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DESCRIPCION
Antigenos multivariables en complejo con anticuerpo monoclonal humanizado de direccion
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de vacunas nuevas y, mas particularmente, al disefio,
fabricacion y uso de antigenos multivariables en complejo con anticuerpos monoclonales humanizados de direccion.

Antecedentes de la invencion
Sin limitar el alcance de la invencion, su fondo se describe en relacion con el desarrollo de vacunas.

La tecnologia de ingenieria proteica en relacion con anticuerpos monoclonales esta altamente avanzada con
respecto a la humanizacion (es decir, introduccion de, por ejemplo, una secuencia de mAb de roedor en una
secuencia de mAb humana conservando a la vez sitios de combinacion de antigenos especificos del mAb original) y
produccion (tipicamente secretado de lineas celulares de mamiferos). En investigacion y desarrollo hay nuevas
aplicaciones de rAb relacionadas con la vacunacion y se basan en la actualidad en proteinas de fusion de rAb-
antigeno modificadas por ingenieria genética (tipicamente con la regidon codificante de antigeno colocada en fase
con el codon C terminal de la cadena pesada o H de rAb). Un obstaculo para esta tecnologia es la expresion y
produccion exitosas de rAb-antigeno completamente funcional. En muchos casos, quiza en la mayoria, el antigeno
deseado confunde la secrecion de rAb-antigeno obtenido por ingenieria genética. Ademas, la probabilidad de
expresion escasa o nula aumenta si la entidad deseada incluye multiples regiones codificantes de antigeno.

Deyev et al., Nature Biotechnology, vol. 21, n® 12, 1 de diciembre de 2003 (01-12-2003), paginas 1486-1492, desvela
sistemas de multimerizacion que comprenden, por ejemplo, el médulo de barnasa-barstar, para producir por ejemplo
anticuerpos multivalentes y para purificacion. El documento EP 1 441 030 A1 desvela la expresion de moléculas de
fusién de cohesina o dockerina en células de E. coli o de insecto, y su uso para purificacion de proteinas.

Sumario de la invenciéon
La presente invencion se refiere a vacunas, vectores, células y métodos de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6.

La invencioén proporciona métodos para el ensamblaje de complejos del antigeno de rAb de una manera controlada
mediante mezcla sencilla de componentes y acomoda la capacidad para expresar y producir el rAb y antigeno o
antigenos en diferentes sistemas de expresion — produccion que estan mas adaptados para el rAb individual y
antigeno particular. Ademas, la invencién demuestra la nueva aplicacion de la interaccién de cohesina-dockerina de
alta afinidad y de alta especificidad con sistemas de expresién de mamiferos secretados, permitiendo de este modo
el desarrollo de formatos de ingenieria proteica Unicos y produccion de nuevas herramientas proteicas para
investigacion y la aplicacion clinica.

Mas particularmente, la presente invencién usa los dominios de proteina cohesina-dockerina y su enlazador
circundante. Por ejemplo, la invencion permite el ensamblaje controlado de anticuerpos monoclonales
recombinantes (rAb) en complejo con antigenos, toxinas o agentes activadores celulares. La invencion tiene amplia
aplicacién potencial en vacunacion y terapia de cancer.

La invencién se basa en componentes particulares del complejo de proteina de degradacion de celulosa bacteriana
bien estudiado llamado el celulosoma. Especificamente, se utilizan dos dominios proteicos (cohesina y dockerina) y
secuencias enlazadoras de proteinas naturales mediante la invencién en nuevos contextos y aplicaciones.

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que dominios particulares de cohesina y dockerina pueden
secretarse con éxito y eficazmente de células de mamifero como proteinas de fusién manteniendo al mismo tiempo
la interaccion proteina-proteina de cohesina-dockerina de alta afinidad y especifica. Aunque la bibliografia
exhaustiva de cohesina-dockerina ensefia la expectativa de que dichas proteinas de fusiéon deberian tener esta
funcionalidad, no describe la produccién de dichas proteinas de fusién en sistemas de secrecién de mamiferos. El
estado del conocimiento cientifico no permite la prediccién del descubrimiento ya que las reglas (aparte de
elementos tales como el péptido sefial) para la secrecién exitosa no estan completamente establecidas. Ademas, se
sabe que las regiones de enlazador de cohesina estan glucosiladas en sus bacterias nativas, y los dominios de
cohesina y dockerina contienen sitios de glucosilacion predichos. Aunque esto puede favorecer de hecho la
secrecion de células de mamifero, no esta claro si la glucosilacién “no natural” alterara la interaccion de cohesina-
dockerina.

Aunqgue se ha publicado la interaccién de cohesina-dockerina para diversas aplicaciones comerciales, la presente
invencion se basa en un potencial no realizado previamente para esta interaccion basado en el ensamblaje de
complejos proteicos especificos no relacionados con las aplicaciones de enzimas de ensamblaje controlado.
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La invencion incluye el uso de todas las secuencias de cohesina-dockerina de diversos microbios degradantes de
celulosa, pero describe la aplicacion de secuencias de cohesina y dockerina y enlazador especificas del microbio
Clostridium thermocellum. Por ejemplo, la secuencia descrita en el presente documento codifica la cadena H de un
IgG4 humano unido en el codén C-terminal con una secuencia de dockerina de Clostridium thermocellum
(denominada rAb.doc). Otras realizaciones de las proteinas rAb.doc se describen de forma similar con ejemplos que
se modifican por ingenieria genética transfiriendo simplemente la regién codificante de dockerina como un fragmento
de ADN a vectores que codifican las diferentes entidades de cadena H.

Mas particularmente, la presente invencion incluye un transportador de rAb modular que incluye un dominio de union
especifico de antigeno unido a uno o mas dominios transportadores de antigeno y una mitad de un par de union de
cohesina-dockerina. El dominio de unién especifico de antigeno puede ser al menos una parte de un anticuerpo y el
anticuerpo es una proteina de fusion con y el par de unién en una proteina de fusion con una mitad de un par de
unién de cohesina-dockerina. El rAb también puede incluir una mitad complementaria del par de unién de cohesina-
dockerina unido con un antigeno que forma un complejo con el vehiculo de rAb modular. La mitad complementaria
del par de unién de cohesina-dockerina puede en si mismo ser una proteina de fusion con el antigeno transportado
como parte del complejo (complejo de antigeno (cohesina-dockerina) de vehiculo de rAb modular). Los ejemplos de
dominio especifico de antigeno incluyen un anticuerpo de longitud completa, un dominio de regién variable de
anticuerpo, un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab), y un fragmento Fv, y un fragmento Fabc y/o
un fragmento Fab con partes de dominio Fc. Los ejemplos no limitantes de fuentes para el par de union de cohesina-
dockerina incluyen Clostridium thermocellum, Clostridium josui, Clostridium cellulolyticum 'y Bacteroides
cellulosolvens y combinaciones de los mismos.

El dominio de unién especifico de antigeno se dirige a un marcador de superficie celular seleccionado de MHC de
clase I, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31,
CD40,CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR,
CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205, receptor de manosa, Langerina, DECTIN-1, B7-1, B7-2, receptor de
IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de Fcy u otro receptor expresado de forma relativamente especifica por
células presentadoras de antigeno.

El rAb de la presente invenciéon también puede incluir combinaciones de los dominios que se definen como: un
rAb.Doc; un rAb.Coh; un rAb.(Coh)y; un rAb.(Doc)yx; un rAb.(Coh.Doc)y; o un rAb.(Coh),(Doc)y; en los que x es 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas. Los ejemplos del vehiculo de rAb modular en un complejo incluyen:

un rAb.Doc:Coh.antigeno;

un rAb.Coh:Doc.antigeno;

un rAb.(Coh)x:(Doc.antigeno)y;

un rAb.(Doc)x:(Coh.antigeno)y;

un rAb.(Coh.Doc)y:(Doc.antigeno')(Coh.antigeno?); o
un rAb.(Coh)(Doc) (Doc.antigeno')(Coh.antigeno?)y;
enlosquexes 1,2, 3,4,5,6,7,8,9010.

La presente invencion también incluye una vacuna de un vehiculo de rAb modular que incluye un dominio especifico
de antigeno unido a uno o mas dominios que comprenden una mitad del par de unién de cohesina-dockerina unido
con una mitad complementaria del par de unién de cohesina-dockerina unido con un antigeno. El rAb se une con
una proteina de superficie celular inmunitaria seleccionada de MHC de clase |, MHC de clase II, CD1, CD2, CD3,
CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD 19, CD20, CD29, CD31, CD40,CD43, CD44, CD45, CD54, CD56,
CD57, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205,
receptor de manosa, Langerina, DECTIN-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de
Fcy u otro receptor expresado de forma relativamente especifica por células presentadoras de antigenos. Las dianas
para vacunacion con el vehiculo de antigeno de rAb, incluyen, por ejemplo, una proteina bacteriana, viral, fungica,
protozoaria o cancerosa y fragmentos de la misma. La vacuna de la reivindicacion 11, en la que el vehiculo de rAb
modular  se define adicionalmente: un rAb.Doc:Coh.antigeno; un rAb.Coh:Doc.antigeno; un
rAb.(Coh)y:(Doc.antigeno)y; un rAb.(Doc)x:(Coh.antigeno),; un rAb.(Coh.Doc),:(Doc.antigeno')(Coh.antigeno?); o un
rAb.(Coh)x(Doc)x:(Doc.antigeno'),(Coh.antigeno?)s; en los que x es 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 0 10.

La presente invencion también incluye un acido nucleico aislado que comprende un segmento codificante de un
dominio especifico de diana y uno o mas dominios y una mitad de un par de unién de cohesina-dockerina. Por
ejemplo, la diana puede ser un antigeno y el dominio especifico de diana puede codificar al menos una parte de un
anticuerpo. El o los dominios pueden codificar uno o mas dominios de cohesina, uno o mas dominios de dockerina o
una combinacién de uno o mas dominios de cohesina y dockerina. El rAb se define adicionalmente como: un
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rAb.Doc; un rAb.Coh; un rAb.(Coh)y; un rAb.(Doc)yx; un rAb.(Coh.Doc)y; o un rAb.(Coh),(Doc)y; en los que x es 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9010.

La presente invencion también incluye un vector que incluye un acido nucleico que codifica un dominio especifico de
antigeno y uno o mas dominios que comprenden una mitad de un par de unién de cohesina-dockerina, una mitad de
un par de union de cohesina-dockerina con una molécula proteica para transportar y combinaciones de los mismos.
La mitad de un par de unién de cohesina-dockerina, una mitad de un par de unién de cohesina-dockerina con una
molécula proteica para transportar y combinaciones de los mismos estan bajo el control del mismo promotor,
diferentes promotores, transcritos en linea, transcritos en direcciones opuestas.

La presente invencion también incluye una célula hospedadora que comprende un vector que comprende un acido
nucleico codifica un dominio especifico de antigeno y uno o mas dominios y una mitad de un par de union de
cohesina-dockerina.

