 45;

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN que se selecciona de entre el grupo de secuencias
de dominios variables de cadena pesada y ligera que consiste en SEC ID n° 20, 21, 46, 47, 72, 73, 74,86 y
87,

d) un &cido nucleico que comprende una secuencia de ADN que se selecciona de entre el grupo de secuencias
de cadenas pesadas y ligeras que consiste en SEC ID n°® 60 a 63, 75 a 79, 88 y 89;

e) un acido nucleico que comprende una secuencia de ADN que consiste en SEC ID n° 55;
f) los acidos nucleicos de ARN correspondientes de los acidos nucleicos como se ha definido en b), c), d) o e);
g) los acidos nucleicos complementarios de los acidos nucleicos como se ha definido en a), b), ¢),d) y e); y

h) un acido nucleico de por lo menos 18 nucleétidos que pueden hibridar en condiciones muy severas con por lo
menos una de las CDR de secuencias n® 14 a 19y 41 a 45.

La invencion también se refiere a un vector que comprende un acido nucleico como se describe en la invencion.

La invencién se refiere en particular a vectores de clonacién y/o expresion que contienen dicha secuencia
nucleotidica.

Los vectores de la invencidn contienen preferentemente elementos que permiten la expresion y/o la secrecion de
secuencias nucleotidicas en una célula hospedadora dada. El vector debe contener por lo tanto un activador,
sefiales de iniciacion y terminacion de la traduccién, asi como regiones de regulacién de la transcripcién adecuadas.
Deben poder mantenerse de manera estable en la célula hospedadora y, opcionalmente, pueden tener sefales
especificas que especifican la secrecion de la proteina traducida. Estos diferentes elementos son seleccionados y
optimizados por un experto en la materia segun la célula hospedadora utilizada. Con este objetivo, las secuencias
nucleotidicas pueden insertarse en vectores autorreproductores en el anfitrién elegido o ser vectores integrantes del
anfitrion elegido.

Dichos vectores se preparan por procedimientos normalmente utilizados por un experto en la materia y los clones
resultantes pueden introducirse en un anfitrion adecuado por procedimientos habituales, tales como la lipofeccion,
electroporacion, choque térmico o procedimientos quimicos.

Los vectores son, por ejemplo, vectores de plasmido o de origen virico. Se utilizan para transformar células
hospedadoras con el fin de clonar o expresar las secuencias nucleotidicas de la invencion.

La invencién también comprende células hospedadoras transformadas por un vector o que comprende el mismo
como se describe en la presente invencion.

La célula hospedadora puede seleccionarse entre sistemas procariotas o eucariotas, tales como células bacterianas,
por ejemplo, pero también células de levadura o células animales, células en particular de mamiferos. También se
pueden utilizar células de insectos o de plantas.

La invencion también se refiere a los animales, aparte del hombre, que tienen células transformadas segun la
invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de un anticuerpo segin la invenciéon, o
uno de sus fragmentos funcionales, caracterizado porque dicho procedimiento comprende las etapas siguientes:

a) el cultivo en un medio de células hospedadoras y las condiciones de cultivo adecuadas para las mismas
segun la invencién, y

b) la recuperacion de dicho anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, producidos de este modo en el
medio de cultivo o a partir de dichas células cultivadas.

Las células transformadas segin la invencion se utilizan en procedimientos para la preparacién de polipéptidos
recombinantes segun la invencién. Los procedimientos para la preparacion de polipéptidos segin la invenciéon en
forma recombinante, caracterizados porque dichos procedimientos utilizan un vector y/o una célula transformada por
un vector segun la invencion, también estan comprendidos en la presente invencién. Preferentemente, una célula
transformada por un vector segun la invencion se cultiva en condiciones que permiten la expresion del polipéptido
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mencionado anteriormente y la recuperacién de dicho péptido recombinante.

Como ya se ha mencionado, la célula hospedadora se puede seleccionar entre los sistemas procariotas o
eucariotas. En particular, es posible identificar las secuencias nucleotidicas de la invencién que facilitan la secrecién
en dicho sistema procariota o eucariota. Un vector segun la invencion que lleva dicha secuencia puede utilizarse por
lo tanto ventajosamente para que se segregue la produccién de proteinas recombinantes. De hecho, la purificacion
de estas proteinas recombinantes de interés se vera facilitada por el hecho de que estan presentes en el
sobrenadante del cultivo celular en vez de en el interior de células hospedadoras.

Los polipéptidos de la invencién también se pueden preparar por sintesis quimica. Uno de dichos procedimientos de
preparacion es también objeto de la presente invencion. Un experto en la materia conoce procedimientos para la
sintesis quimica, tales como técnicas de fase sélida (véase en particular Steward et al., 1984, Solid phase peptides
synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2 2 ed.) o técnicas en fase sélida parcial, por condensacion de
fragmentos o por sintesis convencional en solucion. Los polipéptidos obtenidos por sintesis quimica y que pueden
contener los correspondientes aminoacidos artificiales también estan comprendidos en la presente invencion.

Los anticuerpos, o los fragmentos funcionales de los mismos, susceptibles de ser obtenidos por el procedimiento de
la invencion también estan comprendidos en la presente invencién.

Segun todavia otro aspecto, la presente invencidn se refiere a anticuerpos como se describieron anteriormente,
caracterizados por que ademas pueden unirse especificamente a un receptor de la familia de quimiocinas humanas
y/o capaz de inhibir especificamente la replicacion del VIH X4-tropico.

Segun todavia otro aspecto, la presente invencion se refiere a anticuerpos como se han descrito anteriormente,
caracterizados por que pueden, ademas, unirse especificamente a un receptor de la familia de las citocinas
humanas y/o inhibir especificamente la replicacion de VIH X4/R5-trépico.

La presente exposicion se refiere a anticuerpos, o a sus compuestos derivados o fragmentos funcionales, que
constan de un anticuerpo que son biespecificos en el sentido de que comprenden un segundo motivo capaz de
interactuar con cualquier receptor implicado en la entrada celular del VIH, tales como, por ejemplo, CCR5, CD4
CXCR4 (otro aparte del anticuerpo de la presente invencion, es decir, dirigido a otro epitopo), O CCR3, CCR2,
CCR8, CXCR6, CXCR7, CX3CRL1.

Los anticuerpos biespecificos o bifuncionales constituyen una segunda generacion de anticuerpos monoclonales en
los que dos regiones variables diferentes se combinan en la misma molécula (Hollinger y Bohlen, 1999, Cancer and
metastasis, rev. 18:411-419). Su utilidad se demostré tanto en dominios de diagndstico como terapéuticos con
relaciéon a su capacidad para recuperar nuevas funciones efectoras o para dirigir varias moléculas a la superficie de
las células tumorales; dichos anticuerpos se pueden obtener por procedimientos quimicos (Glennie M.J. et al., 1987,
J. Immunol. 139, 2367-2375; Repp R. et al., 1995, J. Hemat., 377-382) o procedimientos somaticos (Staerz U.D. y
Bevan M.J., 1986, PNAS 83, 1453-1457; Suresh M.R. et al., 1986, Method Enzymol., 121:210-228), pero también,
preferentemente, por técnicas de ingenieria genética que permiten forzar la heterodimerizacion y por lo tanto facilitar
la purificacion del anticuerpo buscado (Merchand et al., 1998, Nature Biotech., 16:677-681).

Estos anticuerpos biespecificos pueden considerarse IgG entera, Fab'2 biespecifico, Fab'PEG, diacuerpos o scFv
biespecifico, pero también un anticuerpo biespecifico tetravalente en la que dos lugares de fijacion estan presentes
por cada antigeno especifico (Park et al., 2000, Mol. Immunol., 37 (18): 1123-1130) o los fragmentos de los mismos
como se describié anteriormente.

Ademas de una ventaja econémica dado que la produccién y administracion de un anticuerpo biespecifico son mas
economicas que la produccion de dos anticuerpos especificos, la utilizacion de dichos anticuerpos biespecificos
tiene la ventaja de reducir la toxicidad del tratamiento. De hecho, la utilizacién de un anticuerpo biespecifico permite
disminuir la cantidad global de anticuerpos circulantes y, por consiguiente, la posible toxicidad.

Preferentemente, los anticuerpos biespecificos son unos anticuerpos bivalentes o tetravalentes.

Por dltimo, la presente invencion se refiere a los anticuerpos descritos anteriormente, o a uno de sus fragmentos
funcionales, como un medicamento.

La invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende como principio activo un compuesto
que consiste en un anticuerpo de la invencion, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados. Preferentemente,
dicho anticuerpo se complementa con un excipiente y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también se refiere a la composicidon como se ha descrito anteriormente como un medicamento.

En un aspecto particular de la invencion, el anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, inhibe la replicacion de
aislado primario KON de VIH-1 en las PBMC con una ICg de por lo menos 5ug/ml, preferentemente por lo menos 10
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pg/ml.

La presente invencion comprende asimismo la utilizacién de un anticuerpo o la composicién segun la invencion para
la preparacion de un farmaco y/o medicamento para la prevencion o el tratamiento de la infeccién por VIH.

Mas particularmente, como un ejemplo no limitativo, dicha infeccién por VIH es una infeccion por VIH X4-tropico.

En otra forma de realizacion, como un ejemplo no limitativo, dicha infeccion por VIH es una infeccion por VIH X4/R5-
tropico.

La presente invencién se refiere asimismo a la utilizacién de un anticuerpo, o un fragmento funcional o derivado del
mismo, preferentemente humanizado, y/o de una composicién segun la invencién para la preparacion de un farmaco
para inhibir la replicacion de VIH. Generalmente, la presente invencion se refiere a la utilizacion de un anticuerpo, o
un fragmento funcional o derivado del mismo, preferentemente humanizado, y/o de una composicion, para la
preparacion de un farmaco para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad por VIH.

En la presente descripcién, "vehiculo farmacéutico” significa un compuesto, o una combinacion de compuestos, que
se introducen en una composicién farmacéutica que no causa reacciones secundarias y que, por ejemplo, facilita la
administracion de los principios activos, aumenta su vida Util y/o la eficacia en el organismo, aumenta su solubilidad
en soluciéon o mejora su almacenamiento. Dichos vehiculos farmacéuticos son bien conocidos y un experto en la
materia los adaptara segun la naturaleza y la via de administracion de los principios activos seleccionados.

Preferentemente, dichos compuestos se administrardn por via general, en particular por via intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, intravaginal u oral. Mas preferentemente, la composicion
compuesta por el anticuerpo seguin la invencion se puede administrar en varias dosis espaciadas por igual a lo largo
del tiempo.

Sus vias de administracién y regimenes de dosificacion y formas galénicas 6ptimas se pueden determinar segun los
criterios generalmente tenidos en cuenta al establecer un tratamiento adecuado para el paciente, tales como, por
ejemplo, la edad o el peso corporal del paciente, la gravedad de su estado general, su la tolerancia al tratamiento y
los efectos secundarios experimentados.

La invencion se refiere asimismo a una composicion que comprende, ademas, como producto de combinacion para
la utilizacion de una manera simultanea, separada o prolongada, un anticuerpo anti-VIH o un anticuerpo antientrada
celular de VIH o un anticuerpo antirreplicacion de VIH diferente al anticuerpo dirigido contra CXCRA4.

Segun todavia otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere asimismo a una composicién farmacéutica
como se ha descrito anteriormente que comprende por lo menos un segundo compuesto anti-VIH seleccionado de
entre los compuestos que pueden inhibir especificamente la entrada de VIH y/o la replicacién tal como los
compuestos anti-CCRS5, anti-CD4 y compuestos anti-CXCR4 diferentes a los descritos en la presente invencion, o
cualquier otro compuesto conocido por el experto en la materia.

Otra forma de realizacion complementaria de la invencidon consiste en una composicion como se ha descrito
anteriormente comprendida por, ademas, como una combinacion o producto de conjugacién para la utilizacién
simultanea, aparte o prolongada, un compuesto anti-VIH.

"Utilizacion simultanea” significa la administracion de ambos compuestos de la composicion comprendidos en una
forma farmacéutica Unica.

"Utilizacion aparte" significa la administracion, al mismo tiempo, de ambos compuestos de la composicion,
comprendidos en formas farmacéuticas distintas.

"Utilizacion prolongada” significa la administracion sucesiva de ambos compuestos de la composicion, incluido cada
uno en una forma farmacéutica distinta.

Generalmente, la composicion segln la invencion aumenta considerablemente la eficacia del tratamiento del VIH. En
otras palabras, el efecto terapéutico del anticuerpo de la invencién mejora de una manera inesperada por la
administracion de un agente anti-VIH. Otra ventaja importante posterior producida por una composicién de la
invencion se refiere a la posibilidad de utilizar dosis eficaces mas bajas del principio activo, por lo que es posible
evitar o reducir los riesgos de la aparicién de efectos secundarios, en particular, el efecto del agente anti-VIH. Por
otra parte, esta composicion permite conseguir el efecto terapéutico esperado mas rapidamente.

"Agente terapéutico anti-VIH" significa una sustancia que, cuando se administra a un paciente, trata o previene la
replicacion del VIH en el paciente. Ejemplos no restrictivos de dichos agentes comprenden “farmacos
antirretrovirales tales como inhibidores de la proteasa de VIH (PI), inhibidores de la transcriptasa inversa de VIH
nucleotidicos (NRTI/NtRTI), inhibidores de la transcriptasa inversa de VIH no nucleosidicos, inhibidores de la entrada
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de VIH, inhibidores de la integrasa de VIH".

Dichos agentes, por ejemplo, se citan en VIDAL, en la paginas dedicadas a los compuestos relacionados con los
“compuestos anti-VIH"; los compuestos anti-VIH mencionados como referencia a este documento son mencionados
en la presente memoria como agentes anti-VIH preferidos no limitativos.

Un inhibidor de la proteasa de VIH se refiere a cualquier sustancia que puede inhibir la actividad de la proteasa de
VIH. Los ejemplos de dichos inhibidores de la proteasa de VIH incluyen de manera no limitativa mesilato de
Saquinavir 0 SQV (Invirase®), Indinavir o IDV (Crixivan”), Ritonavir o RTV (Norvir”), Nelfinavir o NFV (Viracept®),
Amprenavir (Agenerasa”, Prozei”), Lopinavit/ritonavir o LPV/r (Kaletra®, Aluvia”), Atazanavir o ATV (Reyataz"),
Zrivada"), Fosamprenavir o FPV (Lexiva®, Telzir”), Tipranavir o TPV (Aptivus®), Darunavir o DRV (Prezista®).

Un inhibidor de la transcriptasa inversa nucleotidico o nucleosidico de VIH (NRTI) se refiere a una sustancia que es
un analogo de nucledtido o nucledsido que bloquea la transcripcion inversa del ARN de VIH. Los ejemplos de NRTI
incluyen de manera no limitativa Zidovudina o AZT,ZDV (Retrovir/combivir/trixivir”), Didanosina o ddi (Videx®),
Zalcitabina (HIVIDY), Stavudina o d4T (Zerit”), Lamivudina o 3TC (Epivir/combivir/epzicom/trixivir™), Abacavir o ABC
(Ziagen/trixivirlepzicom®), Tenofovir disoproxil fumarato o TDF (Viread/atripla/truvada”), Emtricitabina o FTC
(Emtriva/atripla/truvada®).

El inhibidor de la transcriptasa inversa de VIH no nucleosidico (NNRTI) se refiere a una sustancia que no es un
analogo nucleotidico o nucleosidico que bloquea la transcripcién inversa del ARN de VIH. Los ejemplos de NNRTI
incluyen de manera no limitativa Nevirapina o NVP (Viramune®), Efavirenz o EFV (Sustiva/atripla®, Stocrin®),
Delavirdine o DLV (Rescriptor”) y Etravirina o ETR (Intelence®).

Un inhibidor de la entrada de VIH se refiere a una sustancia que bloquea la entrada celular de VIH. Los ejemplos de
inhibidores de entrada de VIH incluyen de manera no limitativa Enfuvirtida o T20 (Fuzeon®), Maraviroc 0 MVC
(Celsentri”, Celzentry").

El inhibidor de la integrasa de VIH se refiere a una sustancia que inhibe la actividad de la integrasa de VIH. Un
ejemplo de inhibidor de la integrasa incluye de manera no limitativa Raltegravir o RAL (Isentress®).

Dichos agentes, por ejemplo, son asimismo compuestos que pertenecen a la misma clase de farmacos descritos en
VIDAL, que se encuentran en la actualidad en los ensayos clinicos tales como, pero no limitados a, Vicriviroc,
PRO140, TNX-355, AMDO70, Racivir, Apricitabina, Elvucitabina, Flosalvudina, Rilpivirina, Elvitegravir.

Dichos agentes, por ejemplo, son asimismo compuestos que pertenecen a otras clases potenciales de farmacos
tales como, pero no limitados a, inhibidores de maduracién (Bevirimat), analogos de glucésido de b-galactosil-
ceramida, agentes de union a carbohidratos, inhibidores de RNAseH, inhibidores de la expresion génica de VIH,
estimuladores de la liberacion de VIH a partir de linfocitos T latentes (acido valproico...).

En una forma de realizaciéon particularmente preferida, dicha composicion de la invencién como un producto de
combinacién esta caracterizada por que dicho agente anti-VIH esta ligado quimicamente a dicho anticuerpo para la
utilizacion simultdnea.

Con el fin de facilitar la uniéon entre dicho agente anti-VIH y dicho anticuerpo, pueden ser introducidas unas
moléculas separadoras entre los dos compuestos que se deben unir, tal como el poli(alquilen)glicol polietilenglicol o
los aminoacidos; o, en otra forma de realizacion, pueden utilizarse dichos derivados activos de agentes anti-VIH, en
los que se han introducido las funciones que pueden reaccionar con dicho anticuerpo. Estas técnicas de union
resultan bien conocidas por el experto en la materia y no se expondran con mayor detalle en la presente descripcion.

Preferentemente asimismo, dicho anticuerpo que forma dicho conjugado es seleccionado de entre sus fragmentos
funcionales, particularmente los fragmentos que han perdido su componente Fc, tales como los fragmentos de scFv.

La invencion se refiere asimismo a una composicion como un producto de combinacién o a un conjugado de
farmaco anti-VIH/Mab anti-CXCR4, segun la invencién, utilizado como un farmaco.

Preferentemente, dicha composicién como un producto de combinacion o dicho conjugado seran suplementados con
un vehiculo farmacéutico y/o excipiente.

Por lo tanto, la invencién se refiere a la utilizaciéon de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, para la
preparacion de un farmaco para el reconocimiento especifico de un compuesto que es biol6égicamente activo para la
replicacién de VIH.

Como se ha demostrado anteriormente, los Mab de CXCR4 515H7 y 301aES5 tienen fuertes actividades contra la
replicacién de VIH-1 en las PBMC, por lo que dichos anticuerpos podrian utilizarse en ensayos de cribado para la
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identificacion de agentes antivirales antagonistas de CXCR4 destinados a tratar la infeccion por VIH-1. En la primera
etapa de estos ensayos, las células que expresan CXCR4 se incuban con los Mab 515H7 y/o 301laE5 y a
continuacion, se pueden se pueden determinar el potencial de las moléculas para inhibir la fijacion de los Mab
515H7 y/o 301aES5. Las células utilizadas en este tipo de ensayos pueden ser estirpes celulares transfectadas tales
como CHO-CXCR4, NIH3T3-CXCR4 o estirpes celulares humanas transfectadas con CXCR4 tales como U373-
MAGI-CXCR4, estirpes celulares humanas que expresan CXCR4 tales como NALM6 o células primarias tales como
PBMC. El procedimiento utilizado para detectar antagonistas de Mab 515H7 y/o 301aE5 que inhiben CXCR4 que se
unen a células que expresan CXCR4 puede ser el ensayo inmunoabsorbente con enzima ligada(ELISA) competitivo
a base de células como describe Zhao Q. et al.(AIDS Research And Human Retroviruses, 2003, 19, pags. 947-955)
o los protocolos que utilizan clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), tal como se describe en
Juérez J. et al. (Leukemia 2003, 17, pags. 1294-1300).

Por lo tanto, en un aspecto particular de la invencion, se considera un procedimiento para la deteccion y/o la
identificacion de moléculas como agentes antivirales antagonistas de CXCR4 que comprende las etapas siguientes:

a) seleccionar las células que expresan CXCR4,
b) incubar dichas células con un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales o derivados, de la invencién, y

c) evaluar las moléculas sometidas a ensayo para su inhibicion de la unién entre el anticuerpo, o uno de sus
fragmentos funcionales a CXCR4, y

d) seleccionar moléculas capaces de dicha inhibicién.
En otra forma de realizacion particular, puede afiadirse la etapa e) siguiente:
€) someter a ensayo estas moléculas en un ensayo de replicacién de VIH-1.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion apareceran ademas en la descripcién con los ejemplos y figuras
cuyas leyendas se presentan a continuacion.

Leyendas de las figuras

Las figuras 1A y 1B representan la estrategia de activacion ("gating") para la expresion de CXCR4 en los
monocitos y linfocitos.

La figura 1A: tincion de los linfocitos T con el anticuerpo CD3-PE.
La figura 1B: tincion de los monacitos con el anticuerpo CD14-PE.

Las figura 2A y 2B representan la union de los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5 en los monocitos y los linfocitos
T.

Las figuras 3A y 3B representan la modulacion del dimero del receptor CXCR4 mediante SDF-1 y los Mab anti-
CXCR4 515H7 y 301aE5, respectivamente, mediante un enfoque de transferencia de energia por resonancia
bioluminiscente (BRET) en las células HEK293.

Las figuras 4A y 4B y la figura 5 representan la capacidad de los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5 para inhibir
la replicacién del aislado de VIH-1 KON (virus X4) en las PBMC humanas.

Las figuras 6A, 6B y 6C representan la inhibicién de la liberacion de calcio inducida por SDF-1 en las células
CHO-CXCR4 mediante los Mab 515H7 (figura 6A), 301aE5 (figura 6B) y ¢515H7 (figura 6C).

Las figuras 7 y 8 representan la capacidad de los Mab anti-CXCR4 515H7, c515H7 y 301aE5 para inhibir la
replicacién de los aislados primarios MN del virus X4 de VIH-1 (figura 7) y 92UG024 (figura 8) en las PBMC
humanas.

La figura 9 representa la capacidad de los Mab anti-CXCR4 515H7, c515H7 y 301aE5 para inhibir la replicacién
de los aislados primarios del virus X4 de VIH-1 KON, MN y 92UG024 en las PBMC humanas.

Las figuras 10 y 11 representan la capacidad de los Mab anti-CXCR4 515H7, c515H7 y 301aE5 para inhibir la
replicacién del aislado primario 89.6 del virus X4/R5 del VIH-1 en las PBMC humanas.

La figura 12 representa el efecto beneficioso de combinar el Mab ¢515H7 con Maraviroc para inhibir la
replicacién del aislado primario 89.6 (virus X4/R5 dual) del VIH-1 en las PBMC humanas.
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La figura 13 representa el efecto beneficioso de combinar el Mab ¢515H7 con Maraviroc para inhibir la
replicacién del aislado primario UG93067 (virus dual X4/R5) del VIH-1 en las PBMC humanas.

La figura 14 representa la capacidad de los Mab anti-CXCR4 515H7, c515H7 y 301aE5 para inhibir la replicacion
del aislado primario KON del virus X4 de VIH-1 en las PBMC.

La figura 15 ilustra la especificidad de union del Mab ¢515H7 mediante analisis FACS.

La figura 16 ilustra el efecto del Mab c515H7 sobre el homodimero de CXCR4, mediante un enfoque de
transferencia de energia por resonancia bioluminiscente (BRET).

La figura 17: Alineacién de secuencias de aminoacidos del dominio variable de la cadena pesada 515H7 con las
estirpes germinativas humanas IGHV3-49*04 e IGHJ4*01. La secuencia de aminoacidos VH de 515H7 esta
alineada con las secuencias marco del aceptador humano seleccionado. Las secuencias de VH Varl (VH1)
corresponden a las variantes humanizadas de los dominios VH de 515H7. La retromutacion simple en la posicién
76 esta representada en negrita.

La figura 18: Alineacion de secuencias de aminoacidos de la cadena ligera 515H7 con las estirpes germinativas
humanas IGKV4-1*01 e IGKJ1*01. La secuencia de amino&cidos VL de 515H7 esta alineada con las secuencias
marco del aceptador humano seleccionado. Las secuencias VL Var2.1, Var2.2 y Var2.3 corresponden a variantes
humanizadas construidas de VL Var2 de 515H7 humanizadas, con restos mutados en negrita. Var2.1 y Var2.2
portan 4 residuos mas humanizados mientras que Var2.3 contiene 5 residuos mas humanos.

La figura 19: Bloqueo transversal del anticuerpo 515H7 murino biotinilado por el hibrido 515H7 y las diferentes
variantes del 515H7 humanizado. La actividad de las variantes humanizadas de 515H7 (hz515H7) para bloquear
transversalmente el anticuerpo 515H7 murino original se determiné por citometria de flujo utilizando células
NIH3T3 transfectadas con CXCR4. La actividad de las variantes humanizadas se comparé con el 515H7 hibrido.
La actividad de bloqueo transversal de la variante VH1 combinada con el VL hibrido (cVL) fue muy similar a la del
hibrido (A). No se determind ninguna reduccion en la actividad de la variante 1 de VH (VH1, variante sin
retromutaciones) cuando se combina con la variante 2 de VL (B).

La figura 20: Inhibicién de la union del SDF-1 biotinilado mediante el 515H7 hibrido y las variantes diferentes del
515H7 humanizado. La capacidad de la variante humanizada de 515H7 (hz515H7) para inhibir la unién de SDF-1
se evalla mediante citometria de flujo utilizando la estirpe celular RAMOS. La capacidad de inhibicién de las
variantes humanizadas es comparada con el 515H7 humanizado. La variante humanizada hz515H7 VH1 D76N
VL2 presenta una capacidad similar para inhibir la unién de SDF-1 al anticuerpo hibrido. El fragmento de
anticuerpo humanizado hz515 VH1 VL2 resulta totalmente activo en la inhibicién de la uniéon de SDF-1 a las
células RAMOS.

La figura 21 representa la union especifica de los Mab 515H7 humanizados (hz515H7 VH1 D76N VL2, hz515H7
VH1 D76N VL2.1, hz515H7 VH1 D76N VL2.2 y hz515H7 VH1 D76N VL2.3) a CXCR4 en NIH3T3-CXCR4.

La figura 22 representa el efecto de los Mab 515H7 humanizados (hz515H7 VH1 D76N VL2, hz515H7 VH1 D76N
VL2.1, hz515H7 VH1 D76N VL2.2 y hz515H7 VH1 D76N VL2.3) sobre el homodimero de CXCR4 mediante un
enfoque de transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET).

Ejemplos
Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos monoclonales (M ab) contra CXCR4 humano

Para generar anticuerpos monoclonales contra CXCR4, se inmunizaron ratones Balb/c con células NIH3T3-CXCR4
recombinantes y/o péptidos correspondientes a CXCR4 extracelular N-terminales y bucles. Se inmunizaron una vez
ratones de 6-16 semanas de la primera inmunizacidn, con antigeno en adyuvante completo de Freund por via
subcutanea (sc), seguido de 2 a 6 inmunizaciones con antigeno en adyuvante incompleto de Freund sc. La
respuesta inmunitaria se controlé por extracciones de sangre retro-orbitales. El suero se identificé por ELISA (como
se describe a continuacion) y los ratones con los valores mas altos de anticuerpos anti-CXCR4 se utilizaron para
fusiones. Los ratones se revacunaron por via intravenosa con antigeno dos dias antes de sacrificio y la extirpacion
del bazo.

- ELISA

Para seleccionar los ratones productores de anticuerpos anti-CXCR4, se analizaron por ELISA sueros de ratones
inmunizados. En resumen, las placas de microvaloracién se recubrieron con péptido N-terminal purificado [1-41]
conjugado a BSA en 5 pg de péptido equivalente/ml, 100 ul/pocillo se incubaron a 4T durante la noche, a
continuacién se bloquearon con 250 pl/pocillo de 0,5% de gelatina en PBS. Se afadieron a cada pocillo diluciones
de plasma de ratones inmunizados con CXCR4 y se incubaron 2 horas a 37<C. Las placas se lavaron con PBS y
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después se incubaron con un anticuerpo de IgG anti-ratén en cabra de anticuerpos conjugado con HRP (Jackson
Laboratories) durante 1 hora a 37<C. Después del lavado, las placas se revelaron con sustrato TMB, se detuvo la
reaccion 5 minutos después mediante la adicion de 100 pl/pocillo de H,SO4 1 M. Los ratones que desarrollaron los
valores mas altos de anticuerpos anti-CXCR4 se utilizaron para la generacién de anticuerpos.

- Generacién de hibridomas productores de Mab contra CXCR4

Los esplenocitos de ratdn, aislados de un ratén BALB/c que desarrollaron los valores mas altos de anticuerpos anti-
CXCR4 se fusionan con PEG a una estirpe celular SP2/0O de mieloma de ratén. Las células se colocaron en placas a
razén de aproximadamente 1 x 105/pocillo en placas de microvaloracién seguido de dos semanas de incubacion en
medio selectivo que contiene medio de cultivo ultra + L-glutamina 2 mM + piruvato sédico 1 mM + 1 x HAT. Los
anticuerpos IgG monoclonales anti-CXCR4 en los pocillos se identificaron a continuacion por ELISA. Los hibridomas
gue segregan anticuerpos se subclonaron a continuacién, por lo menos dos veces limitando la dilucion, se cultivaron
in vitro para generar anticuerpos para su posterior analisis.

Ejemplo 2: Caracterizacion de la especificidad de un i6n de Mab anti-CXCR4 515H7 y 301laE5 (NIH3T3-
hCXCRA4 transfectante) mediante analisis FACS.

En este experimento, se examind por analisis FACS la fijacion especifica a CXCR4 humano (hCXCR4) de Mab
515H7 y 301aE5 anti-CXCRA4.

Unas células transfectadas NIH3T3 y NIH3T3-hCXCR4 se incubaron con 10 pg/ml de anticuerpos monoclonal
515H7 y 301aE5. Las células se lavaron después con 1% de BSA/PBS/0,01% de NaNs. A continuacion, se
afnadieron a las células anticuerpos secundarios marcados con Alexa y se dejaron incubar a 4°C durante 20 min. Las
células después se volvieron a lavar dos veces. Tras el segundo lavado, se realizé un analisis FACS. Los resultados
de estos estudios de fijacion a receptores se proporcionan en la siguiente Tabla 8, que demuestra [intensidad de
fluorescencia media (IFM) obtenida por FACS] que los Mab 515H7 y 301aE5 anti-CXCR4 se une especificamente a
la estirpe celular transfectada CXCR4-NIH3T3 humana mientras que no hubo reconocimiento en las células NIH3T3
originales.

Tabla 8

NIH3T3 (MFI) | NIH3T3-CXCR4 (MFI)
clon 515H7 (10 pg/ml) 16 2752
clon 301aE5 (10 pg/ml) 21 1367

Ejemplo 3: Caracterizacion de la union de Mab anti-C ~ XCR4 515H7 y 301aE5 a las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) mediante analisis FACS.

Se recoge sangre como una capa leucocitica de un donante sano. Se incuban 100 ul de sangre completa con
anticuerpos anti-CXCR4 humano (clones 515H7 y 301aE5) a la concentracion adecuada durante 20 minutos a 4°C.
La sangre se lava tres veces en PBS-BSA 1%-NaN3 0,01% y se incuba con IgG 488 Alexa antihumana de cabra
diluida 1:500 (Invitrogen) durante 20 minutos a 4°C. Las células a continuacién se lavan e incuban con CD14-Pe
(Caltag) o CD3-PE (Caltag) durante 10 minutos a 4°C y se lavan tres veces. Los glébulos rojos se lisan con una
disolucién de lisado de alto rendimiento (Caltag) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se
analizan inmediatamente utilizando Facscalibur (Becton-Dickinson). La expresion del CXCR4 en los monocitos se
realiza en las células positivas CD14 y la expresion en el linfocito T se realiza en las células CD3 positivas (figura 1).
Los resultados se expresan en la capacidad de unién al antigeno (ABC).

Como se representa en las figuras 2A y 2B, los clones anti-CXCR4 humano 515H7 y 301aES5 tifien los linfocitos T
(figura 2A) y los monocitos (figura 2B) indicando que los Mab 515H7 y 301aE5 pueden reconocer la forma natural
del CXCR4 expresada en la superficie celular de los monocitos y los linfocitos T.

Ejemplo 4: Efecto de los Mab 515H7 y 301aE5 sobre el h  omodimero de CXCR4, mediante un enfoque de
transferencia de energia por resonancia de biolumin iscencia (BRET).

Este analisis funcional permite determinar los cambios de configuracion inducidos tras la fijacion de SDF-1 y/o Mab
515H7 al receptor CXCR4 al nivel de la formacién del homodimero de CXCR4.

Para las parejas de interaccion investigadas se construyeron vectores de expresion como proteinas de fusién con el
colorante correspondiente (luciferasa de Renilla reniformis, Rluc y proteina fluorescente amarilla, YFP) aplicando
técnicas de biologia molecular convencionales. Dos dias antes de realizar los experimentos BRET, las células
HEK293 se transfectaron temporalmente con vectores de expresion que codifican las correspondientes parejas
BRET: [CXCR4/R1luc + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacion de CXCR4. Al dia siguiente, las células se
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distribuyeron en placas 96 MW blancas recubiertas anteriormente de polilisina en medio de cultivo completo [DMEM
enriquecido con FBS al 10%]. Las células se cultivaron en primer lugar a 37<C con CO; al 5% a fin de permitir la
fijacion de las células a la placa. Las células murieron a continuacién por inaniciéon con 200 yl de DMEM/pocillo
durante la noche. Inmediatamente antes del experimento BRET, se retir6 DMEM y las células se lavaron
rapidamente con PBS. Las células se incubaron a continuacion en PBS en presencia o ausencia de anticuerpo, 10
min a 37T antes de la adicion de coelenterazina H 5 pM con o sin SDF-1 300 nM en un volumen final de 50 pl.
Después de la incubacion durante 10 minutos mas a 37<C, se inicia la absorcién de la emision de luz a 485 nmy 530
nm utilizando el lector Multilabel Mithras LB940 (Berthold) (1s/longitud de onda/pocillo repetido 15 veces a
temperatura ambiente).

El calculo de la relaciéon de BRET se realizé como se ha descrito anteriormente (Angers et al., 2000.): [(emisiOnszo nm)
— (emisiBnags nm) X Cf] / (emisidnags nm), donde Cf = (emisidnszo nm) / (€EMISiOnags nm) para las células que expresan la
proteina de fusion Rluc sola en las mismas condiciones experimentales. Simplificando esta ecuacién demuestra que
la relacion BRET corresponde a la relacion 530/485 nm obtenida cuando las dos parejas BRET estan presentes,
corregida por la relacion 530/485 nm obtenida en las mismas condiciones experimentales, sélo cuando la pareja
fusionada a Rluc esta presente en la ensayo. Para facilitar la lectura, los resultados se expresan en unidades
miliBRET (mBU); mBU corresponde a la relacion BRET multiplicada por 1000.