Un método para preparar un vehiculo de rAb modular combinando un dominio especifico de antigeno unido con uno
0 mas dominios de una mitad de un par de unién de cohesina-dockerina. El rAb se define adicionalmente como: un
rAb.Doc; un rAb.Coh; un rAb.(Coh)y; un rAb.(Doc)yx; un rAb.(Coh.Doc)y; o un rAb.(Coh),(Doc)y; en los que x es 1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 8, 9 o 10. Los ejemplos del rAb forman complejo con una mitad complementaria de un par de
cohesina:dockerina unido con un antigeno y se selecciona de: un rAb.Doc:Coh.antigeno; un rAb.Coh:Doc.antigeno;
un rAb.(Coh),(Doc.antigeno)y; un rAb.(Doc):(Coh.antigeno),; un rAb.(Coh.Doc),:(Doc.antigeno')(Coh.antigeno?); o
un rAb.(Coh),(Doc)y (Doc.antigeno')(Coh.antigeno®),; en los que x es 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10.

Breve descripcion de los dibujos

Para un entendimiento mas completo de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion, se hace referencia
ahora a la descripcion detallada de la invencion junto con las figuras adjuntas y en las que:

La FIGURA 1 compara la técnica anterior (parte superior) con un ejemplo de los multiples antigenos diana en un
complejo simultaneamente con el mismo mAb humanizado obtenido por ingenieria genética (MATCHMARB) (parte
inferior).

La FIGURA 2 muestra el uso de la presente invencion para formar mAb bi-especificos.

La FIGURA 3 muestra proteinas de rAb secretadas purificadas por afinidad por Proteina G analizadas por
SDS.PAGE reductor y tincion con Azul Brillante de Coomassie. Los carriles son de izquierda a derecha.

Las FIGURAS 4A y 4B muestran la medicion por ELISA anti-lgFc humano de los niveles de secrecion de
diversas proteinas de fusion con rAb.

La FIGURA 5 muestra la medicién por ELISA anti-lgFc humano (actividad HRP) y uniéon con LOX-1.fosfatasa
alcalina (actividad AP) de proteinas anti-LOX1_15C4 rAb (simbolos azules) y anti-LOX1_15C4.doc rAb (simbolos
rojos).

La FIGURA 6 muestra que cuando se co-transfecta con un plasmido de expresion de mlgG kappa, el plasmido
rAB-pCMV(mIgG2bH-Dockerina) dirige la secrecion eficaz de la proteina de fusion rAB-mIgG2b.Dockerina.

Las FIGURAS 7A y 7B muestran que la coh.alcalina fosfatasa secretada (coh.AP) pero no AP se une
eficazmente y especificamente con rAb.Doc inmovilizado en plastico.

Las FIGURAS 8A y 8B muestran diversas diluciones de un sobrenadante que contiene G.AP secretada unida a
mligG2a y mlgG2b inmovilizados, pero no rAb.doc, mientras que coh.AP se uni6 a rAb.doc especificamente.

La FIGURA 9 muestra la estabilidad diferencial de complejos entre una cantidad fija de proG.AP o coh.AP o
coh2.AP (0,1 pg) y migG2b o rAb.doc inmovilizado (0,25 pg) ensamblado por incubacion durante 1 h en una
placa de microtitulacion.

La FIGURA 10 muestra la estabilidad diferencial en suero humano de complejos entre una cantidad fija de
proG.AP o coh.AP (0,1 pg) y mlgG2b o rAb.doc inmovilizado (0,25 ng) se ensamblaron por incubacion durante 1
h en una placa de microtitulacion.

La FIGURA 11 es un gel que muestra el analisis de SDS.PAGE reducido frente a no reducido de complejos de
rAb.doc:Coh2.AP producidos por aplicacion secuencial de sobrenadante de rAb.doc y sobrenadante de coh.AP a
la misma columna de afinidad por proteina G.

La FIGURA 12 es un analisis de SDS.PAGE no reducido de complejos de rAb.doc:Coh.Flu HA5-1 producidos por
aplicacion secuencial de sobrenadante de rAb.doc y sobrenadante de coh.Flu HA5-1 a la misma columna de
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afinidad por proteina G.

La FIGURA 13 muestra que el complejo anti-DC_rAb.doc:coh.Flu M1 formado mezclando los componentes
purificados individuales fue eficaz in vitro en la expansién de linfocitos T especificos de Flu M1.

La FIGURA 14 muestra que los complejos Anti-DC_rAb.doc:coh.Flu M1 pero no mlgG2b.doc:coh.Flu M1
formados mezclando los componentes purificados individuales fueron eficaces in vitro en la expansion de
linfocitos T especificos de Flu M1.

La FIGURA 15 muestra que se clasificaron DC humanas CD34+ en subtipos CD1a+ y CD 14+ y se cultivaron con
y sin Anti-DC_rAb.Flu M1 PEP o Anti-DC_rAb 3 nM.

La FIGURA 16 muestra que se cultivaron E. coli que albergaban plasmidos de expresion que dirigian la sintesis
de proteinas coh.pep y se indujo en ellas la produccién de proteinas especificas. Las células se recogieron y se
degradaron por sonicacion.

La FIGURA 17 muestra que el DCIR.Doc rAb solo no tuvo ningun efecto sobre la supervivencia de DC, pero DC-
SIGN/L.Doc rAb potencia su supervivencia.

La FIGURA 18 muestra que Coh.PE38 por si solo aumenta ligeramente el nimero de células apoptéticas con
puntuacion de 7-AAD (de 22,1-29,8 %), pero cuando se une con DCIR o DC-SIGN/L.Doc rAb, Coh.PE38
potencié en gran medida el niUmero de células apoptéticas con puntuacion de 7-AAD.

La FIGURA 19 muestra la expresion de anti-DC-SIGN/L y Anti-DC-ASPGR rAb.Coh y rAb.Doc se secretaban
eficazmente.

La FIGURA 20 muestra el efecto de IL-21 y Coh.IL-21 en la proliferacién de linfocitos B humanos.
Descripcion detallada de la invenciéon

Para facilitar el entendimiento de la presente invencién, se definen a continuacién varios términos. Los términos
definidos en el presente documento tienen significados como se entienden habitualmente por un experto en la
materia en las areas relevantes para la presente invencion. No se pretende que términos tales como “un” y “el” se
refieran solamente a una entidad singular, sino que incluyan la clase general de la que puede usarse un ejemplo
especifico para ilustracion. La terminologia en el presente documento se usa para describir realizaciones especificas
de la invencién, pero su uso no delimita la invencién, excepto como se indica en las reivindicaciones.

En la actualidad, la tecnologia de ingenieria proteica permiten la adicion facil y controlada de un antigeno (o
antigenos diferentes a una de las cadenas) de un mAb recombinante (H o L, habitualmente se usa con frecuencia el
extremo C terminal de H). Si es necesario unir diferentes antigenos o diferentes conjuntos de antigenos al mAb,
entonces es necesario que el mAb se modifique de nuevo por ingenieria genética, se exprese y se purifique como
una entidad diferente.

Se proporciona para la formacion de complejos de mudltiples antigenos o proteinas (obtenidos por ingenieria
genética, expresadas y purificadas independientemente del mAb primario) de una manera controlada, multivariable,
a un unico mAb recombinante primario. En la actualidad, existen métodos para modificar por ingenieria genética
sitios de biotinilacion especificos de sitio que posibilita la adicién de diferentes proteinas (cada una obtenida por
ingenieria genética unida por separado a estreptavidina) al mAb primario. Sin embargo, la presente invencion
posibilita la adicion al mAb de multiples combinaciones, en relaciones equimolares y localizaciones fijas, de
proteinas obtenidas por ingenieria genética por separado.

Como se usa en el presente documento, la expresion “vehiculo de rAb modular” se usa para describir un sistema de
anticuerpo recombinante que se ha modificado por ingenieria genética para proporcionar la adicion modular
controlada de diversos antigenos, proteinas activadoras u otros anticuerpos a un unico anticuerpo monoclonal
recombinante (mAb). El rAb puede ser un anticuerpo monoclonal preparado usando técnicas de hibridomas
convencionales, presentacion de anticuerpos recombinantes, anticuerpos monoclonales humanizados y similares. El
vehiculo del rAb modular puede usarse, por ejemplo, para dirigir (mediante un anticuerpo recombinante primario
contra un receptor internalizador, por ejemplo, un receptor de células dendriticas humano) multiples antigenos y/o
antigenos y una citocina activadora a células dendriticas (DC). El vehiculo del rAb modular también puede usarse
para unir dos mAb recombinantes diferentes extremo con extremo de una manera controlada y definida.

La parte de union a antigeno del “vehiculo de rAb modular’ puede ser uno o mas dominios variables, uno o mas
dominios variables y el primero constante, un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab);, y un
fragmento Fv y fragmento Fabc y/o un fragmento Fab con partes del dominio Fc al que se afiaden las partes de
union modulares afines a la secuencia de aminoacidos y/o se unen. El anticuerpo para su uso en el vehiculo de rAb
modular puede ser de cualquier isotipo o clase, subclase o de cualquier fuente (animal y/o recombinante).
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En un ejemplo no limitante, el vehiculo del rAb modular se modifica por ingenieria genética para que tenga uno o
mas dominios de proteina de cohesina-dockerina modulares para preparar complejos proteicos especificos y
definidos en el contexto de mAb recombinantes modificados por ingenieria genética. El mAb es una parte de una
proteina de fusion que incluye uno o mas dominios de proteina cohesina-dockerina modulares en posicion carboxilo
con respecto a los dominios de unién a antigeno del mAb. Los dominios de proteinas cohesina-dockerina pueden
incluso unirse postraduccionalmente, por ejemplo, usando agentes de entrecruzamiento quimicos y/o enlace por
disulfuro.

El vehiculo del rAb modular se usara para transportar una molécula separada, por ejemplo, un péptido, proteina,
lipido, carbohidrato, acido nucleico (oligonucledtido, aptamero, vector con o sin modificaciones de bases o de
cadena principal) o combinaciones de los mismos uniendo esa molécula separada con la mitad complementaria del
par de cohesina:dockerina. Por ejemplo, bien la dockerina o bien la cohesina puede prepararse en una proteina de
fusion o unirse quimicamente a un antigeno, un péptido, una proteina, una toxina, una citocina, una enzima, una
proteina estructural, una proteina de matriz extracelular, otro anticuerpo, una célula o fragmentos de los mismos. El
vehiculo de rAb modular puede tener uno o mas dominios de cohesina, dockerina o tanto cohesina como dockerina
que permite la formacién de un complejo con una o mas moléculas de cohesina/dockerina complementarias para
suministro mediante el dominio de reconocimiento de antigenos del vehiculo de rAb modular.

El término “antigeno” como se usa en el presente documento se refiere a una molécula que puede iniciar una
respuesta inmunitaria humoral y/o celular en un receptor del antigeno. El antigeno puede usarse en dos contextos
diferentes con la presente invencion: como una diana para el anticuerpo u otro dominio de reconocimiento de
antigenos del rAb o como la molécula que se transporta a y/o en una célula o diana por el rAb como parte de un
complemento de molécula de dockerina/cohesina para el vehiculo del rAb modular. El antigeno es habitualmente un
agente que provoca una enfermedad para la que seria un tratamiento ventajoso una vacunacién. Cuando el
antigeno se presenta en MHC, el péptido es con frecuencia de aproximadamente 8 a aproximadamente 25
aminoacidos. Los antigenos incluyen cualquier tipo de molécula bioldgica, incluyendo, por ejemplo, metabolitos
intermediarios sencillos, azlcares, lipidos y hormonas asi como macromoléculas tales como carbohidratos
complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas. Las categorias habituales de antigenos incluyen, pero sin
limitacion, antigenos virales, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos protozoarios y otros parasitarios,
antigenos tumorales, antigenos implicados en enfermedad autoinmunitaria, alergia y rechazo de injertos y otros
antigenos miscelaneos.