SDF1 (300 nM) aument6 aproximadamente un 20% la sefial de BRET resultante de la proximidad espacial de las
proteinas adaptadoras y aceptadoras fusionadas al receptor CXCR4, es probable que indique formacién de
homodimeros CXCR4/CXCR4 o cambios de configuracién de dimeros preexistentes (figuras 3A y B). Los Mab
515H7 y 301aE5 pueden modular los cambios de configuracién provocados por SDF-1 para homodimeros CXCR4
(69% de inhibicion de aumento BRET provocado por SDF-1 para 515H7 y 301aES5, figuras 3A y B). Los Mab 515H7
y 301aE5 pueden asimismo modular por si mismos la proximidad espacial indicando una influencia de Mab 515H7 y
301aE5 sobre la configuracion del homodimero CXCR4/CXCR4 (figuras 3A 'y 3B).

Ejemplo 5: Inhibiciéon de la replicaciéon de aislado p rimario KON (virus X4) de VIH-1 en PBMC humanas
mediante los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5

Son aisladas las PBMC de donantes normales seronegativos respecto el VIH-1 a partir de capas leucociticas o
citaféresis mediante una centrifugacion de gradiente Ficoll-Hypaque. Las PBMC son activadas en presencia de PHA
en un medio de cultivo celular RPMI 1640 que contiene 25 mM de HEPES, 5 ml de penicilina (10000 U/ml) -
estreptomicina (10000 pg/ml) 2nM de L-glutamina, suplementado con 10% de FCS inactivado por calor y son
utilizadas como dianas celulares en un ensayo de neutralizacién de ciclo Gnico. La replicacion del VIH-1 en las
PBMC humanas primarias se realiza analizando la tincién intracelular del antigeno p24 viral mediante un analisis
FACS. En resumen, son incubados 25 pl por pocillo de varias diluciones de Mab 515H7, 301aE5 y 12G5 (R&D
Systems) o es incubado un medio de cultivo como control (RPMI 1640, FCS al 10%, IL-2 al 0,1%) durante 1 hora a
37°C con 25 pl por pocillo de una dilucién de aislado primario KON X4 de VIH-1, en duplicado. Se afiaden las PBMC
humanas PHA-activadas (25 pl/pocillo) a 20 x 10° células/ml a la mezcla Mab/virus en una placa de 96 pocillos (U-
bottom, Costar 3599) y se cultivan durante 24 a 36 horas a 37°C en RPMI 1640 con FCS al 10% e IL-2 al 0,1%. Es
introducido un control que consiste en PBMC no infectadas en un medio sin Mab. Para detectar las PBMC infectadas
por VIH, la tincién intracelular del antigeno p24 viral es realizada y analizada mediante citometria de flujo. Las
células son permeabilizadas y fijadas utilizando el kit Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) segin los protocolos del
fabricante y tefiidas con un Mab anti-p24 fluorescente (clon KC57 - Coulter Beckman) utilizado en una diluciéon 1/160
incubada durante 10 minutos a 4°C a oscuras. Tras su lavado en un medio PBS-3% FCS, las PBMC se diluyen en
PBS antes del analisis por citometria de flujo. Se determina el porcentaje de células positivas a p24 en las diferentes
muestras activando 20.000 episodios en una poblacién celular viva. los subconjuntos celulares vivos se analizan
respecto a la expresion de p24 en relacién a la tincion de fondo de las células no infectadas. El valor positivo al
antigeno p24 se obtiene tras la extracciéon de los episodios de fondo en las células infectadas de manera simulada.
El porcentaje de neutralizacion se define como la reduccién de las células positivas a p-24 en comparacién con los
pocillos infectados control sin Mab. El valor de neutralizacion se define como la dilucién de Mab que permite una
disminucion de 90% en el porcentaje de células infectadas. Los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5 se comparan con
el Mab 12G5 conocido como el Mab anti-CXCR4 de referencia para la aplicacién de VIH. Como se muestra en las
figuras 4A y B y 5, los Mab anti-CXCR4 515H7 y 301aE5 pueden inhibir la replicacion de aislado primario KON de
VIH-1 en PBMC con ICy de 10 pg/ml (66 nM) y 150 pg/ml (1 uM), respectivamente, mientras que el Mab 12G5 no
consigue inhibir la replicacién del aislado primario KON de VIH-1 en PBMC (figura 4A).

Ejemplo 6: Movilizacién con el receptor CXCR4 como me  diador de las reservas de calcio intracelular
Este analisis funcional fue disefiado para controlar la sefializacion del receptor CXCR4, mediante la estimulacion de
la ruta de la fosfolipasa C, provocando la liberacion de calcio desde las reservas intracelulares del reticulo

endoplasmico.

Las células CHO-K1 que expresan de manera estable y constitutiva el receptor CXCR4 humano se obtuvieron por
transfeccién de las células CHO-K1 naturales (ATTC CCL-61) con un vector de expresion de mamifero portador de
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la secuencia de codificacion completa del receptor CXCR4 humano (RefSeq NM_003467). Las células se propagan
en un medio de cultivo completo [DMEM-Ham’s F12 suplementado con 5% de suero de ternero fetal (FCS) y 500
pg/ml de geneticina). Las células se sembraron en placas 96MW negras a una densidad de 100.000 células/pocillo
en medio de cultivo apropiado. Las células murieron de inanicién durante la noche antes de realizar los
experimentos. Las células se cargaron con el colorante fluorescente de calcio (Fluo-4 No Wash, InVitrogen EE.UU.)
en tampén de carga [HBSS 1x, HEPES 20 mM, Probenecid acido 25 mM] durante 30 min. a 37<C seguido de 30
min. a 25<T. La estimulacion por SDF-1 se realizé6 me diante inyeccion directa en cada pocillo. Para los experimentos
de antagonismo, se afadieron directamente 10 pl de soluciéon de Mab en el tamp6n de carga por lo menos 10 min.
antes de SDF-1. Se realizaron mediciones de la cinética de la fluorescencia en un lector multimodo de microplacas
de fluorescencia Mithras LB940 (Berthold) utilizando la siguiente configuracion: excitacion a 485 nm, emision a 535
nm, energia de excitacion a 10.000 unidades arbitrarias. Se registro la fluorescencia en cada pocillo durante 0,1
segundos cada segundo y durante un periodo de 20 seg antes de la inyeccién de SDF-1 (sefial basal). A
continuacion se inyectaron 20 pyl de SDF-1 y se registraron los datos seguido de un periodo de 2 min. Cada
condicion experimental se realiz6 por duplicado. Los valores para cada pocillo se corrigieron en primer lugar
restando la fluorescencia basal y la fluorescencia emitida por un pocillo de referencia sin células. Los datos relativos
se expresaron como un porcentaje de la estimulacion maxima obtenida por SDF-1 (100 nM).

SDF1 (100 nM) provocé una liberacion rapida y fuerte de calcio intracelular en CHO/CXCR4 recombinante, mientras
que no se detect6 ninguna sefial de fluorescencia en células CHO-K1 indiferenciadas. La intensidad maxima alcanzé
> 140% mas de fluorescencia basal y se observé a aproximadamente 40 seg. tras la estimulacién por SDF-1 (figuras
6A, 6B y 6C). Los Mab 515H7 (133 nM) (figura 6A) y c515H7 (133 nM) (figura 6C) proporcionan una inhibicién fuerte
de la sefial de calcio provocada por SDF-1 (100 nM). EI Mab 301aE5 (133 nM) (figura 6B) proporciona una inhibicién
parcial de la sefial de calcio inducida por SDF-1 (100 nM). en las tres estirpes celulares investigadas.

Ejemplo 7: Inhibicion de la replicacion de los aisla dos primarios de VIH-1 KON, MN y 92UG024 (virus X4) e n
PBMC humanas mediante los Mab anti-CXCR4 515H7, ¢c5151 H7 y 301aE5

Ensayo de neutralizacién de ciclo Unico.

Este ensayo se realiza en 36 h utilizando unos aislados primarios KON, MN y 92UG024 concentrados y diluidos en
consecuencia para permitir la deteccion de linfocitos T CD4 infectados al 2% tras 2 dias de infeccion.

Son incubados veinticinco microlitros de varias diluciones de Mab 515H7, c515H7 y 301aES5 durante 1 h a 37°C con
25 pl de virus. Se afladen PBMC humanas (25 pl) en 20 x 10° células/ml a la mezcla de Mab/virus en una placa de
96 pocillos (U-bottom, Costar 3599) y se cultivan durante 36 h en RPMI 1640 con FCS al 10% y 20 U/ml de IL-2 (R &
D Systems, Minneapolis, MN).

Tras 2 dias de cultivo, son detectados linfocitos infectados por VIH mediante tincidn intracelular del ag p24 viral. Las
células son fijadas y permeabilizadas utilizando kits Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (BD Biosciences) segun el
fabricante y tefiidas con un Mab anti-p24 fluorescente (FITC- o PE-anti-p24, clon KC57; Beckman
Coulter/lmmunotech, Hialeah, FL) utilizado en una dilucion 1/160 en una disolucion Perm/Wash afiadida durante 15
minutos a 4°C. Tras lavar en PBS con FBS al 3%, son diluidas las PBMC en 300 pl de PBS antes del analisis por
citometria de flujo (LSRII; BD Biosciences) con un software DIVA (BD Biosciences). El porcentaje de células
positivas a p24 se determina en las diferentes muestras activando 20.000 episodios en una poblacién celular viva
identificada mediante parametros de dispersion lateral y delantera. Los subconjuntos de células vivas son analizados
con la kit de disolucion live/dead (Invitrogen). El valor positivo al Ag p24 se obtiene tras la eliminacion de los
episodios de fondo en las células infectadas de manera simulada.

El porcentaje de neutralizacion se define como la reduccion de las células positivas a p24 en comparacion con los
pocillos infectados control sin Mab. El valor de neutralizacién se define com la concentracién de anticuerpo
(interpolada entre las diluciones sucesivas realizadas por triplicado) que permite un descenso de 90% en el
porcentaje de células infectadas.

Como se representa en las figuras 7, 8 y 9, los Mab anti-CXCR4 515H7, c¢515H7 y 301aE5 pueden inhibir la
replicacién de los aislados primarios MN, KON y 92UG024 de VIH-1 X4 en las PBMC. Los resultados de IC (en
pg/ml) se presentan en la tabla 9.

Tabla 9
KON MN 92UG024
% de inhibicién de células % de inhibicién de células % de inhibicién de células
infectadas infectadas infectadas
90 80 50 90 80 50 90 80 50
301aE5 >150 >150 150 >150 150 1 >150 150 50
515H7 15 8 1 10 1,5 <15 10 3 0,5
c515H7 20 1 1,5 15 1 <1,5 15 3 <1,5
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Ejemplo 8: Inhibicidon de la replicacion del aislado primario de VIH-1 89.6 (virus X4/R5 dual) en PBMC
humanas mediante Mab anti-CXCR4 515H7, c515H7 y 301a E5

Ensayo de neutralizacién de ciclo Unico.

Este ensayo se realiza en 36 h utilizando un aislado primario 89.6 concentrado y diluido en consecuencia para
permitir la deteccion de linfocitos T CD4 infectados al 2% tras 2 dias de infeccion.

Son incubados veinticinco microlitros de varias diluciones de Mab 515H7, c515H7 y 301aE5 durante 1 h a 37°C con
25 pl de virus. Se afladen PBMC humanas (25 pl) en 20 x 10° células/ml a la mezcla de Mab/virus en una placa de
96 pocillos (U-bottom, Costar 3599) y se cultivan durante 36 h en RPMI 1640 con FCS al 10% y 20 U/ml de IL-2 (R &
D Systems, Minneapolis, MN).

Tras 2 dias de cultivo, son detectados linfocitos infectados por VIH mediante tincion intracelular del ag p24 viral. Las
células son fijadas y permeabilizadas utilizando kits Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (BD Biosciences) segun el
fabricante y tefiidas con un Mab anti-p24 fluorescente (FITC- o PE-anti-p24, clon KC57; Beckman
Coulter/lmmunotech, Hialeah, FL) utilizado en una dilucion 1/160 en una disolucién Perm/Wash afiadida durante 15
minutos a 4°C. Tras lavar en PBS con FBS al 3%, son diluidas las PBMC en 300 pl de PBS antes del analisis por
citometria de flujo (LSRIl; BD Biosciences) con un software DIVA (BD Biosciences). El porcentaje de células
positivas a p24 se determina en las diferentes muestras activando 20.000 episodios en una poblacion celular viva
identificada mediante parametros de dispersion lateral y delantera. Los subconjuntos de células vivas son analizados
con la kit de disolucion live/dead (Invitrogen). El valor positivo al Ag p24 se obtiene tras la eliminacion de los
episodios de fondo en las células infectadas de manera simulada.

El porcentaje de neutralizacion se define como la reduccion de las células positivas a p24 en comparacion con los
pocillos infectados control sin Mab. El valor de neutralizacién se define com la concentracién de anticuerpo
(interpolada entre las diluciones sucesivas realizadas por triplicado) que permite un descenso de 90% en el
porcentaje de células infectadas.

Como se representa en las figuras 10 y 11, los Mab anti-CXCR4 515H7, ¢515H7 y 301aE5 pueden inhibir la
replicacién del aislado primario 89.6 de VIH-1 en las PBMC. Los resultados de IC (en pug/ml) se presentan en la tabla
10.

Tabla 10
KON
% de inhibicién de células infectadas
90 80 50
301aE5 >150 150 20
515H7 15 1,5 <15
c515H7 10 1,5 <15

Ejemplo 9: Inhibiciéon de la replicacion de los aisla dos primarios 89.6 y UG93067 (virus X4/R5 duales) en
PBMC humanas mediante el Mab anti-CXCR4 c¢515H7 combin  ado con la molécula de Maraviroc anti-CCR5.

Ensayo de neutralizacién, analizando una tanda multiple de replicacién de aislado primario de VIH en las PBMC
primarias:

Este ensayo que combina unas diluciones en serie de Mab c515H7 o Maraviroc o una combinacion de ambos con
unas diluciones en serie de virus, analiza unas tandas multiples de infeccion en las PBMC (células mononucleares
de sangre periférica). En resumen, son incubadas unas mismas cantidades de 25 ul de cuadruplicado de diluciones
en serie (duplicadas) de Mab c515H7 o Maraviroc 0 una combinaciéon de ambos con 25 ul de diluciones en serie del
virus en placas de filtro de 96 pocillos prehidratadas (tamafio de poro de 1,25 um, Durapor Dv; Millipore, Molsheim,
Francia). Se realiza una valoracion de control del virus (25 ul de RPMI que sustituye los Mab ¢515H7 o Maraviroc
diluidos) en la misma placa que las valoraciones en presencia de diluciones de los Mab ¢515H7 o Maraviroc o la
combinacién de ambos. Tras 1 h a 37°C, son afadidos 25 pl de PBMC estimulada por PHA a una concentracion de
4 x 10° células/ml (reservorio de PBMC activadas con PHA de cinco donantes sanos) para alcanzar un volumen de
cultivo final de 75 ul de RPMI, suero de ternero fetal al 10%, y 20 IU de interleucina-2 (IL-2) por ml (R&D System).
Tras 24 h a 37°C, se afiaden 100 pl del mismo medio de cultivo. Se realizan dos lavados (200 ul de RPMI cada uno)
por filtracion el dia 4 para extraer los Mab c¢515H7 y Maraviroc, y se afladen 200 ul de medio de cultivo fresco.
Durante el dia 7, se mide la presencia de p24 en los sobrenadantes del cultivo mediante ELISA y se compara con la
de los controles negativos (cultivos infectados con diluciones de virus y mantenidos en presencia de 10° M de
zidovudina [AZT] para determinar los pocillos positivos. Los pocillos cuadruplicados son utilizados para determinar la
valoracion viral (dosis de infeccion de cultivo tisular del 50% [TCIDso] en ausencia (Vo) y en presencia (vn) de cada
dilucion de los Mab c515H7 o Maraviroc o una combinacién de ambos. El valor de neutralizacion se define como la
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diluciéon de Mab c515H7 o Maraviroc 0 una combinacion de ambos que resulta en una disminucion de 90% de la
valoracion viral (vn/vo = 0,1).

Como se representa en la figura 12, la replicacién del virus 89.6 X4R5 tropico dual es inhibida por los Mab c515H7
con una ICg de 2 pg/ml (figura 12). Maraviroc a 50 pg/ml no alcanza la actividad inhibitoria de ICgo (figura 12).
Ademas, la adicién de Maraviroc a 2 pug/ml al anticuerpo 515H7 aumenta la actividad inhibitoria de los Mab ¢c515H7
con una ICgy de 0,2 pg/ml (figura 12).

El efecto beneficioso de la combinacion de Mab c515H7 y Maraviroc es evaluado utilizando diversas diluciones de
las dos moléculas y otro virus trépico dual UG93067. Como se representa en la figura 13, es similar la actividad
inhibitoria de los Mab c515H7 y Maraviroc. Estos resultados sugieren que la capacidad del virus UG93067 para
utilizar el receptor CCR5 o CXCR4 es comparable. Podria evidenciarse una mejor actividad utilizando el virus
UG93067, unicamente la combinacién de estos inhibidores (10 pg/ml de cada) de X4 (Mab c515H7) y R5 (Maraviroc)
permiten una reduccion de 90% del valor del virus (figura 13).