El vehiculo de rAb modular es capaz de portar cualquier nimero de agentes activos, por ejemplo, antibiéticos,
agentes antiinfecciosos, agentes antivirales, agentes antitumorales, antipiréticos, analgésicos, agentes
antiinflamatorios, agentes terapéuticos para osteoporosis, enzimas, citocinas, anticoagulantes, polisacaridos,
colagenos, células y combinaciones de dos o mas de los agentes activos anteriores. Los ejemplos de antibidticos
para suministrar usando la presente invencion incluyen, sin limitacion, tetraciclina, aminoglucésidos, penicilinas,
cefalosporinas, farmacos de sulfonamida, succinato sédico de cloranfenicol, eritromicina, vancomicina, lincomicina,
clindamicina, nistatina, anfotericina B, amantidina, idoxuridina, acido p-amino salicilico, isoniazida, rifampina,
antinomicina D, mitramicina, daunomicina, adriamicina, bleomicina, vinblastina, vincristina, procarbazina, imidazol
carboxamida, y similares.

Los ejemplos de agentes antitumorales para suministro usando la presente invencion incluyen, sin limitacion,
doxorubicina, Daunorubicina, taxol, metotrexato y similares. Los ejemplos de antipiréticos y analgésicos incluyen
aspirina, Motrin®, lIbuprofeno®, naprosina, acetaminofén y similares.

Los ejemplos de agentes antiinflamatorios para suministro usando la presente invencién incluyen, sin limitacion,
AINE, aspirina, esteroides, dexametasona, hidrocortisona, prednisolona, Diclofenaco Na y similares.

Los ejemplos de agentes terapéuticos para tratar la osteoporosis y otros factores que actian en el hueso y esqueleto
para suministro usando la presente invencion, incluyen, sin limitacion, calcio, alendronato, péptido GLa del hueso,
hormona paratiroidea y sus fragmentos activos, péptido de formacién y proliferaciéon de hueso relacionado con
histona H4 y mutaciones y derivados y analogos de los mismos.

Los ejemplos de agentes de enzimas y co-factores enzimaticos para suministro usando la presente invencion
incluyen, sin limitaciéon, pancreasa, L-asparaginasa, hialuronidasa, quimotripsina, tripsina, tPA, estreptoquinasa,
uroquinasa, pancreatina, colagenasa, tripsindgeno, quimotripsindgeno, plasmindgeno, estreptoquinasa, adenil
ciclasa, superoxido dismutasa (SOD), y similares.

Los ejemplos de citocinas para suministro usando la presente invencién incluyen, sin limitacion, interleucinas,
factores de crecimiento transformante (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), péptidos activados por tejido conectivo
(CTAP), factores osteogénicos y analogos biolégicamente activos, fragmentos y derivados de dichos factores de
crecimiento. Las citocinas pueden ser factores de diferenciacion de linfocitos B/T, factores de crecimiento de
linfocitos B/T, citocinas mitdégenas, citocinas quimiotacticas, factores estimulantes de colonias, factores de
angiogénesis, IFN-a, IFN-B, IFN- vy, IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, IL11, IL12, IL13, IL14, IL15, IL16,
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IL17, IL18, etc., leptina, miostatina, proteina estimulante de macroéfagos, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, TFN-a, TNF-B, NGF, CD40L, CD137L/4-1BBL, linfotoxina humana-p, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, PDGF,
IL-1a, IL1-B, IP-10, PF4, GRO, 9E3, eritropoyetina, endostatina, angiostatina, VEGF o cualquier fragmento o
combinaciones de los mismos. Otras citocinas incluyen miembros de la familia supergénica del factor de crecimiento
transformante (TGF) incluyendo los factores de crecimiento transformante beta (por ejemplo, TGF-$1, TGF-32, TGF-
B3); proteinas morfogenéticas del hueso (por ejemplo, BMP-1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7,
BMP-8, BMP-9); factores de crecimiento de unién a heparina (por ejemplo, factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento de tipo insulina (IGF)); Inhibinas (por ejemplo, Inhibina A, Inhibina B); factores de diferenciacion del
crecimiento (por ejemplo, GDF-1); y Activinas (por ejemplo, Activina A, Activina B, Activina AB).

Los ejemplos de factores de crecimiento para suministro usando la presente invencion incluyen, sin limitacion,
factores de crecimiento que pueden aislarse de fuentes nativas o naturales, tales como de células de mamifero, o
pueden prepararse de forma sintética, tal como por técnicas de ADN recombinante o por diversos procesos
quimicos. Ademas, pueden usarse analogos, fragmentos o derivados de estos factores siempre que muestren al
menos algo de la actividad bioldgica de la molécula nativa. Por ejemplo, pueden prepararse analogos por expresion
de genes alterados por mutagénesis especifica u otras técnicas de ingenieria genética.

Los ejemplos de anticoagulantes para suministro usando la presente invencion incluyen, sin limitacion, warfarina,
heparina, Hirudina y similares. Los ejemplos de factores que actian en el sistema inmunitario incluyen para
suministro usando la presente invencion incluyendo, sin limitacion, factores que controlan la inflamacion y neoplasias
malignas y factores que atacan a microorganismos infecciosos, tales como péptidos quimiotacticos y bradiquininas.

Los ejemplos de antigenos virales y/o dianas antigénicas virales incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, antigenos
retrovirales tales como antigenos retrovirales de los antigenos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tales
como productos génicos de los genes gag, pol y env, la proteina Nef, transcriptasa inversa y otros componentes de
VIH; antigenos virales de hepatitis tales como las proteinas S, M y L del virus de la hepatitis B, el antigeno pre-S del
virus de la hepatitis B y otros componentes virales de la hepatitis, por ejemplo, hepatitis A, B y C, tales como ARN
viral de la hepatitis C; antigenos virales de la gripe tales como hemaglutinina y neuramidasa y otros componentes
virales de la gripe; antigenos virales del sarampion tales como la proteina de fusion del virus del sarampion y otros
componentes del virus del sarampion; antigenos virales de la rubéola tales como proteinas E1 y E2 y otros
componentes del virus de la rubéola; antigenos rotavirales tales como VP7sc y otros componentes rotavirales;
antigenos citomegalovirales tales como glucoproteina de envoltura B y otros componentes antigénicos
citomegalovirales; antigenos de virus sincitial respiratorio tales como la proteina de fusién de VSR, la proteina M2 y
otros componentes de antigenos del virus sincitial respiratorio; antigenos del virus del herpes simple tales como
proteinas tempranas inmediatas, glucoproteina D, y otros componentes antigénicos virales del herpes simple;
antigenos virales de la varicela zoster tales como gpl, gpll y otros componentes antigénicos virales de la varicela
zoster; antigenos virales de la encefalitis japonesa tales como proteinas E, M-E, M-E-NS1, NS1, NS1-NS2A, E 80 %
y otros componentes antigénicos virales de la encefalitis japonesa; antigenos virales de la rabia tales como
glucoproteina de la rabia, nucleoproteina de la rabia y otros componentes antigénicos virales de la rabia. Véase
Fundamental Virology, Segunda Edicion, eds. Fields, B. N. y Knipe, D. M. (Raven Press, Nueva York, 1991) para
ejemplos adicionales de antigenos virales.

Los antigenos y/o dianas antigénicas que pueden suministrarse usando las vacunas de rAb-DC/DC-antigeno de la
presente invencion incluyen genes que codifican antigenos tales como antigenos virales, antigenos bacterianos,
antigenos fungicos o antigenos parasitarios. Los virus incluyen picornavirus, coronavirus, togavirus, flavirvirus,
rabdovirus, paramixovirus, ortomixovirus, bunyavirus, arenavirus, reovirus, retrovirus, papilomavirus, parvovirus,
herpesvirus, poxvirus, hepadnavirus y virus espongiforme. Otras dianas virales incluyen gripe, virus del herpes
simple 1 y 2, sarampion, dengue, viruela, polio o VIH. Los patdgenos incluyen tripanosomas, cestodos, anélidos,
helmintos, malaria. Pueden marcarse como objetivos de esta manera marcadores tumorales, tales como antigeno
fetal o antigeno especifico de préstata. Otros ejemplos incluyen: proteinas env del VIH y antigeno de superficie de
hepatitis B. La administracién de un vector de acuerdo con la presente invencién para fines de vacunacion requeriria
que los antigenos asociados al vector fueran suficientemente no inmunogénicos para permitir una expresion a largo
plazo del transgén, para lo que se desearia una respuesta inmunitaria fuerte. En algunos casos, la vacunacién de un
individuo puede requerirse solamente de forma infrecuente, tal como anual o bienalmente, y proporcionar proteccion
inmunolégica a largo plazo contra el agente infeccioso. Pueden encontrase ejemplos especificos de organismos,
alérgenos y secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos para uso en vectores y en Ultima instancia como
antigenos con la presente invencion la Patente de Estados Unidos N° 6.541.011, en particular, las tablas que
emparejan organismos y secuencias especificas que pueden usarse con la presente invencion.

Los antigenos bacterianos para su uso con la vacuna de rAb desvelada en el presente documento incluyen, pero sin
limitacion, por ejemplo, antigenos bacterianos tales como toxina de pertussis, hemaglutinina filamentosa, pertactina,
FIM2, FIM3, adenilato ciclasa y otros componentes de antigenos bacterianos de pertussis; antigenos bacterianos de
difteria tales como toxina o toxoide diftérico y otros componentes de antigenos bacterianos de difteria; antigenos
bacterianos del tétanos tales como toxina o toxoide del tétanos y otros componentes antigénicos bacterianos del
tétanos; antigenos bacterianos estreptocdécicos tales como proteinas M y otros componentes antigénicos bacterianos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2536 900 T3

estreptocdcicos; antigenos bacterianos de bacilos gram negativos tales como lipopolisacaridos y otros componentes
antigénicos bacterianos gram negativos, antigenos bacterianos de Mycobacterium tuberculosis tales como acido
micolico, proteina de choque térmico 65 (HSP65), la proteina secretada mayor de 30 kDa, antigeno 85A y otros
componentes antigénicos micobacterianos; componentes antigénicos bacterianos de Helicobacter pylori; antigenos
bacterianos neumocécicos tales como pneumolisina, polisacaridos capsulares neumocdcicos y otros componentes
antigénicos bacterianos neumocdcicos; antigenos bacterianos de Haemophilus influenzae tales como polisacaridos
capsulares y otros componentes antigénicos bacterianos de Haemophilus influenzae; antigenos bacterianos de
carbunco, tales como antigeno protector de carbunco y otros componentes antigénicos bacterianos de carbunco;
antigenos bacterianos de rickettsias tales como rompA y otros componentes antigénicos bacterianos de rickettsias.
También se incluyen con los antigenos bacterianos descritos en el presente documento cualquier otro antigeno
bacteriano, micobacteriano, micoplasmico, de rickettsia o clamidia. Los patégenos parciales o completos también
pueden ser: Haemophilus influenzae; Plasmodium falciparum; Neisseria meningitidis; Streptococcus pneumoniae;
Neisseria gonorrhoeae; Salmonella serotipo typhi; Shigella; Vibrio cholerae; Fiebre Dengue; Encefalitis; Encefalitis
Japonesa; enfermedad de Lyme; Yersinia pestis; virus del Nilo occidental; fiebre amarilla; tularemia; hepatitis (viral;
bacteriana); VSR (virus sincitial respiratorio); HPIV 1 y HPIV 3; adenovirus; viruela; alergias y canceres.

Los antigenos fungicos para uso con composiciones y métodos de la invencioén incluyen, pero sin limitacion, por
ejemplo, componentes antigénicos fungicos de candida; antigenos fungicos de histoplasma tales como proteina de
choque térmico 60 (HSP60) y otros componentes antigénicos fungicos de histoplasma; antigenos fungicos
criptocécicos, tales como polisacaridos capsulares y otros componentes antigénicos fungicos criptococicos;
antigenos fungicos de coccidioides tales como antigenos de esférulas y otros componentes antigénicos fungicos de
coccidioides; y antigenos fungicos de tinia tales como ftricofitina y otros componentes antigénicos fungicos de
coccidioides.

Los ejemplos de antigenos protozoarios y otros parasitos incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, antigenos de
Plasmodium falciparum, tales como antigenos de superficie de merozoito, antigenos de superficie de esperozoito,
antigenos de circumsporozoito, antigenos de superficie de gametocito/gameto, antigeno de estadio sanguineo pf
155/RESA y otros componentes antigénicos de plasmodios; antigenos de toxoplasma tales como SAG-1, p30 y otros
componentes antigénicos de toxoplasma; antigenos de esquistosomas tales como glutation-S-transferasa,
paramiosina, y otros componentes antigénicos de esquistosomas; Leishmania major y otros antigenos de
leishmanias tales como gp63, lipofosfoglucano y su proteina asociada y otros componentes antigénicos de
leishmania; y antigenos de Trypanosoma cruzi tales como el antigeno de 75-77 kDa, el antigeno de 56 kDa y otros
componentes antigénicos de tripanosomas.

Los antigenos diana en superficies celulares inmunitarias que pueden marcarse como objetivo usando el sitio de
reconocimiento de antigenos de la parte de anticuerpo del rAb de la presente invencion generalmente se
seleccionaran basandose en varios factores, incluyendo: probabilidad de internalizacién, nivel de especificidad
celular inmunitaria, tipo de célula inmunitaria diana, nivel de la madurez de la célula inmunitaria y/o activacion y
similares. Los ejemplos de marcadores de superficie celular para células dendriticas incluyen, pero sin limitacion,
MHC de clase I, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD 19, CD20, CD29,
CD31, CD40,CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-
ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205, receptor de manosa, Langerina, DECTIN-1, B7-1, B7-2,
receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de Fcy u otro receptor expresado de forma relativamente
especifica por células presentadoras de antigenos. Los ejemplos de marcadores de superficie celular para células
presentadoras de antigenos incluyen, pero sin limitacion, MHC de clase |, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4,
CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD 19, CD20, CD29, CD31, CD40,CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57,
CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205,
receptor de manosa, Langerina, DECTIN-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de
Fcy u otro receptor expresado de forma relativamente especifica por células presentadoras de antigenos. Los
ejemplos de marcadores de superficie celular para linfocitos T incluyen, pero sin limitacion, CD3, CD4, CD8, CD 14,
CD20, CD11b, CD16, CD45 y HLA-DR.

Los antigenos diana en superficies celulares para suministro incluyen los caracteristicos de antigenos tumorales que
tipicamente derivaran de la superficie celular, citoplasma, nucleo, organulos y similares de células de tejido tumoral.
Los ejemplos de dianas tumorales para la parte de anticuerpo de la presente invencion incluyen, sin limitacion,
canceres hematologicos, tales como leucemias y linfomas, tumores neuroldgicos tales como astrocitomas o
glioblastomas, melanoma, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de cabeza y cuello, tumores
gastrointestinales tales como cancer gastrico o de colon, cancer de higado, cancer pancreatico, tumores
genitourinarios tales como cancer de cuello uterino, Utero, ovario, cancer vaginal, cancer testicular, cancer de
prostata o cancer penil, tumores del hueso, tumores vasculares o canceres del labio, nasofaringe, faringe y cavidad
oral, eséfago, recto, vesicula biliar, arbol biliar, laringe, pulmén y bronquios, vejiga, rifién, cerebro y otras partes del
sistema nervioso, tiroides, enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, mieloma mudltiple y leucemia.

Los ejemplos de antigenos que pueden suministrarse solos o en combinacidon a células inmunitarias para
presentacion de antigenos usando la presente invencion incluyen proteinas tumorales, por ejemplo, oncogenes
mutados; proteinas virales asociadas con tumores; y mucinas tumorales y glucolipidos. Los antigenos pueden ser
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proteinas virales asociadas con tumores que serian de las clases de virus indicadas anteriormente. Ciertos
antigenos pueden ser caracteristicos de tumores (siendo un subconjunto proteinas no expresadas habitualmente por
una célula precursora tumoral), o puede ser una proteina que se exprese normalmente en una célula precursora
tumoral, pero que tenga una mutacién caracteristica de un tumor. Otros antigenos incluyen una variante o variantes
mutantes de la proteina normal que tiene una actividad o distribucion celular alterada, por ejemplo, mutaciones de
genes que dan lugar a antigenos tumorales.

Los ejemplos no limitantes especificos de antigenos tumorales incluyen: CEA, antigeno especifico de prostata
(PSA), HER-2/neu, BAGE, GAGE, MAGE 1-4, 6 y 12, MUC (Mucina) (por ejemplo, MUC-1, MUC-2, etc.), GM2 y
gangliésidos GD2, ras, myc, tirosinasa, MART (antigeno de melanoma), Pmel 17 (gp100), secuencia del intrén V
GnT-V (secuencia del intron V de N-acetilglucoaminiltransferasa V), Ca psm de prostata, PRAME (antigeno de
melanoma), B-catenina, MUM-1-B (producto génico mutado ubicuo en melanoma), GAGE (antigeno de melanoma)
1, BAGE (antigeno de melanoma) 2-10, c-ERB2 (Her2/neu), EBNA (antigeno nuclear del Virus de Epstein-Barr
Virus) 1-6, gp75, virus del papiloma humano (VPH) E6 y E7, p53, proteina de resistencia del pulmén (LRP), Bcl-2, y
Ki-67. Ademas, la molécula inmunogénica puede ser un autoantigeno implicado en el inicio y/o propagacion de una
enfermedad autoinmunitaria, cuya patologia se debe en gran medida a la actividad de anticuerpos especificos para
una molécula expresada por el 6rgano, tejido o células diana relevantes, por ejemplo, SLE o MG. En dichas
enfermedades, puede ser deseable dirigir una respuesta inmunitaria mediada por anticuerpo continuada, (es decir,
un tipo Th2) al autoantigeno relevante para una respuesta inmunitaria celular (es decir, un tipo Th1). Como
alternativa, puede ser deseable evitar la aparicion de o reducir el nivel de una respuesta de Th2 al autoantigeno en
un sujeto que no tenga, pero que se sospeche que sea susceptible de, la enfermedad autoinmunitaria relevante
induciendo de forma profilactica una respuesta Th1 al autoantigeno apropiado. Los autoantigenos de interés
incluyen, sin limitacion: (a) con respecto a SLE, la proteina Smith, ribonucleoproteina RNP y las proteinas SS-A y
SS-B; y (b) con respecto a MG, el receptor de acetilcolina. Los ejemplos de otros antigenos miscelaneos implicados
en uno o mas tipos de respuesta autoinmunitaria incluyen, por ejemplo, hormonas enddgenas tales como hormona
luteinizante, hormona foliculo estimulante, testosterona, hormona del crecimiento, prolactina y otras hormonas.

Los antigenos implicados en enfermedades autoinmunitarias, alergia y rechazo de injertos pueden usarse en las
composiciones y métodos de la invencién. Por ejemplo, un antigeno implicado en una cualquiera o mas de las
siguientes enfermedades o trastornos puede usarse en la presente invencion: diabetes, diabetes mellitus, artritis
(incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriasica), esclerosis multiple,
miastenia grave, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis autoinmunitaria, dermatitis (incluyendo dermatitis atopica y
dermatitis eccematosa), psoriasis, Sindrome de Sjogren, incluyendo queratoconjuntivitis seca secundaria de
Sindrome de Sjogren, alopecia areata, respuestas alérgicas debidas a reacciones a mordedura de artropodos,
enfermedad de Crohn, Ulcera aftosa, iritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, colitis ulcerosa, asma, asma alérgica,
lupus eritematosos cutaneo, esclerodermia, vaginitis, proctitis, erupciones por farmaco, reacciones de inversion de
lepra, eritema nodoso leproso, uveitis autoinmunitaria, encefalomielitis alérgica, encefalopatia hemorragica
necrotizante aguda, pérdida de audicion sensoneuronal progresiva bilateral idiopatica, anemia aplasica, anemia de
glébulos rojos pura, trombocitopenia idiopatica, policondritis, granulomatosis de Wegener, hepatitis activa cronica,
sindrome de Stevens-Johnson, esprue idiopatico, liquen plano, enfermedad de Crohn, oftalmopatia de Graves,
sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveitis posterior y fibrosis pulmonar intersticial. Los ejemplos de antigenos
implicados en enfermedad autoinmunitaria incluyen acido glutamico descarboxilasa 65 (GAD 65), ADN nativo,
proteina basica de mielina, proteina proteolipidica de mielina, componentes de receptor de acetilcolina, tiroglobulina
y el receptor de la hormona estimulante de tiroides (TSH). Los ejemplos de antigenos implicados en la alergia
incluyen antigenos de polen tales como antigeno de polen de cedro japonés, antigenos de polen de ambrosia,
antigenos de polen de ballico, antigenos derivados de animales tales como antigenos de acaros del polvo y
antigenos felinos, antigenos de histocompatibilidad y penicilina y otros farmacos terapéuticos. Los ejemplos de
antigenos implicados en el rechazo de injerto incluyen componentes antigénicos del injerto para trasplantar al
receptor del injerto tales como componentes del injerto de corazoén, pulmén, higado, pancreas, rifién y neural. El
antigeno puede ser un ligando peptidico alterado util en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria.