Ejemplo 10: Produccion de Mab ¢515H7 hibridos anti-CXC R4

Se disefiaron formatos hibridos de Mab 515H7 murino: corresponde a los dominios variables de cadenas ligeras y
pesadas del anticuerpo murino de interés, fusionados genéticamente a dominios constantes humanos Ckappa e
IgG1/IgG2/lgG4. Se produjo Mab recombinante después de la transfeccion temporal utilizando el sistema
HEK293/EBNA con un vector de expresion pCEP4 (InVitrogen, EE.UU.).

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos respectivas se describen anteriormente en la memoria. Ademas, como
la tabla 3 anterior divulga las secuencias de 1gG2 y 4 isotipos (que son los isotipos preferidos), puede ser asimismo
mencionada la secuencia de la cadena pesada del isotipo 1IgG1, es decir, el c515H7 VH (G1wt) que corresponde a la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 80 y la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 81.

Las secuencias nucleotidicas completas correspondientes a los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas
de Mab 515H7 se sintetizaron por sintesis génica global (Genecust, Luxemburgo). Estas se subclonaron en un
vector pCEP4 (InVitrogen, EE.UU.) que lleva la secuencia de codificacion completa del dominio constante de la
cadena ligera [Ckappa] o de la cadena pesada [CH1-bisagra-CH2-CH3] de una inmunoglobulina IgGl/IgG2/1gG4
humana. Todas las etapas de clonacién se llevaron a cabo segun técnicas de biologia molecular convencionales
como se describe en el manual de laboratorio (Sambrook y Russel, 2001) o segun las instrucciones del proveedor.
Cada montaje genético se valido totalmente por secuenciacién de nucleétidos utilizando el kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, EE.UU.) y se analiz6 utilizando un analizador genético 3100 (Applied
Biosystems, EE.UU.).

Se cultivaron rutinariamente células HEK293 EBNA adaptadas a suspensién (InVitrogen, EE.UU.) en matraces de
250 ml en 50 ml de medio exento de suero Excell 293 (SAFC Biosciences) enriquecido con glutamina 6 mM en un
agitador orbital (velocidad de rotacion 110 rpm). La transfeccion temporal se realizé con 2,10° células/ml utilizando
polietilenimina (PEI) lineal de 25 kDa (Polysciences) preparada en agua a una concentracién final de 1 mg/ml
mezclada y ADN plasmido (concentracion final de 1,25 pug/ml para la relacién de plasmido de cadena pesada a ligera
de 1:1). 4 horas después de la transfeccion, el cultivo se diluyé con un volumen de medio de cultivo reciente para
alcanzar una densidad celular final de 10° células/ml. El proceso de cultivo se control6 sobre la base de la viabilidad
celular y la produccién de MAB. Por lo general, los cultivos se mantuvieron durante 4 a 5 dias. Mab se purifico
utilizando un método de cromatografia convencional sobre una resina de Proteina A (GE Healthcare, EE.UU.). Mab
se produjo en concentraciones adecuadas con determinaciones funcionales. Las concentraciones productivas
oscilan por lo general entre 6 y 15 mg/l de Mab purificado.

Ejemplo 11: Caracterizacion por analisis FACS de espe cificidad de fijacion de Mab c515H7 hibrido anti-
CXCR4

En este experimento, se examiné por analisis FACS la fijacion especifica a CXCR4 humana de Mab c515H7 hibrido
anti-CXCR4.

Las células transfectadas NIH3T3-hCXCR4 se incubaron con un intervalo de dosificacién de anticuerpo monoclonal
c515H7 de 0 pg/ml a 10 pg/ml . Las células se lavaron después con 1% de BSA/PBS/0,01% de NaNs;. A
continuacién, se afiadieron a las células anticuerpos secundarios marcados con Alexa y se dejaron incubar a 4°C
durante 20 min. A continuacion las células se lavaron de nuevo dos veces. Tras el segundo lavado, se realiz6 un
andlisis FACS. Los resultados de este estudio de fijacion se proporcionan en la figura 15 que demuestra que el Mab
¢515H7 hibrido anti-CXCR4 se une especificamente a la estirpe celular transfectada CXCR4-NIH3T3 humana. No se
detecta ninguna unién a las células NIH3T3 wt (datos no representados).
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Ejemplo 12: Efecto del Mab ¢515H7 sobre el homodimero de CXCR4, mediante un enfoque transferencia de
energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET)

Este analisis funcional permite determinar los cambios de configuracion provocados en SDF-1 y/o Mab c515H7 que
se fijan al receptor CXCR4 al nivel del homodimero CXCRA4.

Se construyeron vectores de expresion para las parejas de interaccion investigadas como proteinas de fusion con el
colorante correspondiente (luciferasa de Renilla reniformis, Rluc y proteina fluorescente amarilla, YFP) aplicando
técnicas de biologia molecular convencionales. Dos dias antes de realizar los experimentos BRET, las células
HEK293 se transfectaron temporalmente con vectores de expresion que codifican las correspondientes parejas
BRET: [CXCR4/Rluc + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacién de CXCR. Al dia siguiente, las células se
distribuyeron en placas 96 MW blancas recubiertas previamente de polilisina en medio de cultivo completo [DMEM
enriquecido con 10% de FBS]. Las células se cultivaron en primer lugar a 37CC con CO; al 5% a fin de permitir la
fijacion de células a la placa. Las células murieron entonces de inanicion con 200 yl de DMEM/pocillo durante la
noche. Inmediatamente antes del experimento BRET, se elimin6 DMEM vy las células se lavaron rapidamente con
PBS. Las células se incubaron a continuacién en PBS en presencia o ausencia de anticuerpo, 10 min a 37C antes
de la adicion de coelenterazina H 5 yM con o sin SDF-1 100 nM en un volumen final de 50 yl. Después de la
incubacién durante 10 minutos adicionales a 37<C, s e inicié la absorcion de la emision de luz a 485 nm y 530 nm
utilizando el lector multitargeta de Mithras LB940 (Berthold) (1s/longitud de onda/pocillo repetida 15 veces a
temperatura ambiente).

El calculo de la relacion de BRET se realizé como se ha descrito anteriormente (Angers et al., 2000.): [(Emisions nm) -
(emisiénga g5 nm) x Cf] / (emisidng gs nm), donde Cf = (emisidnszo nm) / (EMisidnags nm) para las células que expresan la
proteina de fusion Rluc sola en las mismas condiciones experimentales. La simplificacion de esta ecuacion
demuestra que la relacién BRET corresponde a la relacion 530/485 nm obtenida cuando las dos parejas BRET estan
presentes, corregida por la relacién 530/485 nm obtenida en las mismas condiciones experimentales, sélo cuando la
pareja fusionada a Rluc esta presente en la ensayo. Para facilitar la lectura, los resultados se expresan en unidades
miliBRET (MBU); MBU corresponde a la relacion BRET multiplicada por 1000.

SDF1 (100 nM) aument6 en aproximadamente un 10% la sefial de BRET resultante de la proximidad espacial de las
proteinas donantes y aceptadoras fusionadas al receptor CXCR4, es probable que indique la formacién de
homodimeros CXCR4/CXCR4 o cambios de configuracion de dimeros de preexistentes (figura 16). EI Mab c515H7
pudo modular los cambios de configuracidn inducidos por SDF-1 para los homodimeros de CXCR4 (96% de
inhibicion de aumento de BRET inducido por SDF-1, figura 16). El Mab c¢515H7 pudo asimismo modular por si
mismo la proximidad espacial de CXCR4/CXCR4 lo que indica una influencia de este Mab en la configuracién del
homodimero CXCR4/CXCR4 (figura 16).

Ejemplo 13: Evaluaciéon in vitro de la actividad anti-VIH-1 del Mab 515H7 utilizando  células de osteosarcoma
humanas (GHOST) transducidas con GFP que expresan CD4 y CXCR4 o CCRS.

Con el fin de determinar la especificidad del Mab 515H7 de CXCR4, se evalla la actividad anti-VIH-1 de este Mab
utilizando las células GHOST que expresan CD4 y CXCR4 o CCR5.

Este ensayo es realizado en 48 h utilizando el virus LAl de VIH-1 X4 (con las células Ghost que expresan CXCR4) o
el virus BalL de VIH-1 R5 (con las células Ghost que expresan CCR5). Son sembrados 500 ul de células Ghost (2.5
10° células/ml) durante 24 h en un medio de cultivo Dulbecco suplementado con FCS al 10%. Son incubadas varias
diluciones de Mab 515H7 durante 1 h a 37°C y a continuacién se afiaden virus LAl de VIH-1 (1/10) y virus BalL de
VIH-1 (1/7) diluidos a las células durante 48 h. Las células son sometidas a tripsina y lavadas con PBS 1X. Se
afiaden a los sedimentos celulares 300 uL de paraformaldehido al 1,5% durante 2 h a +4°C a oscuras, con el fin de
fijar las células e inactivar los virus. Las células GFP-positivas son analizadas mediante citometria de flujo y se
calcula la inhibicion de la infeccién por VIH-1.

El porcentaje de inhibicion de las células infectadas se define como el comparado con los pocillos infectados de
control sin Mab. Los resultados de las IC (en pg/ml) son presentados en la tabla 11, el Mab 515H7 anti-CXCR4
puede inhibir la infeccién por el virus Lai de VIH-1 X4 en las células Ghost que expresan CXCR4 pero es totalmente
inactivo en la inhibicién de la infeccion por el virus BaL de VIH-1 R5 en las células Ghost que expresan CCR5.

Tabla 11
Ghost CXCR4/virus LAI Ghost CCR5/virus BalL
% de inhibicion de células infectadas % de inhibicion de células infectadas
90 80 50 90 80 50
515H7 0,5 0,1 0,08 >75 >75 >75
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Ejemplo 14: Humanizacion de anticuerpo 515H7 anti-CXC R4 murino y generacion de un fragmento de dicho
h515H7.

Procedimiento general

La humanizacién del anticuerpo 515H7 anti-CXCR4 se realiz6 aplicando las reglas generales de injerto de CDR. El
analisis inmunogenético y la definicion de CDR vy las regiones marco (FR) se llevaron a cabo aplicando el esquema
de numeracion unica de IMGT, asi como las bibliotecas y herramientas de IMGT (Lefranc, 1997 - www.imgt.org).

La fijacién de las variantes humanizadas de 515H7 se determiné también en una estirpe celular NIH3T3 transfectada
de forma estable con CXCR4 humano. La actividad de fijacion se determiné mediante un ensayo competitivo con el
anticuerpo de ratén biotinilado. En un segundo intento, se determiné la capacidad de los anticuerpos humanizados
para inhibir la fijacion de SDF-1 biotinilado a células de Ramos. Se eligieron las células de Ramos debido a su alta
expresion de CXCR4 y baja expresion de CXCR7 y SDF-1.

Estos analisis se utilizaron para caracterizar las versiones humanizadas recombinantes de anticuerpos anti-CXCR4.
Los dominios variables se formatearon con dominios constantes IgG1l/k humanos y se clonaron en el vector de
expresion pCEP de mamiferos. Anticuerpos recombinantes derivados de 1gGi/k se expresaron temporalmente en
células HEK293. Los sobrenadantes de cultivo de expresion se filtraron y los anticuerpos se purificaron utilizando
proteina A sefarosa. Los anticuerpos purificados se volvieron a tamponar en PBS y las concentraciones de
anticuerpos se determinaron por ELISA.

Los fragmentos de anticuerpo recombinantes son generados mediante PCR utilizando oligonucleétidos especificos
para los dominios variables del anticuerpo humanizado y subclonandolos en un sistema de E. coli. La purificacion de
los fragmentos de anticuerpo se realiza mediante cromatografia de afinidad de i6n metalico inmovilizado.

- Humanizacién de los dominios variables de 515H7

Las alineaciones de las secuencias diferentes de los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras son
ilustradas en las figuras 17 y 18.

En una primera serie de experimentos, son analizadas las actividades de unién anti-CXCR4 de las tres primeras
variantes humanizadas. Se combina la variante de VH 1 (VH1) con la VL murina y estos constructos son evaluados
respecto a su capacidad para inhibir la unién de un anticuerpo parental 515H7 murino biotinilado. La secuencia de
aminoéacidos del dominio variable de VH1 comprende la SEC ID n° 90 mientras que la secuencia de nucleétidos
comprende la SEC ID n° 91. La secuencia de aminoacidos del VH1 de longitud completa comprende la SEC ID n° 92
mientras que la secuencia de nuclettidos comprende la SEC ID n® 93. Este constructo presenta una capacidad
similar para competir con el anticuerpo murino a la del anticuerpo hibrido (figura 19A). Esto indica que la variante de
VH méas humana presenta la misma capacidad de unién que la hibrida. Por lo tanto, el VH1 se combina con la
variante 2 de VL (figura 19B).

En otros experimentos, se determina si las variantes humanizadas del anticuerpo 515H7 inhiben la unién de SDF-1 a
las células que expresan el CXCR4 (figura 20). La capacidad de inhibicion de las variantes humanizadas de
hz515H7 se evallla detectando SDF-1 biotinilado en citometria de flujo. El anticuerpo humanizado hz515H7 VH1
VL2 presenta una capacidad similar para inhibir la union de SDF-1 que el c515H7 hibrido.

Se somete a ensayo asimismo un fragmento de anticuerpo de la variante humanizada hz515H7 VH1 VL2 y se
determina que dicho fragmento de anticuerpo puede inhibir completamente la unién de SFD-1 (figura 20).

Ejemplo 15: Caracterizacion por andlisis FACS de lae  specificidad de fijacion de los Mab 515H7 humanizad  os
anti-CXCR4

En este experimento, se examind por andlisis FACS la fijacion especifica a CXCR4 humana de los Mab 515H7
humanizados anti-CXCR4.

Células NIH3T3, NIH3T3 transfectadas con hCXCR4 se incubaron con 0 a 10 yg/ml de Mab 515H7 humanizados
(hz515H7 VH1 D76N VL2, hz515H7 VH1 D76N VL2.1, hz515H7 VH1 D76N VL2.2, hz515H7 VH1 D76N VL2.3)
durante 20 min a 4C en la oscuridad en 100 ul de tampdn Facs. Después de 3 lavados en tampén Facs, las células
se incubaron con el anticuerpo secundario, un Alexa 488 antihumano en cabra (dilucién 1/500), durante 20 minutos a
4 en la oscuridad. Después de 3 lavados en tampén Facs, se afiadidé yoduro de propidio en cada pocillo y sélo las
células viables se analizaron por FACS. Se cuantificaron por lo menos 5.000 células viables para determinar el valor
medio de intensidad de fluorescencia para cada condicion.

Los resultados de estos estudios de fijacion se proporcionan en la figura 21 que demuestra [intensidad de

fluorescencia media (IFM) obtenida por FACS] que los Mab hz515H7 humanizados anti-CXCR4 se unen
especificamente a la estirpe celular humana NIH3T3 transfectada con CXCR4 (IFM = 2.2 con células madre NIH3T3)
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Ejemplo 16: Efecto de los Mab hz515H7 sobre el homodi mero de CXCR4, mediante un enfoque de
transferencia de energia por resonancia de biolumin iscencia (BRET)

Este analisis funcional permite determinar los cambios de configuracion provocados en SDF-1 y/o los Mab hz515H7
VH1 D76N VL2, hz515H7 VH1 D76N VL2.1, hz515H7 VH1 D76N VL2.2, hz515H7 VH1 VL2.3 que se fijan al receptor
CXCR4 al nivel del homodimero de CXCRA4.

Los vectores de expresion para las parejas de interaccion investigadas se construyeron como proteinas de fusion
con el colorante correspondiente (luciferasa de Renilla reniformis, Rluc y proteina fluorescente amarilla, YFP)
mediante la aplicacion de técnicas convencionales de biologia molecular. Dos dias antes de realizar los
experimentos BRET, las células HEK293 se transfectaron temporalmente con vectores de expresion que codifican
las correspondientes parejas de BRET: [CXCR4/Rluc + CXCR4/YFP] para estudiar la homodimerizacion de CXCRA4.
Al dia siguiente, las células se distribuyeron en placas 96 MW blancas recubiertas previamente de polilisina en
medio de cultivo completo [DMEM enriquecido con FBS al 10%)]. Las células se cultivaron en primer lugar a 37C
con CO; al 5% con el fin de permitir la fijacion de las células a la placa. Las células murieron entonces de inanicién
con 200 pl de DMEM/pocillo durante la noche. Inmediatamente antes del experimento BRET, se elimin6 DMEM vy las
células se lavaron rapidamente con PBS. Se incubaron las células a continuacion en PBS en presencia 0 ausencia
de anticuerpos, 10 min a 37<C antes de la adicion d e coelenterazina H 5 yM con o sin SDF-1 100 nM en un volumen
final de 50 pl. Después de la incubacion durante 10 minutos adicionales a 37 se inicio la absorcion de emision de
luz a 485 nm y 530 nm utilizando el lector multitargeta Mitra LB 940 (Berthold) (1s/longitud de onda/pocillo repetido
15 veces a temperatura ambiente).

El célculo de la relacion de BRET se realizd como se ha descrito anteriormente (Angers et al., 2000.): [(emisionsao nm)
- (emisiénags nm) X Cf] / (emisidnyss nm), donde Cf = (emisidnszo nm) / (€EMISidnass nm) para las células que expresan la
proteina de fusion Rluc solo en las mismas condiciones experimentales. Simplificando esta ecuacién se demuestra
que la relacion BRET corresponde a la relacion 530/485 nm obtenida cuando las dos parejas BRET estan presentes,
corregida por la relacion 530/485 nm obtenida en las mismas condiciones experimentales, sélo cuando la pareja
fusionada a Rluc esta presente en el ensayo. Para facilitar la lectura, los resultados se expresan en unidades
miliIBRET (MBU); MBU corresponde a la relacion BRET multiplicado por 1000.