Como se usa en el presente documento, la expresion “epitopo o epitopos” se refiere a un antigeno peptidico o
proteico que incluye una estructura primaria, secundaria o terciaria similar a un epitopo localizado dentro de
cualquiera de varios polipéptidos patdgenos codificados por el ADN o ARN patégeno. El nivel de similitud
generalmente sera hasta tal grado que los anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos contra dichos
polipéptidos también se uniran con, reaccionaran con, o reconoceran de otro modo, el antigeno peptidico o proteico.
Pueden emplearse diversos métodos de inmunoensayo junto con dichos anticuerpos, tales como, por ejemplo,
transferencia de Western, ELISA, RIA y similares, todos los cuales se conocen por los expertos en la materia. La
identificacion de epitopos patégenos, adecuados para su uso en vacunas es parte de la presente invencion. Por
ejemplo, se pueden emplear los métodos de Hopp, como se ensefia en la Patente de Estados Unidos N° 4.554.101,
que ensenfa la identificacion y preparacion de epitopos de secuencias de aminoacidos basandose en la hidrofilia. Los
métodos descritos en varios otros articulos y programas de software basados en los mismos, también pueden
usarse para identificar secuencias de nucleo epitdpicas (véase, por ejemplo, Jameson y Wolf, 1988; Wolf et al.,
1988; Patente de Estados Unidos N° 4.554.101). La secuencia de aminoacidos de estas “secuencias de nucleo
epitépicas” puede incorporarse después faciimente en péptidos, bien mediante la aplicacién de sintesis peptidica o
bien mediante tecnologia recombinante.
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Como se usa en el presente documento, el término “promotor” describe una secuencia de control que es una region
de una secuencia de acido nucleico en la que se controlan el inicio y la velocidad de transcripcion. Puede contener
elementos genéticos en los que pueden unirse proteinas reguladoras y moléculas tales como ARN polimerasa y
otros factores de transcripcion. Las expresiones “situado operativamente”, “unido operativamente”, “bajo el control” y
“bajo el control transcripcional” significan que un promotor esta en una localizacién y/u orientacién funcional correcta
en relaciéon con una secuencia de acido nucleico (es decir, ORF) para controlar el inicio de la transcripcion y/o la
expresion de esa secuencia. Un promotor puede usarse o no junto con un “potenciador’, que se refiere a una
secuencia reguladora de accién en cis implicada en la activacion de la transcripcion de una secuencia de acido
nucleico. Se describe un listado de promotores y/o potenciadores que pueden usarse con la presente invencion en,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.410.241.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular’ pueden usarse de
forma intercambiable. Todas estas expresiones también incluyen su descendencia, que es todas y cada una de las
generaciones posteriores in vivo, ex vivo o in vitro. Se entiende que toda la descendencia puede no ser idéntica
debido a mutaciones deliberadas o involuntarias. En el contexto de la expresion de una secuencia de acido nucleico
heterdloga, “célula hospedadora” se refiere a una célula procariota o eucariota, e incluye cualquier organismo
transformable que sea capaz de expresar un gen heterélogo codificado por un vector suministrado usando el vector
de proteina rAb de la presente invencion. Una célula hospedadora puede usarse, y se ha usado, como un receptor
para vectores. Una célula hospedadora puede “transfectarse” o “transformarse”, lo que se refiere a un proceso por el
que el acido nucleico exédgeno que expresa un antigeno, como se desvela en el presente documento, se transfiere o
se introduce en la célula hospedadora. Una célula transformada incluye la célula objeto primaria y su descendencia.

La preparacion de composiciones de vacuna que incluye los acidos nucleicos que codifican antigenos de la
invencion como el principio activo, pueden prepararse como inyectables, bien como soluciones o suspensiones
liquidas; también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspensién en, liquido antes de
su infeccidon. La preparacién puede ser emulsionada, encapsulada en liposomas. Los principios activos
inmunogénicos se mezclan con frecuencia con vehiculos que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con
el principio activo.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un vehiculo que no provoca una reaccion alérgica
u otro efecto adverso en los sujetos a los que se administra. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
adecuados incluyen, por ejemplo, uno o mas de agua, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato,
dextrosa, glicerol, etanol o similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la vacuna puede
contener cantidades menores de sustancias adyuvantes tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes
tamponantes de pH, y/o adyuvantes que potencian la eficacia de la vacuna. Los ejemplos de adyuvantes que
pueden ser eficaces incluyen pero sin limitacion: hidroxido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina
(thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina MTP-PE y RIBI, que contiene tres componentes extraidos de
bacterias, monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de pared celular (MPL+TDM+CWS) en una
emulsién de escualeno 2 %/Tween 80. Otros ejemplos de adyuvantes incluyen DDA (bromuro de
dimetildioctadecilamonio), adyuvantes completo e incompleto de Freund y QuilA. Ademas, pueden usarse sustancias
inmunomodularas tales como linfocinas (por ejemplo, IFN-y, IL-2 e IL-2) o inductores de IFN-y sintéticos, tales como
poli I:C en combinacion con adyuvantes descritos en el presente documento.

Los productos farmacéuticos que pueden incluir un polinucleétido desnudo con una Unica o multiples copias de las
secuencias de nucledtidos especificas que se unen con sitios de uniéon a ADN especificos de las apolipoproteinas
presentes en lipoproteinas del plasma como se describe en la presente invencion. El polinucleétido puede codificar
un péptido biolégicamente activo, ARN antisentido o ribozima y se proporcionara en una forma administrable
fisiolégicamente aceptable. Otro producto farmacéutico que puede surgir de la presente invencion puede incluir una
fraccion de lipoproteina en plasma altamente purificada, aislada de acuerdo con la metodologia, descrita en el
presente documento de la sangre de los pacientes u otra fuente, y un polinucleétido que contenga una uUnica o
multiples copias de las secuencias de nucleétidos especificas que se unen con sitios de union a ADN especificas de
las apolipoproteinas presentes en lipoproteinas del plasma, preunidas a la fraccién de lipoproteina purificada en una
forma administrable fisiolégicamente aceptable.

Otro producto farmacéutico mas puede incluir una fraccion lipoproteica de plasma altamente purificada que contiene
fragmentos apolipoproteicos recombinantes que contienen copias individuales o multiples de motivos de unién a
ADN especificos, preunidos a un polinucleétido que contiene copias individuales o multiples de las secuencias de
nucledtidos especificas, en una forma administrable fisioldgicamente aceptable. Otro producto farmacéutico mas
puede incluir una fraccién de lipoproteina de plasma altamente purificada que contiene fragmentos de
apolipoproteina recombinante que contienen copias individuales o multiples de motivos de unién a ADN especificos,
preunidos a un polinucleétido que contiene copias individuales o multiples de las secuencias de nucleétidos
especificas, en una forma administrable fisiolégicamente aceptable.

La dosificacion para administrar depende en gran medida del peso corporal y la condicién fisica del sujeto que se

trate asi como la via de administracion y frecuencia del tratamiento. Una composiciéon farmacéutica que incluye el
polinucleétido desnudo preunido con una fracciéon de lipoproteina altamente purificada puede administrarse en
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cantidades que varian de 1 ug a 1 mg de polinucledtido y 1 ug a 100 mg de proteina.

La administracion de la particula viral terapéutica a un paciente seguira protocolos generales para la administracion
de productos quimioterapéuticos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiera, del vector. Se anticipa que los ciclos
de tratamiento se repetirian segun fuera necesario. También se contempla que diversas terapias convencionales, asi
como intervencion quirdrgica, pueden aplicarse en combinacion con la terapia génica descrita.

Cuando se contempla la aplicacién clinica de una terapia génica, sera necesario preparar el complejo como una
composicion farmacéutica apropiada para la aplicacién pretendida. En general esto implicara preparar una
composicion farmacéutica que esté esencialmente sin pirdbgenos, asi como cualquier otra impureza que pudiera ser
perjudicial para seres humanos o animales. También se deseara en general emplear sales y tampones apropiados
para hacer al complejo estable y permitir la captacion compleja por células diana.

Las composiciones acuosas de la presente invencion pueden incluir una cantidad eficaz del compuesto, disuelto o
disperso en un vehiculo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones también pueden
denominarse in6culos. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce
bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional es incompatible con el
principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse principios
activos complementarios a las composiciones. Las composiciones de la presente invencion pueden incluir
preparaciones farmacéuticas clasicas. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles
liqguidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones convencionales de almacenamiento y uso, estas
preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Patologias. Dependiendo de la enfermedad particular para tratar, la administracion de composiciones terapéuticas
de acuerdo con la presente invencion sera mediante cualquier via habitual siempre que el tejido diana esté
disponible por esa via para maximizar el suministro del antigeno a un sitio para respuesta inmunitaria maxima (o en
algunos casos minima). La administracion sera en general por inyeccion ortotopica, intradérmica, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal o intravenosa. Otras areas para suministro incluyen: oral, nasal, bucal, rectal, vaginal o
topica. La administracion topica seria particularmente ventajosa para el tratamiento de canceres cutaneos. Dichas
composiciones normalmente se administrarian como composiciones farmacéuticamente aceptables que incluyen
vehiculos fisioldgicamente aceptables, tampones u otros excipientes.

Las composiciones de vacuna o tratamiento de la invencion pueden administrarse por via parenteral, por inyeccion,
por ejemplo, bien por via subcutanea o bien por via intramuscular. Las formulaciones adicionales que son
adecuadas para otros modos de administracién incluyen supositorios, y en algunos casos, formulaciones orales o
formulaciones adecuadas para distribucion como aerosoles. En el caso de las formulaciones orales, en la
manipulacién de subconjuntos de linfocitos T que emplean adyuvantes, empaquetamiento de antigenos o la adicion
de citocinas individuales a diversas formulaciones que dan como resultado vacunas orales mejoradas con
respuestas inmunitarias optimizadas. Para supositorios, los aglutinantes y vehiculos tradicionales pueden incluir, por
ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos supositorios pueden formarse a partir de mezclas que contienen el
principio activo en el intervalo del 0,5 % al 10 %, preferentemente 1 %-2 %. Las formulaciones orales incluyen
excipientes empleados habitualmente, tales como, por ejemplo, usos farmacéuticos de manitol, lactosa, estearato de
magnesio de almidén, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones toman la
forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacién sostenida o polvos
y contienen 10 %-95 % de principio activo, preferentemente 25-70 %.

Los acidos nucleicos codificantes de antigenos de la invencion pueden formularse en la vacuna o composiciones de
tratamiento como formas neutras o salinas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de
acido (formado con grupos amino libres del péptido) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por
ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o con acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, maleico y
similares. Las sales formadas con los grupos carboxilos libres pueden también derivar de bases inorganicas tales
como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio o hidréxidos férricos, y bases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina y similares.

Se administran composiciones de vacuna o tratamiento de una manera compatible con la formulacion de
dosificacion, y en cantidad tal que sea profilacticamente y/o terapéuticamente eficaz. La cantidad para administrar
depende del sujeto para tratar, incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del sujeto para
sintetizar anticuerpos y el grado de proteccion o tratamiento deseado. Los intervalos de dosificacién adecuados son
del orden de varios cientos de microgramos de principio activo por vacunacion con un intervalo de aproximadamente
0,1 mg a 1000 mg, tal como en el intervalo de aproximadamente 1 mg a 300 mg, y preferentemente en el intervalo
de aproximadamente 10 mg a 50 mg. Los regimenes adecuados para inyecciones de administracion inicial y de
refuerzo también son variables pero se tipifican por una administracion inicial seguida de inoculaciones posteriores u
otras administraciones. Las cantidades precisas de principio activo requeridas para administrar dependen del criterio
del practicante y pueden ser peculiares para cada sujeto. Resultara evidente para los expertos en la materia que la
cantidad terapéuticamente eficaz de molécula de acido nucleico o polipéptidos de fusién de la presente invencion
dependera, entre otros, del programa de administracion, la dosis unitaria de antigeno administrado, si la molécula de
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acido nucleico o el polipéptido de fusién se administra en combinaciéon con otros agentes terapéuticos, el estado
inmunitario y salud del receptor, y la actividad terapéutica de la molécula de acido nucleico particular o polipéptido de
fusion.