SDF1 (100 nM) aument6 en un 12% la sefial de BRET resultante de la proximidad espacial de las proteinas
donantes y aceptadoras fusionadas al receptor CXCR4, es probable que indique la formacion de homodimeros
CXCR4/CXCR4 o cambios de configuracion de dimeros de preexistentes (figura 22).

Los Mab 515H7 humanizados pueden modular los cambios de configuracion provocados por SDF-1 para
homodimeros de CXCR4 con un porcentaje de inhibicion del aumento de BRET provocado por SDF-1 de
aproximadamente 88% para Mab hz515H7 VH1D76N-VL2, 65% para Mab hz515H7 VH1D76N-VL2.1, 33% para
Mab hz515H7 VH1D76N-VL2.2 y 21% para Mab hz515H7 VH1D76N-VL2.3 (figura 22).
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<400> 1
Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg lys Asn Tyr
1 5 10

<210>2

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
Trp Ala Ser
1

<210>3

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
Met Gln Ser Phe Asn Leu Arg Thr
1 5

<210>4

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn Tyr
1 5

<210>5

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5
Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr
1 5 10

<210>6

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6
Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210>7

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 7
Asp Ile Val Met Ser
1 5

Glu Lys Val Thr Met
20

Arg Thr Arg Lys Asn
35

Ser Pro Lys Leu Leu

Pro Ala Arg Phe Thr

€5
Ile Ser Arg Val Gln
85

Ser Phe Asn Leu Arg
100

<210>8

<211> 120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

Glu Val Asn Leu Val

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Tyr Met Ser Trp Val
35

Gly Phe Ile Arg Asn
50

Ser Val Arg Gly Arg
65

Leu Tyr Leu Gln Met
g5

Tyr Cys Ala Arg Asp
100

Gly Thr Thr Leu Thr
115

<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus
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Trp
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<400>9

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu

1 5

Ala

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10
Trp Ala Ser BAla Arg Asp Ser
1 5

<210> 11

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11
Asp Asn Tyr Met Ser
1 5

<210> 12

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Phe Ile Arg Asn Lys Ala BAsn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala Ser

1 5

val Arg Gly

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13
Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 14
cagagtctgt tcaacagtcg aacccgaaag aactac

<210> 15

<211>9

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 15
tgggcatcc 9

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Mus musculus
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<400> 16

atgcaatctt ttaatcttcg gacg

<210> 17
<211> 24
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 17

gggttcacct tcactgataa ctac

<210> 18
<211> 30
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 18

attagaaaca aagctaatgg ttacacaaca

<210> 19
<211> 33
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 19

24

24

gcaagagatg tcggttccaa ctactttgac tac

<210> 20
<211> 336
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 20
gacattgtga

atgagctgea
tggtaccagce
gattcotgggy
atcagecgtyg
cggacgtteg

<210> 21
<211> 360
<212> ADN

tgtcacagte
aatccagtea
agaagccagg
tecctgeteyg
tgcaggetga

gtggaggcac

<213> Mus musculus

<400> 21
gaggtgaacc

tcctgtgeaa
ccaggaaagyg
gactacagtg

ctctatectte
gatgteggtt
<210> 22

<211>51
<212> ADN

tggtggagtc
cttetgggtt
cacttgagtg
catctgtgag
aaatgaacgc

ccaactactt

<213> Mus musculus

tccatcetee
gagtctgtte
gcagtctect
c¢ttcacagge
agacctggca

caagctggaa

tggaggagge
caccttcact
gttgggettt
gggtcggtte
cctgagagecc

tgactactgg
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cagcaggaga
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ccactcteac

36

gaaggtcact
ctacttggct
atccgetagg
cactctcacce

ttttaatctt

tetgagacte
ccgocagect
ttacacaaca
ccaaagcatc
ctgtgcaaga

agtctcetea
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aaatccagtc agagtctgtt caacagtcga acccgaaaga actacttgge t

<210> 23
<211>21

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 23

tgggcatccg ctagggattc t

<210> 24
<211> 15

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 24

gataactaca tgagt

<210> 25
<211> 57

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 25

15

21

51

tttattagaa acaaagctaa tggttacaca acagactaca gtgcatctgt gaggggt

<210> 26
<211> 27

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 26

gatgtcggtt ccaactactt tgactac

<210> 27

<211> 352

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Glu
1

Gly Ser

Agn Ala

Phe Leu
50

Tyr Gln
€5

Ser Val

Gly

Gly

Asgsn
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Thr

Lys

Ala

Ile

Asp

20

Phe

Gly

Lys

Asp

Ser

Tyr

Asn

Ile

Leu

Leu
85

Ile

Asp

Lys
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Arg
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Leu
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Tyr

Ser

Ile

Gly

Ser

Phe

Thr

Met

Phe
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Asn

Met

val

Ser

Lys
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Leu

Gly

Thr

Ile

Asp

10

Glu

Pro

Leu

Asp

Thr
30

Asn

Pro

Thr

val

Lys

75

Leu

Tyr

Cys

Ile

Ile

Tyr

Pro
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Thr

Phe

Tyr

45

Leu

Phe
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Glu

Arg

30

Ser

val

Leu

Trp

Glu

Glu

Ile

Met
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Ala
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Met

Glu

Ile

Gly

Leu

B0

Val



Asp Ala val

His val Ile
115

Phe Ile Ser
130

Gln Arg Pro
145

Trp Ile Pro

Vval Ser Glu

Asp Leu Trp
195

Ile Leu Pro
2190

Lys Leu Ser
225

Thr val Ile

Ile Gly Ile

Gly Cys Glu
275

Ala Leu Ala
290

Leu Gly Ala
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Ser Arg Gly

His Ser Ser

<210> 28
<211> 356
<212> PRT

Ala
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Tyr

Leu

Arg

Ala

Ala
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Val

Gly

His

Leu

Ser

260

Phe

Phe

Lys

Ser

val
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Asn

Thr

Asp

Lys

Leu

165

Asp

Val

Ile

Ser

Ile
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Ile

Glu

Phe

Phe

Ser
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Ser

<213> Homo sapiens
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<400> 28
Met Ser Ile Pro Leu Pro Leu Leu Gln Ile Tyr Thr Ser Asp Asn Tyr
1 5 10 15

Thr Glu Glu Met Gly Ser Gly Asp Tyr Asp Ser Met Lys Glu Pro Cys
20 25 30

Phe Arg Glu Glu Asn Ala Asn Phe Asn Lys Ile Phe Leu Pro Thr Ile
35 40 45

Tyr Ser Ile Ile Phe Leu Thr Gly Ile Val Gly Asn Gly Leu Val Ile

Leu Val Met Gly Tyr Gln Lys Lys Leu Arg Ser Met Thr Asp Lys Tyr
65 70 75 80

Arg Leu His Leu Ser Val Ala Asp Leu Leu Phe Val Ile Thr Leu Pro
g5 20 95

Phe Trp Ala Val Asp Ala Val Ala Asn Trp Tyr Phe Gly Asn Phe Leu
160 105 110

Cys Lys Ala Val His Val Ile Tyr Thr Val Asn lLeu Tyr Ser Ser Val
115 120 125

Leu Ile Leu Ala Phe Ile Ser Leu Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His
130 135 140

Ala Thr Asn Ser Gln Arg Pro Arg Lys Leu Leu Ala Glu Lys Val Vval
145 150 155 160

Tyr Val Gly Val Trp Ile Pro Ala Leu Leu Leu Thr Ile Pro Asp Phe
165 170 175

Ile Phe Ala Asn Val Ser Glu Ala Asp Asp Arg Tyr Ile Cys Asp Arg
180 185 190

Phe Tyr Pro Asn Asp Leu Trp Val Val Val Phe Gln Phe Gln His Ile
' 195 200 205

Met Val Gly Leu Ile Leu Pro Gly Ile Val Ile Leu Ser Cys Tyr Cys
210 215 220

Ile Ile Ile Ser Lys Leu Ser His Ser Lys Gly His Gln Lys Arg Lys
225 ‘ 230 235 240
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Ala Leu Lys Thr Thr Val Ile Leu Ile Leu Ala Phe Phe Ala Cys Trp
245 250 255

Leu Pro Tyr Tyr Ile Gly Ile Ser Ile Asp Ser Phe Ile Leu Leu Glu
260 265 270

Ile Ile Lys Gln Gly Cys Glu Phe Glu Asn Thr Val His Lys Trp Ile
275 280 285

Ser Ile Thr Glu Ala Leu Ala Phe Phe His Cys Cys Leu Asn Pro Ile
250 295 300

Leu Tyr Ala Phe lLeu Gly Ala Lys Phe Lys Thr Ser Ala Gln His Ala
305 310 315 320

Leu Thr Ser Val Ser Arg Gly Ser Ser Leu Lys Ile Leu Ser lys Gly
325 330 335

Lys Arg Gly Gly His Ser Ser Val Ser Thr Glu Ser Glu Ser Ser Ser
349 345 350

Phe His Ser Ser
355

<210> 29

<211> 360

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Met Glu Asp Phe Asn Met Glu Ser Asp Ser Phe Glu Asp Phe Trp lys
1 L) 10 15

Gly Glu Asp Leu Ser Asn Tyr Ser Tyr Ser Ser Thr Leu Pro Pro Phe
20 25 30

Leu Leu Asp Ala Ala Pro Cys Glu Pro Glu Ser Leu Glu Ile Asn Lys
35 40 45

Tyr Phe Val Val Ile Ile Tyr Ala Leu Val Phe Leu Leu Ser Leu Leu
50 S5 60

Gly Asn Ser Leu Val Met Leu Val Ile Leu Tyr Ser Arg Val Gly Arg
65 70 75 80

Ser val Thr Asp Val Tyr Leu Leu Asn Leu Ala Leu Ala Asp Leu Leu
85 90 35

Phe Ala Leu Thr Leu Pro Ile Trp Ala Ala Ser Lys Val Asn Gly Trp
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100 105 119

Ile Phe Gly Thr Phe Leu Cys Lys Val Val Ser Leu Leu Lys Glu Val
115 120 125

Asn Phe Tyr Ser Gly Ile Leu Leu Leu Ala Cys Ile Ser Val Asp Arg
130 135 140

Tyr Leu Ala Ile Val His Ala Thr Arg Thr Leu Thr Gln Lys Arg Tyr
145 15¢ 155 160

Leu Val Lys Phe Ile Cys Leu Ser Ile Trp Gly Leu Ser Leu Leu Leu
165 170 175

Ala Leu Pro Val Leu Leu Phe Arg Arg Thr Val Tyr Ser Ser Asn Val
180 185 190

Ser Pro Ala Cys Tyr Glu Asp Met Gly Asn Asn Thr Ala Asn Trp Arg
195 200 295

Met Leu Leu Arg Ile Leu Pro Gln Ser Phe Gly Phe Ile Val Pro Leu
210 215 220

Leu Ile Met Leu Phe Cys Tyr Gly Phe Thr Leu Arg Thr Leu Phe Lys
225 230 235 2490
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)
n
>
N
]

Ala Hig Met Gly Gln Lys His Arg Ala Met Arg Vval Ile Phe Ala val
245 250 255

Val Leu Ile Phe Leu Leu Cys Trp Leu Pro Tyr Asn Leu Val Leu ILeu
260 265 270

Ala Asp Thr Leu Met Arg Thr Gln Val Ile Gln Glu Thr Cys Glu Arg
275 280 285

Arg Asn His Ile Asp Arg Ala Leu Asp Ala Thr Glu Ile Leu Gly Ile
290 235 300

Leu His Ser Cys Leu Asn Pro Leu Ile Tyr Ala Phe Ile Gly Gln Lys
305 310 315 320

Phe Arg Hig Gly Leu Leu Lys Ile Leu Ala Ile His Gly Leu Ile Ser
325 330 335

Lys Asp Ser Leu Pro Lys Asp Ser Arg Pro Ser Phe Val Gly Ser Ser
340 345 350

Ser Gly His Thr Ser Thr Thr Leu
355 360

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30
Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Arg Thr
1 5

<210> 31
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<211>8
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 31
Gly Phe Ser Ieu Thr Asp Tyr Gly
1 5

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32
Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr
1 5

<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33
Ala Arg Gly Arg Gln Phe Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 34

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34
Agp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val
1 5 10

Glu Lys Val Thr Met Arg Cys Lys Ser Ser Gln Ser leu
20 25

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40 45
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Ile Arg Glu

50 . 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70 75

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr
85 90

Ser Tyr Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 1405

<210> 35

<211>116

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<213> Mus musculus
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<211>8

<212> PRT
<213> Mus musculus
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Asp

Asp

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Arg Thr
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<210> 38
<211>5

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 38

Asp Tyr Gly val Tyr

1

<210> 39
<211> 16

<212> PRT
<213> Mus musculus
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1

<210> 40
<211>8
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 40
Gly Arg Gln Phe Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210>41

<211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 41
cagagtctgt tcaacagtag aacccgaaag aactac

<210> 42

<211>24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 42
aagcaatctt ataatcttcg gacg 24

<210> 43

<211>24

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 43
gggttctcat taaccgacta tggt 24

<210> 44

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 44
atatggggtg atggaaccac a 21

<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 45

gccaggggta gacagttcgg gtttgactac 30

<210> 46

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 46
gacattgtga tgtcacagtc tecatectcec

atgaggtgca aatccagtca gagtctgttc
tggtaccaac agaaaccagg gcagtctcct
gaatctgggg tccetgatcog cttcacagge
atcagcagtg tgcaggctga agacctggca
cggacgtteg gtggaggcac caagctggaa

<210> 47
<211> 348

ES 2534313713

36

ctggctgtgt cagcaggaga
aacagtagaa cccgaaagaa
aaactgctga tettctggge
agtggatctg ggacagattt
gtttattact gcaagcaatc

atcaaa

44

gaaggtcact
ctacttgget
atccattagg
cactcteacce

ttataatett

60

120

180

240

300

336
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 47
caggtgcage

acatgcaccg
ccaggaaagyg
tcagectcotca
aaaatgaaca
ttegggtttyg
<210> 48

<211>51
<212> ADN

tgaaggagte
tcteaggott
gtctggagtg
aatccagact
ctctgcaaac

actactgggg

<213> Mus musculus

<400> 48

tgggcetgge
ctcattaace
getgggaatg
gagcatcagt
tgatgacaca

ccaaggecace

ES 2534313713

ctggtyggege
gactatggtg
atatggggtg
aaggacaact
gccaggtatt

acgctcacaqg

ccteacagag
tatactgggt
atggaaccac
ccaagagcca

actgtgecag

tcteetea

aaatccagtc agagtctgtt caacagtaga acccgaaaga actacttggc t 51

<210> 49
<211>21
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 49

tgggcatcca ttagggaatc t

<210> 50
<211> 24
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 50

aagcaatctt ataatcttcg gacg

<210>51
<211>15
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 51

gactatggtg tatac 15

<210> 52
<211>48
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 52

21

24

atgatatggg gtgatggaac cacagactat aattcagctc tcaaatcc

<210> 53
<211> 24
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 53

ggtagacagt tcgggtttga ctac

<210> 54
<211> 359
<212> PRT

24

48

45

cctgtocate
tegeecagect

agactataat

agttttctta

gggtagacag

60

120

180

240

300

348
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<213> Mus musculus

<400> 54
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met $er Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ile
65 70 75 80

Ala Tyr leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 1190

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gln Leu lLys Ser Ser Gly Ser Gly
115 120 125

Ser Glu Ser Lys Ser Thr Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
130 135 140

Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser
145 150 155 160

Gln Ser Leu Phe Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr
165 170 175

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser
180 185 13¢

Ala Arg Asp Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu
195 200 205

Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp leu Ala
210 215 220

Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly
225 230 235 240

Thr Lys Val Glu Ile Lys Thr Arg Thr Val Ala Ala Pr¢ Ser Val Phe
245 250 255

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln lLeu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
260 265 270

Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
275 280 285

46



10

15

val
290

Lys

Glu Gln

3058

Leu Ser

Thr

His

Glu His

Asp

Asp

Lys

Gln

His

Asn Ala

Ser Lys

Leu

Asp

Gln Ser
295

Ser Thr

310

Ala Asp

325

Gly Leu

340

His Hig

355

<210> 55
<211> 1077
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 55
gaggtgcagce

agctgcaccg
cctggaaagg
gagtacgeeyg
gcctacdetge
gacgtgggca
caattgaaaa
agccccagea
cagagcctgt
ggccagtecce
cgctttaceg
gaggaccteg
accaaggtgyg
agcgacgage
cccagggagyg
gagagcgtca
ctgagcaagyg
ctgtccagcoce

<210> 56
<211> 446
<212> PRT

tggtggagte
ccageggett
gectggaatyg
ccagegtgaa
agatgaacag
gecaactactt
gcagcggeag
gcctggooegt
tcaacagccg
ccaagetgct
gcagcggcag
ccgtgtacta
agatcaagac
agctgaagag
ccaaggtgcea
ccgageagga
ccgactacga

ccgtgacecaa

<213> Mus musculus

<400> 56

Tyr

Ser

His

Glu Lys

Ser Pro

His

tggcggagga
caccttcace
ggtgggette
gggceggttce
cctgaaaace
cgactactgg
cggtagegaa
gtetetggge
gacccggaag
gatctactgg
cgagacctac
ctgcatgeag
gogtacggty
cggcaccgee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcacaag

gagcttcaac

ES 2534313713

Gly Asn Ser

Tyr Ser Leu
315

His Lys Val
330

val Thr Lys
345

ctggtgecagc
gacaactaca
atcecggaaca
accatcagec
gaggacaceqg
ggccagggca
agcaagtega
gagcgggceca
aactacctgg
gccagcgeca
ttcaccetga
agcttcaace
geegetoeca
agcgtggtgt
gacaacgecec
tecacectaca
gtgtacgect

aggggcgage

Gln
300

Glu
Ser Ser
Ala

Tyr

Ser Phe

Ser

Thr

Cys

Asn

val Thr

Leu Thr
320

Glu Val
335

Arg Gly

350

ccggcagaaqg
tgtcetgagt
aggccaacqgqg
gggacgacag
cagtgtacta
cactggtgac
ccgacategt
ccatgagetyg
cctggtatca
gagatagcgg
ccatcagceyg
tgeggacctt
gegtgttcat
gtctgetgaa
tgcagagcegy
gectgageag
gtgaggtgac

accatcatca

a7

cctgagactg
gcegccaggece
ctacaecaca
caagagcatt
ctgecgecagg
cgtgtctage
gatgacoeag
caagagcage
gcagaagcee
cgtgeceget
ggtgcaggcc
cggccaggge
ctteceoecca
caacttctac
caacagccag
cacecctgace
ccaccagggc

acaccat

60
‘120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1077



ES 2534313713

Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Seér Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly lLys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala
50 55 &0

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Gln Ser Ile
65 70 5 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Prc Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

48
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Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
230 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr lLys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

vVal Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu GCly
435 440 445

<210> 57

<211> 446

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 57
Glu val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn

49
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20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Asp Tyr Ser Ala

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp RAan Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ala Leu Arg Ala Glu Asp Ser Ala Thr Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 ' 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 i55 16d

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 179 175

Len Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
130 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

50



10

Thr Lys Pro Glu

290

Arg

Val Thr

308

Leu Val Leu

val Asn

325

Cys Lys Ser

Ser Lys Ala Lys

3490

Gly

Gln Glu
355

Pro Ser Glu

Val Lys Phe

370

Gly Tyr

Gly Gln

385

Pro Glu Asn

Phe Phe

405

Asp Gly Ser

Gln Glu Gly

420

Trp Asn

His Thr

435

His Asn Tyr

<210> 58

<211> 445

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 58
Glu val Asn Leu Val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Tyr Met Ser Trp Val
35

Gly Phe Ile Arg Asn
50

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

330

Leu

Vval

Gln

Glu

Cys

Arg

Lys

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Ala

Gln

Ala
55

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Gly

Thr

Pro

40

Asn

ES 2534313713

Asn Ser Thr Tyr

300

Arg

Asn
315

Trp Leu Gly Lys

Ser Ser Ile Glu

330

Pro

Glu
345

Pro Gln val Tyr

Asn Gln Val Leu

365

Ser

Ile Ala Val Glu

380

Trp

Thr Thr Pro Pro Val

385

Leu Thr Vval

410

Arg Asp

Cys Ser Val Met His

425

Leu Ser Leu

445

Leu Ser

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser Thr

25

Gly Phe Phe

Pro Gly Ala Leu

45

Lys

Thr Thr

60

Gly Tyr Asp

51

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Tyr

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly

Asn

Ala



Ser

65

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

0
(]
H

Pro

Glu

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Val

Tyr

Cys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

[/ ]
[
L]

Ser

210

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Arg

Leu

Ala

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Saer

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser
180

n
=
1]

Thr

Pro

Pro

Cys’

260

Trp

Glu

val

Asn

Arg

Met

Asp

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Cys

Lys

245

Val

Tyx

Glu

His

Lys

Phe

70

Asn

Val

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

<]
r

Vval

Pro

230

Pro

Vval

Vval

Gln

Gln

310

Gly

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Asp

215

Ala

Lys

Vval

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Ile

Leu

Ser

Ser

1240

Arg

Tyr

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Ser

Arg

Asn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro

Thr

val

265

Val

Ser

Leu

Ala

ES 2534313713

Arg

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

£
H

Val

val

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

0
M
m

Glu

Ala

235

Met

His

val

Phe

Gly

315

Tlie

Asn

Asp

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Arg

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Ser

Ser

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

val

Pro

Ser

Asp

Asn

285

val

Glu

Lys

52

Gln

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Cys

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Ty:

Thr

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

val

Ala

175

val

o1
e
<]

Cys

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Ile

80

Tyr

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

(o
]
®

val

Phe

240

Fro

Val

Thr

val

Cys

320

Ser



ES 2534313713

325 330 335

Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
385 330 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210>59

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 59
Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 ] 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

53
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Thr

val

Ala Ala

115

Gln Leun

130

Tyr Pro

145

Ser Gly

Thr

Tyr

Lys His

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Ser Gly

Glu Ala

Pro

Thr

Lys

val
120

Ser

Ala
135

Ser

val Gln

150

Gln
165

Ser

Leu Ser

180

Val Tyr

185

val
210

Pro

<210> 60
<211> 1341
<212> ADN

Thr

Lys Ser

<213> Mus musculus

<400> 60
gaagtgaacc

agctgcgeca
cctggeaagg
gactacagcyg
ctgtacctge
gacgtgggca
gecageacca
agcacagccg
tggaacagcg
ggectgtaca
tacacctgta
aagtacggec
ttecetgttee
tgtgtggtgg

ggcgtggagyg

tggtggagte
cctecggott
cecctggaatg
ccagegtgeyg
agatgaacge
gcaactactt
agggcccaag
ccctgggotyg
gagcectgace
gectgageag
acgtggacca
caccctgeee
cocccaagee
tggacgtgte

tgcacaacge

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser Vval

Thr

Leu

Glu
200

Cys

Asn
215

Arg

tggcggegga
caccttcacc
gctgggettc
gggcagatte
cetgeggges
cgactactgg
cgtgttcoeoeg
cctggtgaag
cageggegtg
cgtggtgace
caagcccage
cagctgeeca
caaggacacce
ccaggaggac

caagaccaag

ES 2534313713

Phe Ile Phe

Val val Cys

val
155

Trp Lys

Thr Glu

170

Gln

Thr
185

Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys

ctggtgcage
gacaactaca
atccggaaca
accatcagece
gaggacageqg
ggccagggea
ctggeccect
gactacttee
cacaccttee
gtgcccagea
aacaccaagg
gcceccgagt
ctgatgatca
cccgaggtcee

cccagagagg

Pro
128

Pro

Leu
140

Leu
Asp Asn
Ser

aAsp

Lys Ala

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Asp Glu

Phe

Asn

Gln
160

Leu

Asp Ser

175

Tyr Glu

190

Gln Gly

205

ctgggggcag
tgagctgggt
aggccaacgg
dggacaacaq
ccacctacta
ccacactgac
gcteccagaag
ccgagecegt
ccgeegtget
gcagectgayg
tggacaagag
tectgggegy
gcagaaccce
agttcaactg

agcagtttaa

54

Leu

Ser Ser

cetgagactg
gcgccagecae
ctacaccacc
ccagagcate
ctgtgeccegy
cgtgtecage
caccagcgaqg
gaccgtgtece
gcagagcagc
caccaagace
ggtggagage
acccagegtg
cgaggtgace
gtacgtggac

cagcacctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200
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cgggtggtgt
tgtaaggtct
ggecagecta
aaccaggtgt
tgggagagca
gacggecaget
aacgteottta
ctgagcectgt
<210> 61

<211> 1341
<212> ADN

ccgtgetgac
ccaacaaggg
gagagcccca
ccctgacctg
acggccagec
toctteotgta
gctgctoegt

ccctgggetg

<213> Mus musculus

<400> 61
gaagtgaacc

agctgcegeca
cctggcaagg
gactacagcg
ctgtacctyge
gacgtgggca
gacageacea
agcacagccg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacacctgta
aagtacggcc
ttectgttee
tgtgtggtgg
ggcgtggagy
cgggtggtgt
tgtaaggtct
ggccageceta
aaccaggtgt
tgggagagca
gacggcaget
aacgtcttta
ctgagectgt

<210> 62
<211> 1338

tggtggagte
cctecggett
ccctggaatg
ccagcgtgcg
agatgaacge
gcaactactt
agggcccaag
cectgggetyg
gagccctgac
gcctgagecag
acgtggacca
caccctgece
ccoccaaged
tggacgtgte
tgcacaacgce
ccgtgetgac
ccaacaaggg
gagagecececea
ccctgacctg
acggccagea
tecttectgta
getgeteegt

ccctgggetg

cgtgctgcac
cctgecaage
ggtctacace
tetggtgaag
cgagaacaac
cagcaggctg
gatgcacgag

a

tggcggegga
caccttcacc
gctgggette
gggcagattc
cctgegggec
cgactactgg
cgtgttaecee
cctggtgaag
cagcggcgtyg
cgtggtgacc
caagcccagce
cccctgecca
caaggacacc
ccaggaggac
caagaccaag
cgtgetgeac
cctgecaage
ggtctacace
tctggtgaag
cgagaacaac
cagcaggctg
gatgcacgaqg

a

ES 2534313713

caggactggc
agcatcgaaa
ctgccaccea
ggcttetace
tacaagacca
accegtggaca

gcectgeaca

ctggtgcage
gacaactaca
atccggaaca
accatcagcgo
gaggacagcyg
ggccagggca
ctggeccect
gactacttce
cacaccttcec
gtgccecagea
aacaccaagg
gocceocgagt
ctgatgatca
cccgaggtec
cccagagagqg
caggactgge
agcatcgaaa
ctgocaceea
ggcttctace
tacaagacca
accegtggaca

gecctgcaca

tgaacggcaa
agaccatcag
gccaagagga
caagcgacat
cecocccagt
agtccagatg

accactacac

ctgggggeag
tgagctgggt
aggccaacgg
gggacaacag
ccacctacta
ccacactgac
gctccagaag
ccgagcccegt
ccgecgtget
gcagcctggg
tggacaagag
tcetgggegy
gcagaacccece
agttcaactg
agcagtttaa
tgaacggcaa
agaccatcag
gccaagagga
caagcgacat
cececccagt
agtccagatg

accactacac

55

agagtacaag
caaggccaag
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggacage
gcaggaggge

ccagaagagce

cctgagactg
gcgecageec
ctacaccacc
ccagagecate
ctgtgeceegy
cgtgtccage
caccagegag
gaccgtgtce
gcagagcagc
caccaagacc
ggtggagagc
acccagegtg
agaggtgacce
gtacgtggac
cagcacctac
agagtacaag
caaggccaag
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggacage
gcaggagggce

ccagaagagc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341

6C

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341
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<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 62
gaagtgaace

agctgegeca
cctggcaagg
gactacagcg
ctgtacctge
gacgtgggca
gccagcacca
agceacageeg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacacctgta
aagtgctgtg
ctgttecece
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtgtcecg
aaggtcteca
cagccaagag
caggtgtece
gagagcaacyg
ggecagettat
gtgttcaget
agectgtece

<210> 63
<211> 660
<212> ADN

tggtggagtce
ceteeggett
ccctggaatg
ccagegtgeg
agatgaacge
gcaactactt
agggcccaag
caoctgggetg
gagceoctgac
gcctgageag
acgtggacca
tggagtgece
ccaagcccaa
acgtgtccca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaagggcct
agccacaggt
tgacotgtet
gccagacega
tcctgtacag
gctcegtgat

caggectga

<213> Mus musculus

<400> 63

tggeggegga
caccttcace
gctgggette
gggcagattc
cctgegggec
cgactactgg
cgtgttccce
cctggtgaag
cagcggegtyg
cgtggtgacc
caagcccage
ccectgecca
ggacaccctg
cgaggaccce
gaccaagcece
ggtgcaccag
gccagcecce
ctacaccctg
ggtgaagggc
gaacaactac
caagctgaca

gcacgaggecce

ES 2534313713

ctggtgeage
gacaactaca
atccggaaca
accateagce
gaggacagcg
ggccagggcea
ctggeceect
gactacttce
cacaccttce
gtgccaagca
aacaccaagg
gacceccccag
atgatcageca
gaggtgcagt
agagaggagc
gactggetga
atcgaaaaga
ccecccagea
ttotaccecaa
aagaccaccc
gtggacaaga

ctgcacaacca

ctgggggeag
tgagetggygt
aggccaacgg
gggacaacag
ccacctacta
ccacactgac
gctocagaag
ccgagecegt
ccgecgtget
geaacttegyg
tggacaagac
tggceggace
gaacccecga
tcaactggta
agtttaacag
acggcaagga
ccatcagcaa
gggaggagat
gcgacatage
ccccaatget
gcagatggeca

actacaccca

cetgagactyg
gcgecagece
ctacaccacce
ccagageatce
ctgtgeoceqgg
cgtgtccage
caccagcgag
gacegtgtee
gcagagecage
cacccagace
cgtggagagg
cagegtgtte
ggtgacctgt
cgtggacgge
cacctteegg
gtacaagtgt
gaccaaggga
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggacagcgac
gcagggcaac

gaagagcctg

gacatcgtga tgagecagag ccccagcage ctggeocgtgt ctgecggega gaaagtgace

56

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1338

60
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15

atgagctgca
tggtatcagce
gacagcggeg
atcagecgygg
cggacctttyg
ttcatettee
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc

gtgacecacc

<210> 64
<211>120
<212> PRT
<213> Mus mu

<400> 64
Glu Val
1

Gln

Ser Leu Arg

Met Ser

35

Tyr

Phe
50

Gly Ile

Ser Val

65

Lys

Ala Tyr Leu

Tyr Cys Ala

Gly Thr Leu

115

<210> 65
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus mu

agagcagcca
agaagcccgy
tgceegocag
tgcaggccga
geggcggaac
ccoccaagega
tectaccccag
gccaggagag
tgaccctgag

agggeetgte

sculus

val
5

Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Arg Asn

Gly Arg

Gln Met

85

Arg
100

Asp

val Thr

sculus

Glu
Cys
Arg
Lys
Phe
70

Asn
Val

val

gagcctgtte
ccagtecece
atteaccgge
ggatctggec
aaagctggaa
cgageagcectg
ggaggccaag
cgtcacegag
caaggccgac

cagcceccegtyg

Ser Gly

Thr Ala

Gln Ala

40

Ala Asn

55

Thr Ile

Ser Leu

Gly Ser

Ser Ser
120

Asn

ES 2534313713

aacageccgga
aagctgctga
agcggcageg
gtgtactact
atcaagcgta
aagagecggca
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaagc

accaagagct

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Gly Tyr Thr

Ser Arg Asp

75

Thr
20

Lys Glu

Tyr Phe

105

cccggaagaa
tctactggge
agacatactt
gcatgcagag
cggtggcege
ccgecagegt
aggtggacaa
aggactccac

acaaggtgta

tcaacagggg

val Gln

Thr

Phe

Leu
45

Gly
Thr Glu
Asn Ser
Thr

Asp

Asp Tyr

Pro

The

Glu

Tyxr

Lys

Ala

Trp

ctacctggce
cagcgccaga
cacectgace
cttcaaccty
tcccagegtyg
ggtgtgtcty
cgcecoctgeag
ctacagcctg
cgeectgtgag

cgagtgetga

Gly
15

Arg
Asp Asn
Trp Val
Ala

Ala

Ile
80

Ser

val
95

Tyr

Gly Gln

110

57

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<400> 65
Asp Ile val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Met
20

Arg Thr Arg Lys Asn
35

Ser Pro Lys Leu Leu
50

Pro Ala Arg Phe Thr

65
Ile Ser Arg Val Gln
85

Ser Phe Asn Leu Arg
100

<210> 66

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 66

Asp Ile val Met Thr

1 5

Glu Arg Ala Thr Met

Arg Thr Arg Lys Asn

35

Pro Pro Lys Leu Leu

Pro Asp Arg Phe Ser

65
Ile Ser Arg Val Gln
85

Ser Phe Asn Leu Arg
100

<210> 67

<211> 446

<212> PRT

<213> Mus musculus

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Thr

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Phe

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Gly

Pro

Lys

Ala
40

Tep

Gly

Asp

Gly

ES 2534313713

Ser

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gln
105

Asp

Ser

Tzp

Ala

Ser

Leu

Gln
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Glu

aAla

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Glu

Ala

20

Gly

Leu

Gln

Gln

Ala

Thr

75

val

Thr

Leu

Gln

Gln

Ala

Thr

75

Val

Thr

Ala
Ser
Gln
Arg
&0

Tyr

Tyr

Lys

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Tyr

Tyr

Lys

58

val

Leu

Lys

45

Asp

Phe

Tyr

val

val

Leu

Lys

45

Asp

Phe

Tyr

val

Ser

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu
110

Ser

Phe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu
110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Met

95

Ile

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Met

95

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Lys

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Lys



ES 2534313713

<400> 67
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 19 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asap Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser Ile

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Asp Val Gly Ser Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 1190

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
185 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val

59
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225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val val Vval Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val val Ser
290 295 3090

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 330 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

<210> 68

<211> 446

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 68

Glu vVal Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

60



Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

Tyr

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Pro

Len

Met

Phe

50

val

Tyr

Cys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cysa

Leu

Glu

Arg

Ser

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Sex

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

Leu
20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr
260

Ser

val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Fro

245

Cys

Cys
Arg
Lysg
Phe
70

Asn
Val
val
Cys
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Lys

val

Thr

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Vval

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Ser

Ser

1290

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

ES 2534313713

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Asn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
265

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

250

val

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Leu

235

Lau

Ser

Thr

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Met

Gln

61

Phe

Leu

Glu

Ser

Thr

Tyr

Gly

125

Ser

val

Phe

Val

val

205

Lys

Gly

Ile

Glu

Thr

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp
270

Asp

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Asn

val

Ala

Ile

80

Tyr

G1ln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Pro

val

240

Thr

Glu
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Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyxr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 aso0

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Fro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440 445