Las composiciones pueden proporcionarse en un programa de dosis individual o en un programa de dosis multiple.
Un programa de dosis multiple es uno en el que un ciclo primario de vacunacion puede incluir, por ejemplo, 1-10
dosis separadas, seguido de otras dosis proporcionadas en intervalos temporales posteriores requeridos para
mantener y/o reforzar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, a los 1-4 meses para una segunda dosis y, si es
necesario, una dosis o dosis posteriores después de varios meses. Son deseables refuerzos periddicos a intervalos
de 1-5 afios, habitualmente 3 afios, para mantener los niveles deseados de inmunidad protectora. El ciclo de la
inmunizacién puede seguirse por ensayos de proliferacion in vitro de linfocitos de sangre periférica (PBL) co-
cutlivados con ESAT6 o ST-CF y midiendo los niveles de IFN-y liberado de los linfocitos sensibilizados. Los ensayos
pueden realizarse usando marcadores convencionales, tales como radionuclidos, enzimas, marcadores
fluorescentes y similares. Estas técnicas se conocen por los expertos en la materia y pueden encontrarse en las
Patentes de Estados Unidos N° 3.791.932, 4.174.384 y 3.949.064.

El vehiculo de rAb modular y/o complejo de vehiculo de rAb-(cohesina/dockerina y/o dockerina-cohesina)-antigeno
conjugado (vacuna de rAb-DC/DC-antigeno) puede proporcionarse en una o mas “dosis unitarias” dependiendo de si
se usan los vectores de acido nucleico, las proteinas purificadas finales o la forma de vacuna final. Se define que la
dosis unitaria contiene una cantidad predeterminada de la composicion terapéutica que se ha calculado que produce
las respuestas deseadas en asociacion con su administracion, es decir, la via y el régimen de tratamiento
apropiados. La cantidad para administrar, y la via y formulacion particulares, esta dentro de la experiencia de los
expertos en la técnica clinica. El sujeto para tratar también puede evaluarse, en particular, el estado del sistema
inmunitario del sujeto y la proteccion deseados. No es necesario administrar una dosis unitaria como una Unica
inyeccion sino que puede incluir infusion continua durante un periodo de tiempo determinado. La dosis unitaria de la
presente invencion puede describirse convenientemente con respecto a ADN/kg (o proteina/kg) de peso corporal,
administrandose a intervalos entre aproximadamente 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,5, 1, 10, 50, 100, 1.000 o mas
mg/ADN o proteina/kg de peso corporal. De forma similar la cantidad de vacuna de rAb-DC/DC-antigeno
suministrada puede variar de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 8,0 mg/kg de peso corporal. Por lo tanto, en
realizaciones particulares, pueden suministrarse 0,4 mg, 0,5 mg, 0,8 mg, 1,0 mg, 1,5 mg, 2,0 mg, 2,5 mg, 3,0 mg,
4,0 mg, 5,0 mg, 5,5 mg, 6,0 mg, 6,5 mg, 7,0 mg y 7,5 mg de la vacuna a un individuo in vivo. La dosificacion de
vacuna de rAb-DC/DC-antigeno para administrar depende en gran medida del peso y la condicion fisica del sujeto
que se trate asi como la via de administracién y la frecuencia de tratamiento. Una composicion farmacéutica que
incluye un polinucleétido desnudo previamente unido a un vector de suministro liposdbmico o viral puede
administrarse en cantidades que varian de 1 ug a 1 mg de polinucleétido para 1 ug a 100 mg de proteina. Por lo
tanto, las composiciones particulares pueden incluir entre aproximadamente 1 ug, 5 ug, 10 pg, 20 pg, 30 ug, 40 pg,
50 pg, 60 ug, 70 pg, 80 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 ug, 500 ug, 600 ug, 700 ug, 800 ug, 900 ug o 1.000 pg de
polinucleétido o proteina que se unen independientemente a 1 pg, 5 pg, 10 pg, 20 pg, 3,0 ug, 40 ug, 50 pg, 60 pg,
70 ng, 80 ng, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 ug, 500 ng, 600 pg, 700 pg, 800 ug, 900 ug, 1 mg, 1,5 mg, 5 mg, 10 mg,
20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg o 100 mg de vector.

La presente invencion se ensayo6 en un sistema celular in vitro que mide la estimulacion inmunitaria de linfocitos T
especificos de gripe humana por células dendriticas a las que se ha dirigido el antigeno de gripe. Los resultados
mostrados en el presente documento demuestran la expansion especifica de dichas células especificas de antigeno
a dosis del antigeno que son en si mismas ineficaces en este sistema.

La presente invencion también puede usarse para preparar un vehiculo de rAb modular que es, por ejemplo, un mAb
humanizado recombinante (dirigido a un receptor de células dendriticas humanas especifico) en complejo con
antigenos protectores de ricina, toxina de carbunco y enterotoxina de Staphylococcus B. El mercado potencial para
esta entidad es la vacunacion de todo personal militar y vacuna almacenada conservada en reserva para administrar
a grandes centros poblacionales en respuesta a cualquier amenaza bioldgica relacionada con estos agentes. La
invencion tiene una aplicacion amplia para el disefio de vacunas en general, para uso tanto humano como animal.
Son industrias de interés la farmacéutica y biotecnoldgica.

Una aplicacion comercial de la invencion es un mAb humanizado recombinante (dirigido al receptor de células
dendriticas humanas especifico DCIR) fusionado mediante la cadena pesada de Ab con antigenos que se sabe o
que se sospecha que codifican antigenos protectores. Estos incluyen como ejemplos para vacunacion contra
diversos agentes, hemaglutininas de gripe H5N1; gag de VIH de toxinas atenuadas de ricina, toxina de carbunco y
enterotoxina de Staphylococcus B; “cadena” de péptidos antigénicos de antigenos de melanoma, etc. EI mercado
potencial para esta entidad es la vacunacion preventiva o terapéutica de personas infectadas o en riesgo. La
invencion tiene una aplicacion amplia para vacunacion contra muchas enfermedades y canceres, para uso tanto
humano como animal. Son industrias de interés la farmacéutica y biotecnolégica. Ademas, la presente invencion
tiene implicaciones mas alla de la aplicacion anti-DCIR ya que describe un método para identificar secuencias
particularmente favorables para potenciar la secreciéon de anticuerpos recombinantes.
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La aplicacion de regiones de combinacion anti-DCIR para preparar anticuerpos monoclonales recombinantes
modificados por ingenieria genética fusionados con antigenos como agentes de vacunacion terapéuticos o
preventivos potentes. Uso de diferentes secuencias de region V contra la misma especificidad de combinacién para
encontrar las mas compatibles con la expresion eficaz de un antigeno unido a extremo C terminal de cadena H u
otra secuencia proteica.

EJEMPLO 1. Multiples Antigenos Diana en un Complejo simultaneamente con el mismo mAb humanizado obtenido
por ingenieria genética (MATCHMAB).

Un tipo de entidad terapéutica (en este caso, vacunacion) previsto es una proteina de fusion de DC-mAb de
direccién-antigeno humanizada, en la que la especificidad de region variable de anticuerpo se dirige contra un
receptor de células dendriticas humano de internalizacion. El presente estado de la técnica es obtener por ingenieria
genética la fusion de un antigeno deseado con el extremo C terminal de la cadena H del mAb. Este paradigma
permite obviamente que se obtengan por ingenieria genética antigenos (A1, A2, A3) para la misma cadena principal
de mAb de direccion demostrada (Y en la figura posterior), extendiendo de este modo la utilidad del mAb para
inmunizar contra diferentes agentes patdgenos. Este concepto puede extenderse adicionalmente modificando por
ingenieria genética, por ejemplo, la regiones codificantes A1, A2, A3 fusionadas extremo con extremo con la region
codificante C terminal de IgGFc.

La presente invencion describe un nuevo paradigma para unir el antigeno del mAb de direccion que extiende el
concepto por primera vez a multiples antigenos diana en un complejo simultaneamente con el mismo mAb
humanizado por ingenieria genética (MATCHMARB).

La Figura 1 compara la técnica anterior (parte superior) con un ejemplo de los multiples antigenos diana en un
complejo simultaneamente con el mismo mAb humanizado por ingenieria genética (MATCHMAB) (parte inferior). Y
representa el mAb de direccion anti-DC humanizado; A1, A2, A3, son antigenos protectores independientes o
cualquier otro dominio proteico deseado; C1, C2, C2 son dominios de captura de alta afinidad especificos para,
respectivamente, dominios de anclaje D1, D2, D3; y DnAn son las proteinas de fusion de anclaje-antigeno
correspondientes. Obsérvese que los diversos dominios no estan dibujados a escala. El mAb en si mismo es de
~150 kDa, C es de ~17 Da, D es de ~8 kDa y A varia, pero es habitualmente >20 kDa).

El MATCHMAB se basa en el uso de secuencias de cohesina-dockerina de ensamblaje de celulosoma para formar
complejos de antigeno-mAb de direccion no covalentes modulares. Los dominios de interaccion proteina-proteina de
cohesina-dockerina relativamente pequefios y especificos pueden permitir una formulacion adaptada sencilla de
complejos de antigeno-mAb de direccion. Por lo tanto, un Unico mAb humanizado fabricado (en la notacién anterior:
Y.C1.C2.C3.Cn) puede usarse como la base del suministro de multiples antigenos en diversas combinaciones,
estrictamente definidas.

Se toma un ejemplo de Ila secuencia que codifica C1.C2.C3.Cn de la secuencia publica
>gi|50656899|gb|AAT79550.1| del precursor B de armazon de anclaje de celulosoma (Bacteroides cellulosolvens).
Debajo en azul se muestra la secuencia de secrecion lider y en amarillo y gris se destacan diversos dominios de
cohesina. Las regiones rojas son enlazadores que separan algunos de los dominios de cohesina.
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PTVTPNVASPTPTKVVAEPTSNQPAGPGPITGTIPTATTTATATPTKASVATATPTATPIVVVEPTIVRP
GYNKDADLAVFISSDKSRYEESSIITYSIEYKNIGKVNATNVKIAAQIPKFTKVYDAAKGAVKGSEIVWM
IGNLAVGESYTKEYKVKVDSLTKSEEYTDNTVTISSDQTVDIPENITTGNDDKSTIRVMLYSNRFTPGSH
SSYILGYKDKTFKPKQNVTRAEVAAMFARIMGLTVKDGAKSSYKDVSNKHWALKYIEAVTKSGIFKGYKD
STFHPNAPITRAELSTVIFNYLHLNNIAPSKVHFTDINKHWAKNYIEEIYRFKLIQGYSDGSFKPNNNIT

RAEVVTMINRMLYRGPLKVKVGSFPDVSPKYWAYGDIEEASRNHKYTRDEKDGSEILIE (SEC ID N°: 1).