<210> 69

<211> 445

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 69

Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Asn
20 25 30

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 €0

62



Ser

65

Ala

Tyr

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu
305

Val

Tyr

Cyg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

216

Cys

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

Lys

Leu

Ala

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

AsSn

195

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Gly

Gln

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Phe

Thr

Pre

Pro

Cysa

260

Trp

Glu

val

Arg

Met

85

Asp

Thr

Fro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

245

val

Tyzr

Glu

His

Phe

10

Asn

val

Val

Cys

Lys

150

Len

Leu

Thr

val

Pro

230

Pro

val

Val

Gln

Gln
310

Thr
Ser
Gly
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
215
Ala
Lys
val
Asp
Phe

295

Asp

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

ES 2534313713

Ser

Lys

Asn

105

Ala

Ser

Fhe

Gly

Leu

185

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

265

val

Ser

Leu

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Thr

val

Val

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cya

Glu

Ala

235

Met

His

val

Phe

Gly
315

Asn

Asp

Asp

Lys

Glu

14¢

Pro

Thr

val

Asn

Arg

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

63

Ser

Thr

Tyr

Gly

125

Ser

vVal

Phe

val

Val

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Ser

val

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

80

Tyr

Gln

val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

val

FPhe

240

Pro

val

Thr

Val

Cys
320
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Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gl Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210>70

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 70
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly val
50 55 60

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
€5 70 15 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 S0 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

64



ES 2534313713

100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 - 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 130

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205 -

Pro val Thr lLys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210>71

<211> 219

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 71
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30 ‘

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
€5 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

65



10

15

20
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Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
115 120
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
130 135
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
145 150 155
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
165 170
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
180 185
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
195 200
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 72
<211> 360
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 72
gaggtgcage tggtggagtc tggecggagga ctggtgeage
agctgcaccqg ccagcggett caccttcacc gacaactaca
cctggaaagyg gectggaatyg ggtgggette atceggaaca
gagtacgccg ccagegtgaa gggccggttc accatcagee
goectacctge agatgaacag detgadaaés gaggacacog
gacgtgggca gcaactactt cgactactgg ggccagggca
<210> 73
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 73
gacatcgtga tgacccagag ccccagcagce ctggecgtgt
atgagctgca agagcagcca gagectgtte aacagecgga
tggtatcagec agaagecegg ceagteccce aagetgeotga
gatageggeg tgccegetceg ctttacegge agcocggcageg
atcageegygg tgcaggecga ggacctcegec gtgtactact
cggacctteg gecagggeac caaggtggag atcaag
<210> 74
<211> 336
<212> ADN

<213> Mus musculus

Pro
125

Pro

Leu Leu

140

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

205

ceggeagaag
tgtectgggt
aggccaacgg
gggacaacag

cegtgtacta

cactggtgac

ctetgggega
cccggaagaa
tetactggge
agacctactt

gcatgcagag

66

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

130

Leu

Asp Glu

Phe

Asn

Gln
160

Leu

Asp Ser

175

Tyr Glu

Ser Ser

cctgagactg
gcgccaggee
ctacaccaca
caagagcatt
ctgegecagyg

cgtgtctage

gcgggecace

ctacctggee
cagecgecaga
caccctgacc

cttcaacctg

60

120

180

240

300

360

60

120

180

2490

300

336
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15

<400> 74
gacatcgtga

atgtectgca
tggtatcage
gactctggcg
atcteoceggg

cggaccttcg

<210> 75
<211> 1341
<212> ADN

tgacccagtce
agtecctececa
agaagcccegg
tgcececgacag
tgcaggcega

gccagggeac

<213> Mus musculus

<400> 75
gaggtgecage

agctgcaccg
cctggaaagg
gagtacgccyg
gcoctacctge
gacgtgggoa
gccageacea
agcacageeqg

tggaacagceg

tacacctgta
aagtacggee
ttectgttee
tgtgtggtgg
ggcgtggagy
cgggtggtgt
tgtaaggtct
ggccagccta
aaccaggtgt
tgggagagca
gacggcaget
aacgtcttta
ctgagactgt
<210>76

<211> 1341
<212> ADN

tggtggagte
ccageggett
gectggaatg
ccagcgtgaa
agatgaacaqg
gcaactactt
agggcccaag
ccctgggety

gagccctgac

acgtggacca
caccctgece
cccccaagec
tggacgtgtc
tgcacaacge
cegtgetgac
ccaacaaggyg
gagagcccca
ccctgacctg
acggccagea
tcttectgta
gctgetocegt

cactgggetyg

<213> Mus musculus

cccecgactee
gtccectgtte
ccagccecce
attcteegge
ggatctggecc

caaggtggaa

tggcggagga
caccttcacc
ggtgggette
gggceeggtte
cctgaaaace
cgactactgg
cgtgttecee
cetggtgaag

cagcggegty

caagcccagce
cagctgeocca
caaggacacc
ccaggaggac
caagaccaag
cgtgctgecac
cctgccaage
ggtctacacc
tatggtgaag
cgagaacaac
cagcaggctg
gatgcacgag

a

ES 2534313713

ctggccgtgt

aactcccgga
aagctgctga
teceggeageyg
gtgtactact

atcaag

ctggtgcage
gacaactaca
atccggaaca
accatcagcce
gaggacaccyg
ggccagggea
ctggceceet
gactacttea

cacaccttece

aacaccaagd
gcceeegagt
ctgatgatca
cccgaggtee
cccagagagg
caggactggce
agcatcgaaa
ctgccaceca
ggettetace
tacaagacca

accgtggaca

gccctgecaca

ctctgggega
cccggaagaa
tctactggge
agagatactt

gcatgecagtc

ccggcagaag
tgtcctgggt
aggccaacgg
gggacaacag
cegtgtacta

cactggtgac

gctccagaag
cegagecegt

cegeegtget

tggacaagag
tectgggegg
gcagaaccce
agttcaactg
agcagtttaa
tgaacggcaa
agaccatcag
gccaagagga
caagcgacat
ccecccccagt
agtccagatg

accactacac

67

gcgggecace
ctacectggece
ctctgetaga
caccctgace

cttcaacctg

cctgagactg
gcgecaggec
ctacaccaca
caagagcatt
ctgecgecagg
cgtgtetage
caccagcegay
gaccgtgtec
gcagagcagc
caccaagace
ggtggagage
acccagegtyg
cgaggtgace
gtacgtggac
cagcacoctac
agagtacaag
caaggccaag
gatgaccaag
cgeegtggag
goetggacage
gcaggaggge

ccagaagagce

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300
360
420

480

720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1341



<400> 76
gaggtgcagc

agctgcaceg
cctyggaaagy
gagtacgccg
gcctacctge
gacgtgggca
gccagcacca
agcacagecy
tggaacageg
ggcctgtaca
tacacctgta
aagtacggee
ttectgttee
tgtgtggtgg
ggcgtggagg
cgggtggtgt
tgtaaggtct
ggccagcocta
aaccaggtgt
tgggagagca
gacggcagcet
aacgtecttta
ctgageetgt
<210> 77

<211> 1338
<212> ADN

tggtggagtc
ccagcggctt
gectggaatg
ccagcgtgaa
agatgaacag
gcaactactt
agggccecaaqg
ccctgggetyg
gagccctgac
gectgagcag

acgtggacca

ccccocaagee
tggacgtgte
tgcacaacge
ccgtgetgac
ccaacaaggg
gagagceccca
ccectgacetg
acggecagee
tcttectgta
gctgetecgt

ccctgggetyg

<213> Mus musculus

tggcggagga
caccttcace
ggtgggette

gggccggtte

cctgaaaace
cgactactgg
cgtgttccee
cctggtgaag
cageggegtg
cgtggtgace

caagcecage

caaggacacc
ccaggaggac
caagaccaag
cgtgctgecac
cctgccaage
ggtctacacc
tetggtgaag
cgagaacaac
cagecaggctg
gatgecacgag

a

ES 2534313713

ctggtgcage
gacaactaca
atcecggaaca
accatcagec
gaggacacceqg
ggccagggea
ctggeccect
gactacttec
cacaccttec
gtgcecagea
aacaccaagg
goccoegagt
ctgatgatca
cccgaggtee
cccagagagg
caggactggc
agcatcgaaa
ctgocacaca
ggettetace
tacaagacca
accgtggaca

gccectgecaca

ccggcagaag
tgtcectgggt
aggccaacgg
gggacaacag
ccgtgtacta
cactggtgac
getccagaag
ccgagecdegt
cegecgtget
gcagcctggg

tggacaagag

gcagaaccca
agttcaactg
agcagtttaa
tgaacggcaa
agaccatcag
gccaagagga
caagcgacat
ceccaccecagt
agtccagatg

accactacac

68

cctgagactg
gogccaggee
ctacaccaca
caagagcatt
ctgcegecagg
cgtgtetage
caccagcgag
gacegtgtee
gcagagcagce
caccaagace
ggtggagagce
acccagogtg
cgaggtgacc
gtacgtggac
cagcacctac
agagtacaag
caaggccaag
gatgaccaag
cgecgtggag
gctggacage
gcaggagggce

ccagaagagce

€0

120

180

2440

300

360

420

480

540

600

B840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341
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<400> 77
gaggtgcagce

agctgcaccg
cctggaaagg
gagtacgecg
gectaccetge
gacgtgggea
gccagcacca
agcacagccyg
tggaacagcg
ggocctgtaca

tacacctgta

ctgttoeace
gtggtggtgy
gtggaggtgc

gtggtgtceg
aaggtctcca
cagccaagag
caggtgtcce
gagagcaacg
ggcagecttet
gtgttcaget
agcectgtcoce
<210> 78

<211> 660
<212> ADN

tggtggagte
ccagcggett
gectggaatg
ccagcgtgaa
agatgaacag
gcaactactt
agggcccaag
cectgggety
gagccetgac
gocctgageag
acgtggacca
agtgcco
ccaageecaa
acgtgtececa
acaacgccaa
tgetgacegt
acaagggcct
agccacaggt
tgacctgtcet
gccagecocga
tcetgtacag
gctecogtgat

caggctga

<213> Mus musculus

<400> 78
gacatcgtga

atgagectgca
tggtatcagc
gatagcggeg

atcagccggg

tgacccagag
agagcagccea
agaagccegg
tgceagcteg

tgcaggecga

tggcggagga
caccttecace
ggtgggctte
gggecggtte
cctgaaaace
cgactactgg
cgtgtteceoe
cotggtgaag
cagcggegty
cgtggtgace
caageoccage
cccoctgecea
ggacaccctg
cgaggacecec
gaccaagccc
ggtgcaccag
gccagccece
ctacaccctg
ggtgaagggc
gaacaactac
caagctgaca

gcacgaggoc

ccccageage
gagcetgtte
ccagtcocce
ctttaccgge

ggacctcgeo

ES 2534313713

ctggtgeage
gacaactaca
atecggaaca
accatcagce
gaggacaccg
ggeccagggea
ctggeceect
gactacttce
cacaccttee
gtgccaagca

aacaccaagg

e e ey o oy oy e a oy S o m my cad

gocoaocecag
atgatcageca
gaggtgcagt
agagaggagc
gactggetga
atcgaaaaga
cccceccagea
ttctacccaa
aagaccacca

gtggacaaga

ctgeacaace

ctggccgtgt
aacagccgga
aagctgctga
agcggcageg

gtgtactact

ccggcagaag
tgtcctgggt
aggccaacaqg
gggacaacag
ccgtgtacta
cactggtgac
gctcocagaag
ccgagecegt
ccgeegtget
gcaacttegg

tggacaagac

gaacecceega
tcaactggta
agtttaacag
acggcaagga
ccatcagcaa
gggaggagat
gcgacatege
ccccaatget
gcagatggeca

actacacceca

ctetgggega
cccggaagaa
tctactggge
agacctactt

gcatgcagag

69

cctgagactg
gcgccaggece
ctacaccaca
caagagcatt
ctgcgocagyg
cgtgtctage
caccagcgag
gaccgtgtee
gcagagcagce
cacccagace

cgtggagagy

ggtgacctgt
cgtggacggc
caccttecgg
gqtacaagtgt
gaccaaggga
gaccaagaac
cgtggagtgyg
ggacagcgac
gcagggcaac

gaagagcctg

gogggecace
ctacctggee
cagcgccaga
cacecctgace

cattcaacctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1338

60

120

180

240

300
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15

cggacctteyg
ttecatcttee
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc

gtgaccecace

<210>79
<211> 660
<212> ADN

gccagggceac
ceccaagega
tctaccceag
gccaggagag
tgacectgag

agggectgtce

<213> Mus musculus

<400> 79
gacatcgtga

atgtcctgea
tggtatcage
gactctggeg
atcteceggyg
cggacetteyg
tteatcttec
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcacce

gtgacccace

<210> 80
<211> 450
<212> PRT

tgacceagte
agtceetceca
agaagccegg
tgcecegacag
tgcaggocga
gccagggcac
ccccaagcga
tctaccececag
gccaggagaqg
tgaccctgag

agggecetgte

<213> Mus musculus

<400> 80

caaggtggag
cgagceagety
ggaggccaag
cgtcaccgag
caaggccgac

cagceeegtg

ceecgactee
gteceoetgtte
ccagceceeg
attctoegge
ggatctggce
caaggtggaa
cgagcagctg
ggaggccaag
cgtcaécgag
caaggcecgac

cagceecegtg

ES 2534313713

atcaagcgta
aagagcggca
gtgcagtgga
caggacagcea
tacgagaagc

accaagaget

ctggeegtgt
aactccegga
aagctgetga
tocggeageg
gtgtactact
atcaagcgta
aagagceggea
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaage

accaagagct

Glu Val Asn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe
25

20

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Pre Pro Gly Lys

35

40

Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr

50

55

cggtggeege
ccgecagegt
aggtggacaa
aggactccac
acaaggtgta

tcaacagggg

ctetgggega
cccggaagaa
tctactggge
agacatactt
gcatgeagte
cggtggeege
cagccagegt
aggtggacaa

aggactccac

acaaggtgta

tcaacagggg

vVal Gln

Thr Phe
30

Ala Leu
45

Thr Asp
60

70

Pro

Thr

Glu

Tyr

tcccagegtyg
ggtgtgtctg
cgccctgcag
ctacagecctg
cgcetgtgag

cgagtgetga

gegggocaca
ctacctggee
ctctgctaga
caccctgacce
cttecaacctg
tcccagegtg
ggtgtgtctg
cgcectgeag
ctacagcctg
cgectgtgag

cgagtgetga

Gly Gly
15
Asp Asn

Trp Leu

Ser Ala

360
420
480
540
600

660

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



Ser

65

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val
305

Val

Tyr

Cys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Arg

Leu

Ala

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Gly

Gln

Arg

100

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thz

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Arg

Met

Asp

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Phe

79

Asn

Val

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr
310

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Irp

280

Glu

Leu

Ser

Arg

Asn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

ES 2534313713

Arg

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

Val

Gln

Gln

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

Hisg

Ser

Cysa

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp
315

Asn

Asp

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
300

Trp

71

Ser

Ser

Tyr

Gly

125

Gly

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Gln

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Aan

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Mat

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

80

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys
320



10

Glu Tyr

Thr

Lys

Thr Leu

Lys

Ile

Pro

Cys Lys

325

Ser
340

Lys

Pro Ser

355

Thr Cys

370

Glu
385

Ser

Leu Asp

Ser

Lys

Glu Ala

Leu Val

Asn

Ser Asp Gly

Arg

Leu

Lys

Gly Gln

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser Asn

Lys Gly

Glu
360

Phe
375

Tyr

Glu Asn

390

405

Trp Gln

420

His Agn

435

Gly Lys
450

<210> 81
<211> 1353
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 81
gaagtgaacc

agetgegeca
cctggcaagg
gactacagcg
ctgtacetge
gacgtgggea
gccageacca
ggcacagecg
tggaacageg
ggcctgtaca
tacatetgta

aagagctgtg

tggtggagtc
cctecggett
ccctggaatg
ccagegtgeg
agatgaacgce
gcaactactt
agggceeccte
coctgggetyg
gagcectgac
gcotgagcag
acgtgaacca

acaagaccca

Ser

Gln

His

Phe Phe

Gly Asn

Thr
440

Tyr

tggeggcgga
caccttecace
gectgggette
gggcagattce
cctgegggee
cgactactgg
cgtgtteceg
cetggtgaag
ctecggegtyg
cgtggtgace
caagcccage

cacetgeecoe

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

val

425

Gln

ES 2534313713

Ala
330

Leu

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

395

Tyr Ser

410

Phe Ser

Lys Ser

c;ggtgcagc
gacaactaca
atccggaaca
accatcagec
gaggacagcyg
ggccagggcea
ctagceecca
gactacttee
cacaccttec
gtgcccagea
aacaccaagg

cectgeccag

Pro Ala

Glu Pro

Pro

Gln

Ile
335

Glu

Val Tyr

350

Gln
365

Aan

Ile
380

Ala
Thr Thr
Leu

Lys

Cys Ser

val

val

Pro

Thr Val

val

Ser Leu

Glu

Trp

val
400

Pro

Asp
415

Met His

430

Ser
445

Leu

ctgggggcag
tgagctgggt
aggccaacgg
gggacaacag
ccacctaéta
ccacactgac
gcageaagag
ccgageecgt
ccgeegtget
gcagectggg
tggacaagag

acccegaget

72

Leu

Ser Pro

cetgagactg
gcgecageco
ctacaccacc
ccagagcatce
ctgtgoceegg
cgtgtcecage
caccageggce
gaccgtgtec
gcagagcage
cacccagace
agtggagccc

getgggegga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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15