Los dominios de cohesina (C) interaccionan con dominios pequefios (por ejemplo, de 56 restos) denominados
dockerinas (D). Estos son estructuras que contienen Ca++ con simetria doble y se pueden unir con una cohesina
afin con diversas afinidades (por ejemplo, 6E6, M, 2E7M). Las afinidades entre la dockerina y multiples cohesinas
(como se encuentran en armazones) pueden ser mucho mayores (por ejemplo, >E9 M). La interaccién no es
covalente y esta bien definida (por analisis estructural) para al menos un par C-D. Las dockerinas se disefian para
ser dominios unidos con diferentes dominios (de naturaleza enzimatica), y las cohesinas se disefian para actuar en
matrices lineales (bien directamente extremo con extremo, o unidas con enlazadores ricos en PT flexibles de
diversos tamafios (por ejemplo, 12, 17, 25, 28, 36). Se sabe que una dockerina particular puede tener especificidad
por una cohesina particular (por ejemplo, un par C-D de una especie bacteriana puede no ser intercambiable con un
par C-D de una especie diferente). Esta caracteristica hace posible asegurar la interaccion especifica y precisa de
diversas proteinas de fusion de antigeno D con un mAb obtenido por ingenieria genética que contiene dominios de
cohesina de diversas especificidades.

En la practica, la presente invencion incluye adaptar pares de C-D conocidos de la bibliografia, observados por
primera vez en la naturaleza, o desarrollados con nuevas especificidades usando tecnologia de presentacion de
fagos. Esta ultima tecnologia también puede usarse para potenciar (“madurar”) la afinidad de una interacciéon C-D si
se deseara. Ademas, la introduccion por ingenieria genética de restos de cisteina en caras opuestas de la
interaccion C-D (basandose en los modelos de las estructuras de C-D publicadas) podria usarse para realizar un
enlace covalente entre C-D para fortalecer la interaccion. Ademas, la naturaleza dimérica del mAb (y por lo tanto los
dominios C unidos) puede usarse positivamente para fines de potenciamiento de la afinidad. En esta realizacion, por
ejemplo, la proteina de fusion con antigeno D se modifica por ingenieria genética con un segundo dominio de
dockerina idéntico (D-antigeno-D o D-D-antigeno) o con un dominio de homodimerizacion. Esta configuracion,
siempre que los enlazadores entre los dominios sean restrictivos, dara como resultado la union simultanea preferida
de ambos dominios D con el mismo mAb, con estabilidad muy potenciada en comparacion con la interaccion
individual.

Basandose en la estructura cristalina del complejo de cohesina-dockerina (por ejemplo, véase, PNAS 2003,13809
13814, Cellulosome assembly revealed by the crystal structure of the cohesindockerin complex. Ana L. Carvalho *,
Fernando M. V. Dias, José A. M. Prates, Tibor Nagy, Harry J. Gilbert, Gideon J. Davies, Luis M. A. Fareira, Maria J.
Romao y Carlos M. G. A. Fonte), resulta evidente que una realizacion es una proteina de fusién de antigenc
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dockerina (es decir, antigeno fusionado con el extremo N terminal de una dockerina). Sin embargo, tanto a partir de
la estructura como a partir de la naturaleza de la organizaciéon del dominio de cohesina dentro de los armazones,
resulta evidente que las cohesiones pueden fusionarse extremo con extremo, incluso sin secuencias espaciadoras.
Ademas, resulta evidente que estan disponibles técnicas bien descritas para obtener por ingenieria genética
versiones miniaturizadas de los dominios de cohesina y dockerina (véase por ejemplo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 94, pp. 10080-10085, septiembre de 1997. Structural mimicry of a native protein by a minimized binding domain.
Melissa A. Starovasnik, Andrew C. Braisted, y James A. Wells).

Se reconoce en el presente documento que las secuencias enlazadoras tienen una propension a glucosilacion ligada
a O resultante de riqueza de ST. Ademas, los dominios tanto C como D pueden tener sitios unidos a N potenciales.
Estas caracteristicas pueden ser ventajosas en la potenciacion de la solubilidad del mAb obtenido por ingenieria
genética expresado en células de mamifero mediante decoracion con carbohidratos. Por supuesto, es necesario
comprobar las consecuencias de la glucosilacion de los dominios C por funciéon (unién con el afin D), y si es
necesario rectificar por mutagénesis dirigida. Una caracteristica atractiva de la presente invencion es que D-A puede
expresarse en cualquier sistema que se sepa que es mejor. Por ejemplo, el antigeno tumoral MART1 es una
proteina de membrana y se prepara mejor en alto rendimiento mediante cuerpos de inclusién de E. coli. Los
esquemas que usan antigenos directamente fusionados con el mAb se limitan a antigenos que son compatibles con
expresion en células de mamifero.

Otra realizacion de la invencién es el uso de la interaccion D-C para preparar mAb biespecificos unidos cola con
cola. La Figura 2 muestra el uso de la presente invencion para formar mAb biespecificos. mAb1 (negro) se expresa
con C1 C terminal y mAb2 (magenta) se expresa con D1 C terminal. La mezcla de mAb1 y mAb2 equimolares dara
como resultado un complejo biespecifico 1:1. Obsérvese que, ya que cada molécula de mAb contiene dos
equivalentes molares de C o D (el mAb es en si mismo una estructura dimérica), el mAb biespecifico se estabilizara
en gran medida por dos interacciones C-D simultaneas. Especialmente a menor (mAb), esta sera la configuracion
mas estable.

EJEMPLO 2. Combinacién de dominios y antigenos de Cohesina/Dockerina y Anticuerpo

El Ejemplo 2 muestra que los dominios de cohesina y dockerina particulares pueden secretarse con éxito y
eficazmente de células de mamifero como proteinas de fusién manteniendo a la vez la interaccién proteina-proteina
de cohesina-dockerina especifica y de alta afinidad. Aunque la extensiva bibliografia de cohesina-dockerina ensefia
la expectativa de que dichas proteinas de fusién deberian tener esta funcionalidad, no describe la produccién de
dichas proteinas de fusién en sistemas de secrecidon de mamiferos. El estado del conocimiento cientifico no permite
la prediccién de descubrimiento ya que las reglas (ademas de elementos tales como el péptido sefial) para la
secrecion exitosa no estan completamente establecidas. Ademas, se sabe que las regiones enlazadoras de
cohesina estan glucosiladas en sus bacterias nativas, y los dominios de cohesina y dockerina contienen sitios de
glucosilacion predichos. Aunque esto puede favorecer de hecho la secrecion de células de mamifero, no esta claro
si la glucosilacion “no natural” alterara la interacciéon cohesina-dockerina.

Aunque la interaccidon cohesina-dockerina para diversas aplicaciones comerciales se ha publicado, la presente
invencion se basa en una utilidad previamente no realizada para esta interaccion basada en el ensamblaje de
complejos proteicos especificos no relacionados con las aplicaciones enzimaticas de ensamblaje controlado
previstas.

La invencion incluye el uso de todas las secuencias de cohesina-dockerina de diversos microbios degradantes de
celulosa, pero describe la aplicacion de secuencias de cohesina y dockerina y enlazador especificas del microbio
Clostridium thermocellum. Por ejemplo, la secuencia descrita en la Tabla 1 codifica la cadena H de una IgG4
humana unida en el codén C terminal con una secuencia de dockerina de Clostridium thermocellum (denominada
rAb.doc). Otras realizaciones de proteinas rAb.doc se describen de forma similar en la Tabla 2 y estas se obtienen
por ingenieria genética simplemente transfiriendo la region codificante de dockerina como un fragmento de ADN a
vectores que codifican las diferentes entidades de cadena H.

La TABLA 1 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de rAB-pIRES2(higG4H-Dockerina) o C52. La
secuencia de ADN (regién codificante completa) y aminoacidos (el producto secretado predicho) de la proteina de
fusiéon IgG4H humana.doc se muestra a continuacion. El dominio de dockerina (tomado de una célula de Clostridium
thermocellum) esta destacado en amarillo y la secuencia de cadena H de unién a dockerina esta subrayada. El sitio
de glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de dockerina esta destacado en rojo.
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TABLA 1. rAB-pIRES2(hlgG4H-Dockerina) o C52

ATGGACCTCCTGTGCAAGAACATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCCGGCTGCA
GCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGCCTGCTGAAGCCTTCGGTGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCGGGTGACTCCGTCGCCAGTA
GTTCTTATTACTGGGGCTGGGTCCGTCAGCCCCCAGGGAAGGGACTCGAGTGGATAGGGACTATCAATTTTAGTGGCAATATGTAT
TATAGTCCGTCCCTCAGGAGTCGAGTGACCATGTCGGCAGACATGTCCGAGAACTCCTTCTATCTGAAATTGGACTCTGTGACCGC
AGCAGACACGGCCGTCTATTATTGTGCGGCAGGACACCTCGTTATGGGATTTGGGGCCCACTGGGGACAGGGAAAACTGGTCTCCG
TCTCTCCAGCTTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGL
TGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGC
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCA
ACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCT
GAGTTCGAAGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTG
CGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCG
ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA
CAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAAGCTAGCAATTCTCCTCAAAATGAAGTACTGTACGGAGATGTGA
ATGATGACGGAAAAGTAAACTCCACTGACTTGACTTTGTTAAAAAGATATGTTCTTAAAGCCGTCTCAACTCTCCCTTCTTCCAAA
GCTGAAAAGAACGCAGATGTAAATCGTGACGGAAGAGTTAATTCCAGTGATGTCACAATACTTTCAAGATATTTGATAAGGGTAAT
CGAGAAATTACCAATATAA (SEC. ID N°: 2)

RLQLOESGPGLLKPSVTLSLTCTVSGDSVASSSYYWGWVRQPPGKGLEWIGT INFSGNMYYSPSLRSRVTMSADMSENS FY LKLDS

VTAADTAVYYCAAGHLVMGFGAHWGQGKLVSVSPASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT

FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVE SKYGPPCPPC PAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPE

VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSS IEKT I SKAKGQPR

EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDI AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWOEGNVFSCSVMHE

ALHNHYTQKSLSLSLGKASNSPQNEVL
RVIEKLPI (SEC ID N°: 3).

La TABLA 2 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de rAB-pIRES2(mAnti-DCIR2C9H-LV-
hlgG4HC-Dockerina) o C82. Se muestra la secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el
producto secretado predicho) a continuacion. El dominio de dockerina esta destacado en amarillo y la secuencia de
union de cadena H y dockerina esta subrayada. La region variable de IgG esta destacada en azul. El sitio de
glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de dockerina esta destacado en rojo.