ES 2534313713

cccagegtgt tectgttecce ccccaagcocee aaggacaccee
gaggtgacct gtgtggtggt ggacgtgtcc cacgaggacc
tacgtggacg gcgtggaggt gcacaacgec aagaccaage
agcacctaca gggtggtgte cgtgetgace gtgetgeacce
gagtacaagt gtaaggtgte caacaaggee ctgecagece
aaggccaagg gcocagcecaag agagcecccag gtgtacaccce
atgaccaaga accaggtgtc cctgacctgt ctggtgaagg
gccgtggagt gggagagcaa cggccagcocc gagaacaact
ctggacageqg acggcagctt cttcctgtac agcaagectga
cagcagggca acgtgttcag ctgetecegtg atgecacgagg
cagaagagece tgagcctgte cccaggcaag tga
<210> 82
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 82
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Proc Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala
S0 55
Fro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr
65 70 75
Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100 105
<210> 83
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus

tgatgatcag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactggct
caatcgaaaa
tgccacccag
gcttetaccee
acaagaccac
ccgtggacaa

cccetgecacaa

Ala val

Ser Leu

30

Gln Lys

45

Arg
60

Asp
Tyr Phe
Tyr

Tyr

Lya Val

73

Ser

Phe

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu
110

cagaaccccc
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggcaag
gaccatcage
cagggaggayg
aagcgacatc
ccceceagty
gagcagatgg

ccactacacc

Leu
15

Gly
Asn Ser
Gly Gln
Val

Gly

Thr
80

Leu

Met
95

Gln

Ile Lys

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1353
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<400> 83
Asp Ile vVal Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 : 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 410 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Val
50 5% 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
65 70 75 BC

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 84

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 84
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 L) 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser
20 25 30

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys lLeu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Vval
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
€5 70 75 80

Ile Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 90 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

74
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115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 130

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 85

<211> 219

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 85
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Phe Asn Ser

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ala Arg Asp Ser Gly Vval
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Thr Tyr Phe Thr Leu Thr
€5 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Met Gln
85 20 95

Ser Phe Asn Leu Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

75



10

15

20

Gln Leu

130

Tyr Pro

145

Ser Gly

Thr

Tyr

Lys His

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

Ser Gly

Glu Ala

Thr

Lys

Ala Ser
135

Val Gln

150

Gln
165

Ser

Leu
180

Ser

val Tyr

195

val
210

Pro

<210> 86
<211> 336
<212> ADN

Thr

Lys Ser

<213> Mus musculus

<400> 86
gacatcgtga

atgtcctgca
tggtatcage
gactctggeg
atcteceggg

cggaccttocg

<210> 87
<211> 336
<212> ADN

tgacccagte
agtcctccca
agaagcccgg
tgccegacag
tgcaggeega

gccagggcac

<213> Mus musculus

<400> 87
gacatcgtga

atgtcetgeca
tggtatcagc
gactctggeg
atctecagee

cggacactteg

<210> 88
<211> 657
<212> ADN

tgacccagtce
agtecctcceca
agaagcccgg
tgcccgacag
tgcaggcega

gecagggeac

<213> Mus musculus

Glu

Ser

Phe

Ser Val

Thr Leu

Cys Glu
200

Asn Arg
215

ccccgactcee
gtecectgtte
ccagccccec
attcaccggc
ggatgtggcce

caaggtggaa

ccecgactce
gtccctgttc
ccagcecccee
attcaccgge

ggatctggece

caaggtggaa
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val val Cys

val
155

Trp Lys

Thr Glu

170

Gln

Thr
185

Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys

ctggcegtgt

aactcccgga
aagctgcectga
tecggecageg
gtgtactact

atcaag

ctggeogtgt

aactcecgga
aagctgctga
tccggecageg
gtgtactact

atcaag

Lau
140

Leu
Asp Asn
Ser

Asp

Lys Ala

Asn

Ala

Lys

Asp

Asn Phe

Gln
160

Leu

Asp Ser

175

Tyr Glu

130

Gln Gly

205

ctetgggega
cccggaagaa
tctactgggce
agacatactt

gcatgecagtc

ctetgggega
cccggaagaa
tctactggge
agacatactt

geatgecagte

76

Leu

Ser Ser

gegggceace
ctacectggece
ctctgctaga
caccctgacce

cttcaacctg

gcgggecace

ctacctggee
ctctgctaga
caccctgacc

cttcaacctyg

60

120

180

240

30¢

336

60

120

180

240

300

336
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<400> 88
gacatcgtga

atgtcctgca
tggtatcage
gactctggeg
atcteceoeggg
cggacctteg
tteatcttee
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc

gtgacccace

<210> 89
<211> 657
<212> ADN

tgacccagte
agtectececa
agaagcccgg
tgecccgacag
tgcaggcega
gccagggeac
ccccaagega
tetaccecag
gccaggagag
tgaccetgag

agggectgte

<213> Mus musculus

<400> 89
gacatcgtga

atgtcctgea
tggtatcagc
gactctggceg
atcteocagee
aggacctteg
ttcatctteco
ctgaacaact
ageggeaaca
agecagcacce

gtgacccace

<210>90
<211> 120
<212> PRT

tgacccagtc
agtcctceca
agaagcccgyg
tgcecegacag
tgcaggcoga
gcocagggcac
ccccaagoga
tctacccecag
gcecaggagag
tgacecctgag

agggeetgte

<213> Mus musculus

<400> 90

ccecgactee
gtcectgtte
ceagecceed
attcacecgge
ggatgtggee
caaggtggaa
cgagcagcetg
ggaggccaag
cgtecaccgayg
caaggccgac

cagccecegtyg

ccccgactcee
gteccetgtte
ccagooocee
attcaccgge
ggatctggee
caaggtggaa
cgagcagetg
ggaggccaag
cgtcacogag

caaggecgac

cagceccgtyg

ES 2534313713

ctggcegtgt
aactcccgga
aagctgetga
tcecggeageg
gtgtactact
atcaagegta
aagagcggcea
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaagc

accaagagct

ctggcegtyt
aactceccgga
aagctgetga
teceggeageg
gtgtactact
atcaagegta
aagagcggca
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaage

accaagagcet

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

B

10

ctetgggega
cccggaagaa
tctactggge
agacatactt
gcatgcagte
cggtggeege
cocgecagegt
aggtggacaa
aggactecac

acaaggtgta

tcaacagggg

ctctgggega
cccggaagaa
tectactggge
agacatactt
gcatgecagte
cggtggeege
cegecagegt
aggtggacaa
aggactcecac
acaaggtgta

tcaacagggg

gcgggecacc
ctacctggee
ctctgetaga
caccctgace
cttecaacctg
tcccagegtg
ggtgtgtetg
cgcecctgeag
ctacagcectg
cgcctgtgag

cgagtge

gcgggccace
ctacctggece
ctetgetaga
cacectgace
cttcaacctg
tcccagegtg
ggtgtgtctg
cgccctgeag
ctacagectg
cgeetgtgag

cgagtgce

Val Gln Pro Gly Azg

77

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

657

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

657
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Ser Leu

Tyr Met

Gly Phe

Ser Val

65

Ala Tyr

Tyr

Cys

Gly Thr

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Asn

Axg

Gly Arg

Cys

Arg

Lys

Phe

Thr Ala

Gln Ala
40

Ala Asn

Thr Ile

70

Gln Met

85

Arg
100

Asp

Vval Thr

115

<210> 91
<211> 360
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 91
gaggtgcagc

agctgcaceyg
cctggaaagy
gagtacgceg
gcctacctge
gacgtgggea
<210> 92

<211> 450
<212> PRT

tggtagagte
cecagcggcett
gectggaatg
ccagcgtgaa
agatgaacag

gcaactactt

<213> Mus musculus

<400> 92

Asn

val

val

Ser Leu

Ser

Gly

Ser
120

Ser

tggcggagga
caccttcace
ggtgggectte

gggceggtte

cctgaaaace

cgactactgg

Asn

ES 2534313713

Ser Phe

25

Gly

Pre Gly Lys

Gly Tyr Thr

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

Tyr Phe

105

ctggtgcage
gacaactaca
atccggaaca
accatcagcc
gaggacaccyg

ggccagggcea

Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

5

10

Ser Leu Axg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe
25

20

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

Thr Glu

Asp Ser
Thr

Asp

Asp Tyr

Thr

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Trp

Asp Asn

Val

Trp

Ala Ala

Ile
80

Ser

val
95

Tyr

Gly Gln

110

ccggeagaag
tgtectgggt
aggccaacgg
gggacgacag
ccgtgtacta

cactggtgac

cctgagactg
gogecaggece
ctacaccaca
caagagcatt
ctgcgecagg

cgtgtctage

Val Gln Pro Gly Arg

15

Thr Phe Thr Asp Asn

30

Gly Leu Glu Trp Val

78

60
120
180
240
300

360



Gly

Ser

Ala

Tyr

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Lau

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Phe

val

Tyr

Cys

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
290

35

Ile

Lys

Leu

RAla

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

135

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Arg

Gly

Gln

Arg

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

Asn

Arg

Met

85

Asp

Thr

Pre

val

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Lys

Phe

70

Asn

val

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Ala

Thr

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thre

Tyr

Gln

Asp

218

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
285

40

Agn

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Lys

Tyz

Ser

Sar

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Gly

Ser

Lys

Asn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

ES 2534313713

Tyr

Arg

Thr

90

Tyxr

Ser

Thr

Pro

[y
S
<=

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Thx

Asp

75

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Thr

€0

Asp

Asp

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thz

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
300

45

Glu

Ser

Thr

Tyr

Gly

125

Gly

val

Phe

val

val

205

lys

Leu

Thr

Val

val

285

Ser

79

Tyr

Lys

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

1390

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Ala

Ser

val

95

Gly

Ser

Ala

Vval

e
~F =
or

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Vval

Tyr

Ala

Ile

Tyr

Gln

val

Ala

Sar

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

Hig

Arg
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val
305

Glu Tyr

Thr

Lys

Thr Leu

val Ser

Lys

Ile

Pro

Val Leu

Thr

val Leu

310

Cys Lys

325

Ser
340

Lys

Pro Ser

355

Thr Cys

370

Glu
385

Ser
Leu Asp
Ser

Lys

Glu Ala

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

val Lys

Gly Gln

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser Asn

Gly

Lys

Glu
360

Glu

Phe
375

Tyr

Glu Asn

390

Asp Gly

405

Trp Gln

420

His Asn

435

Gly Lys

450

<210> 93
<211> 1350
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 93
gaggtgcage

agctgecaceg
cctggaaagg
gagtacgecg
gactacctge
gacgtgggea
gccagcacaa
ggcacagccg

tggaacageg

tagtggagtc
ccagcggett
gectggaatg
ccagcgtgaa
agatgaacag
gcaactactt
agggcccaag
ccectgggetg

gagccctgac

Ser

Gln

His

Phe Phe

Asn

Gly

Thr
440

Tyr

tggcggagga
caccttcace
ggtgggcttce
gggceggtte

cctgaaaacc
cgactactgg
cgtgttcoceg
cctggtgaag

ctccggegtyg
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His Gln Asp

315

Ala
330

Lys

Gln
345

Pro

Met Thr Lys

Pro Ser

Asn Tyr Lys

395

Leu Tyr

410

Val
425

Phe

Gln Lys Ser

ctggtgcage
gacaactaca
atccggaaca
accatcagcc
gaggacaccg
ggccagggea
ctagcccecca
gactacttce

cacaccttce

Leu

Arg

Asp

Ser

Ser

Trp Leu

Ala

Pro

Glu Pro

Asn

Pro

Gln

Gly Lys

320

Ile
335

Glu

val Tyx

350

Gln
365

Asn

Ile
380

Ala
Thr Thr
Leu

Lys

Cys Ser

val

val

Pro

Thr

val

Ser Leu

Glu

Trp

val
400

Pro

Val
415

Asp

Met His

430

Ser
445

Leu

ccggcagaaqg
tgtcctgggt
aggccaacgg
gggacgacag
ccgtgtacta
cactggtgac
gcagcaagag
ccgageecgt

ccgeegtget

80

Leu

Ser Pro

cetgagactg
gcgecaggcec
ctacaccaca
caagagecatt
ctgcgeccagg
cgtgtctage
caccagegge
gaccgtgtcce

gcagagcagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ggcctgtaca
tacatctgta
aagagctgtg
cccagegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggacagcg
cagcagggca

cagaagagcc

gcctgagoag
acgtgaacca
acaagaccca
tectgttece
gtgtggtggt
gegtggaggt
gggtggtgte
gtaaggtgtec
gccagccaag
accaggtgtc
gggagagcaa
acggecagett
acgtgttcag

tgagectgte

cgtggtgace

caagecccage
cacctgccee
ccccaagecce
ggacgtgtee
gcacaacgcc
cgtgctgace
caacaaggcc
agagecccag
cctgaccetgt
cggccagecce
cttectgtac

ctgctecgtyg

cccaggcaag
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gtgcecagea

aacaccaagg
ccctgececcag
aaggacacce
cacgaggace
aagaccaagc
gtgctgeace
ctgccagece
gtgtacacce

ctggtgaagg

gagaacaact
agcaagectga

atgcacgagg

gcagcctggg
tggacaagaqg
cccecgaget
tgatgatecag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactgget
caatcgaaaa
tgccacceag
gcttetacce
acaagaccac

ccgtggacaa

ccctgcacaa

81

cacccagace
agtggageccce
gctgggegga
cagaaccece
gttecaactyy
gcagtacaac
gaacggcaag
gaccatcagce
cagggaggag
aagcgacatc
cceeccagtg
gagcagatgg

ccactacacce

600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1350
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo anti-CXCR4 aislado, o uno de sus fragmentos funcionales, siendo dicho fragmento funcional
seleccionado de entre los fragmentos Fv, Fab, (Fab’)2, Fab’, scFv, scFv-Fc y diacuerpos, caracterizado por que
comprende:

- una cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprenden respectivamente la
secuencia de aminoacidos SEC ID n° 1, 2 y 3; y una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3 que comprenden respectivamente la secuencia de aminoacidos SECIDn°4,5y6; 0

- una cadena ligera que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 que comprenden respectivamente la
secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 1, 2 y 30; y una cadena pesada que comprende CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3 que comprenden respectivamente la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 31, 32 y 33.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, o un fragmento funcional del mismo, caracterizado por que dicho anticuerpo
es:

- un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEC IDn° 7y
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 8 o

- un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 34,
y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 35.

3. Anticuerpo segun la reivindicacién 1, o un fragmento funcional del mismo, caracterizado por que es un anticuerpo
hibrido y por que comprende una cadena pesada de secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en SEC
ID n° 56, 57 0 58, y una cadena ligera de secuencia SEC ID n° 59.

4. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que es un anticuerpo humanizado y por que comprende
una region variable de la cadena pesada de secuencia que consiste en SEC ID n° 64, y una region variable de la
cadena ligera de secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en SEC ID n° 65, 66, 82 u 83.

5. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que es un anticuerpo humanizado y por que comprende
un anticuerpo humanizado, o un fragmento funcional del mismo, que comprende una cadena pesada de secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID n°® 67, 68 o 69, y una cadena ligera de secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en SEC ID n° 70, 71, 84 u 85.

6. Anticuerpo segun la reivindicacién 1, caracterizado por que dicho fragmento funcional consiste en un fragmento
scFv, comprendiendo dicho scFv la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 54.

7. Acido nucleico aislado, caracterizado por que es un acido nucleico, ADN o ARN, que codifica un anticuerpo, o
uno de sus fragmentos funcionales, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Vector que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 7.
9. Célula hospedadora que comprende un vector segun la reivindicacion 8.

10. Procedimiento para la produccion de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a) cultivar en un medio y en las condiciones de cultivo adecuadas una célula segun la reivindicacién 9; y

b) recuperar dichos anticuerpos, o uno de sus fragmentos funcionales, producidos de este modo a partir del
medio de cultivo o de dichas células cultivadas.

11. Anticuerpo segun las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacion como un medicamento.
12. Anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, segun las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que inhibe
la replicacion del aislado primario KON de VIH-1 en las PBMC con una ICy de por lo menos 5 pg/ml,

preferentemente por lo menos 10 pg/ml.

13. Composicién farmacéutica que comprende como principio activo un compuesto que consiste en un anticuerpo, o
uno de sus fragmentos funcionales, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a6y 12.

14. Composicion segun la reivindicacion 13 destinada a la prevencion o al tratamiento de una infeccién por VIH.
15. Composicion segun la reivindicacion 14, caracterizada por que dicha infeccién por VIH es una infeccién por VIH
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X4-trépico, y/o una infeccion por VIH X4/R5-trépico.

16. Composicion segun las reivindicaciones 13 a 15, caracterizada por que comprende por lo menos un segundo
compuesto anti-VIH seleccionado de entre el grupo que consiste en farmacos antirretrovirales, tales como
inhibidores de la proteasa de VIH (PI), inhibidores nucleosidicos/nucleotidicos de la transcriptasa inversa de VIH
(NRTI/NtRTI), inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa de VIH (NNRTI), inhibidores de entrada de
VIH, inhibidores de la integrasa de VIH.

17. Composicién segun la reivindicacién 15 o 16, caracterizada por que dicho por lo menos segundo compuesto anti-
VIH es el Maraviroc.

18. Procedimiento para el cribado y/o la identificacion de moléculas como agentes antivirales antagonistas de
CXCR4, que comprende las etapas siguientes:

a) seleccionar las células que expresan el CXCR4,

b) incubar dichas células con un anticuerpo, o un de sus fragmentos funcionales o derivados, segun las
reivindicaciones1a 6012,y

c) evaluar las moléculas sometidas a ensayo respecto a su inhibicion potencial de la union entre el anticuerpo, o
uno de sus fragmentos funcionales o derivados, al CXCR4, y

d) seleccionar las moléculas con capacidad para dicha inhibicién.
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