TABLA 2. rAB-pIRES2(mAnti-DCIR2C9H-LV-hlgG4HC-Dockerina) o C82

ATGAAATGCAGCTGGGTCATCTTCTTCCTGATGGCAGTGGTTACAGGGGTCAATTCAGAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGA.
GCTTGTGAGGCCAGGGGCCTTAGTCAAGTTGTCCTGCAAAGCTTCTGGCTTCAACATTAATGACTACTATATCCACTGGGTGAAGC
AGCGGCCTGAACAGGGCCTGGAGCGGATTGGATGGATTGATCCTGACAATGGTAATACTATATATGACCCGAAGTTCCAGGGCAAG
GCCAGTATAACAGCAGACACATCCCCCAACACAGCCTACCTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTG
TGCTAGAACCCGATCTCCTATGGTTACGACGGGGTTTGTTTACTGGGGCCAAGGGACTGTGGTCACTGTCTCTGCAGCCARAACGA
AGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTAC
TTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCA.
GCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCGAAGGGGGACCA
TCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAG

CCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACRAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
TCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC

AACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCC
ATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTA
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAA
GAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAAGCTAGCAATTCTCCTCAAAATGAAGTACTGTACGGAGATGTGAATGATGACGGAAAAGTAA
ACTCCACTGACTTGACTTTGTTAAAAAGATATGTTCTTAAAGCCGTCTCAACTCTCCCTTCTTCCAAAGCTGAAAAGAACGCAGAT

GTAAATCGTGACGGAAGAGTTAATTCCAGTGATGTCACAATACTTTCAAGATATTTGATAAGGGTAATCGAGAAATTACCAATATA
A (SEC ID N°: 4)

KTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
VDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSLGKASNSPQNEVLY:

RVIEKLPI.(SEC ID N°: 5)
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La Tabla 3 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de rAB(mAnti-ASGPR_49C11_7H-SLAML-V-
hlgG4H-C-Dockerina) o C153. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (region codificante completa) y
aminoacidos (el producto secretado predicho). El dominio de dockerina esta destacado en amarillo y la secuencia de
union de cadena H y dockerina esta subrayada. La region variable de IgG esta destacada en azul. El sitio de

glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de dockerina esta destacado en rojo.

TABLA 3. rAB-(mAnti-ASGPR_49C11_7H-SLAML-V-hlgG4H-C-Dockerina) o C153.

ATGGACCCCAAAGGCTCCCTTTCCTGGAGARTACTTCTGTTTCTCTCCCTGGC TTTTGAGT TETCGTACGGAGATGTGCAGCTTCA
GGAGTCAGGACCTGACCTGGTGARACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATA
GCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAARCAARCTGGAATGGATGGGCTACATACTCTTCAGTGGTAGCACTAACTACARCCCA
TCTCTGARAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGT TGAATTCTGT GACTACTGAGGACAC
AGCCACATATTTCTGTGCAAGATCTAACTATGGTT CCTTTGCTTCCTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCAGCCARAA
CAAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCECCCT GGGL TGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTIGTCGTGGAACTCAGGCGCLCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTC
AGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGETGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCARCGTAGATCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCARATATCGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCGARGGGGGA
CCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAARACCCARGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGT
GAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAARGCCGCGGGAGGAGE
AGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCAAAGGGCAGCCLCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCC
CCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCECCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGEGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT TCTTCCTCTACAGCAGE
CTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACACA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTARAGCTAGCART TCTCCTCAARATGAAGTACTGTACGGAGATGT GAATGATGACGGAARAG
TAAACTCCACTGACTTGACTTTGTTARARAGATATGTTCTTAAAGCCGTCTCAACTCTCCCTTCTTCCAAAGCTGARAAGARCGCA
GATGTARATCGTGACGGARGAGT TAATTCCAGTGATGTCACAATACTTTCAAGATATTTGATARGGGTAATCGAGAAATTACCAAT
ATan (SECIDN® 6) :

S4TEE

gt w»gm@’-c,w.s 3
e :g el

SWNSGALTSGVHTFPA

VVVDVSOEDPEVOFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQFNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLEPSSTEKTI SKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SHGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLOKASNS PONEVLYY "
EXLFI (SECID N°7)

La Tabla 4 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de rAB-pIRES2(mAnti-DC-SIGNL16E7H-LV-
hlgG4H-C-Dockerina) o C92. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (regidon codificante completa) y
aminoacidos (el producto secretado predicho). El dominio de dockerina esta destacado en amarillo y la secuencia de
union de cadena H y dockerina esta subrayada. La region variable de IgG esta destacada en azul. El sitio de

glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de dockerina esta destacado en rojo.
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TABLA 4. rAB-pIRES2(mAnti-DC-SIGNL16E7H-LV-hlgG4H-C-Dockerina) o C92

ATGGAAAGGCACTGGATCTTTCTCTTCCTGTTTTCAGTAACTGCAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAGCTTCAGCAGTCTGGGGLTGA
GCTGGCARAACCTGGGGCCTCAGTGARGATGTCCTGCARGGET TCTGGCTACACCTT TACTACCTACTGGATGCACTGGGTAAAAC
AGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGCGATACATTAATCCTATCACTGETTATACTGAGTACAATCAGAAGTTCARAGGACAAG
GCCACCTTGACTGCAGACARATCCTCCAGCACAGCCTACATGCARCTGAGCAGCCTGACAT CTGAGGACTC TGCAGTCTATTACTG
TGCARGAGAGGGTTTAAGTGCTATGGACT AT TGGGGTCAGGGAACCTCAGTCACCGTCACCTCAGCCARRACARCGGGCCCATCCG
TCTTCCCCCTGGCGCCCTGETCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGOLCTEGGCTGCCTGGTCALGGACTACTTCOCCGRACTS
GTGACGGTGTCGTGEAACTCAGECGOCCTGACCAGCGECGTGCACACCTTCCC GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCT
CAGCAGCGTGGTGACCGTGECCTCCAGCAGC TTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGS
TGGACRAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCGARGGGGGACCATCAGTCTTCCTG
TTCCCCCCARAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGETCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGARGACCL
CGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGEAGGAGCAGTTCAACAGCACGT
ACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTUCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGGCCTC
CCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGA
GATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGCCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCARTGGGE
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCETGOTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACARG
AGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAARCCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCTGEGTAAAGCTAGCAATTCTCCTC AR ATGAAGTACTGTACGGAGATCTGAATCGATGACGGARAAGTAMACTCCACTGACT
TGACTTTGTTAARRAGATATGTTCTTRAAAGCCGTCTCAACTCTCCCTTCTTCCARAGUTGAAARGAACGCAGATGTAAATCGTGAC
GGAAGAGTTAATTCCAGTGATGTCACAATACTTTCAAGATATTTGATAAGGGTAATCGAGAAATTACCAATATAA(SECID
N°: 8)

DHEPSNTKVDKRVESKYGPRC PECPAFEFEGGESVFLFPPKPEDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHENAK TK PREEQFNSTYRVVSVLTVLAQDWLNGKEYKCKVSNRGLPS ST ERTT SKARGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVENESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDESRWQEGHVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGKASNS PONEVL Y] e RVI
EXKLPI (SECID N 9)

Se crean plasmidos de expresion de mamiferos que codifican dichas proteinas de cadena H de I1gG rAb.doc usando
técnicas de biologia molecular convencionales y pueden basarse en vectores de plasmidos de expresion disponibles
en el mercado, tales como pIRES2-DsRed2 (BD Biosciences). Para producir rAb.doc secretado, se co-transfectan
células de mamifero con este plasmido de expresion y un plasmido de expresion que codifica una cadena L de I1gG
complementaria (ejemplificada en la Tabla 3). Se usan protocolos convencionales (tales como el Sistema de
Expresion FreeStyle™ 293, Invitrogen) para células de mamifero, reactivos de transfeccion y medios de cultivo. Las
células transfectadas se cultivan durante 3-7 dias y el sobrenadante del cultivo se recoge por centrifugacion, se
clarifica por filtraciéon, y la proteina rAB.doc se purifica por cromatografia de afinidad de Proteina G usando
protocolos del fabricante de la columna (GE Pharmacia).

La Figura 3 muestra analisis de productos de rAb.doc secretados tipicos por SDS.PAGE reductor con tincion por
azul brillante de Coomassie. Este analisis muestra que el rAb.doc se produce eficazmente como un dimero de
cadena H + L secretado. La heterogeneidad en la cadena H refleja probablemente la glucosilacién ligada a N en un
sitio altamente predicho (Potencial 0,6426, Servidor NetNGlyc 1.0 - Universidad Técnica de Dinamarca) dentro de la
secuencia de dockerina.

La Tabla 5 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de rAB-pIRES2 (mAnti-DC-SIGNL16E7K-LV-
hlgGK-C) o C73. Secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el producto secretado predicho)
de la proteina de IgG Kappa que fusiona la region V del hibridoma mAnti-DC-SIGNL16E7 (destacado en azul) con
una region C humana (destacada en amarillo).

Tabla 5. rAB-pIRES2 (mAnti-DC-SIGNL16E7K-LV-hlgGK-C) o C73.

ATGCATCGCACCAGCATGGGCATCAAGATGGAGTCACAGATTCAGGCATTTGTAT TCGTGTTTCTCTGETTGTCTGETETTGGCGE
AGACATTGTGATGACCCAGTCTCACARAT TCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGETCAGCGTCACCTGCARGGCCAGTCAGGATS
TGACTTCTGCTGTAGCCTGETATCAACARABACCAGGGCAATCTCCTAAACTACTGATT TACTGGGCATCCACCCGGCACACTGGA
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGAT TATAC TCTCACCATCAGCAGTGGECAGGCTGAAGACCTGGCACTTTA
TTACTSTCACCAATATTATAGCGCTCCTCGGACGT TCGGTGGAGGCACCAAGC TCGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTG
TCTTCATCTTCOCGCCATC TGATGAGCAGTT GARATCTGEAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC TTCTATCCCAGAGAG
GCCARAGTACAGTGGARGGTGGATARCGCCCTCCAATCGGGTAAC TCCCAGGAGAGTGTCACAGRGCAGGACAGCARGEACAGCAL
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGAGARACACAARGTCTATGLCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCC
TGAGC TCGCCCGTCACARRGAGCTTCARCAGGGGAGAGTSTTAG (SEC ID N°: 10)

. (SECID N°: 11)

La Figura 3 muestra proteinas rAB secretadas purificadas por afinidad por proteina G analizadas por SDS.PAGE
reductor y tincién con azul brillante de Coomassie. Los carriles son de izquierda a derecha.
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La invencion incorpora la presencia no anticipada y el uso de este sitio de glucosilacién que probablemente confiere
a proteinas de fusion de dockerina secretada de células de mamifero solubilidad y propiedades farmacocinéticas
deseables que se sabe bien que estan asociadas con la glucosilacion. La Figura 2 muestra que las proteinas de
fusion de rAb.antigeno que emplean secuencias H y L de IgG idénticas pueden diferir drasticamente en su eficacia
de secrecion. En ambos ejemplos citados, las entidades de rAb.doc se expresan bien en comparacion con rAb
fusionado con secuencias HA5 de la gripe que tipicamente se expresan muy poco. La invencién también incorpora la
capacidad no anticipada del dominio de dockerina para no impedir significativamente la secrecion de la entidad de
rAb asociada. Ademas, la invencion incorpora la propiedad del dominio de dockerina de no impedir la funcionalidad
de las regiones que se combinan con antigenos especificos de rAb. Esta propiedad se ejemplifica en la Figura 5 que
muestra concordancia entre la reactividad de IgFc y reactividad de LOX-1 entre proteinas anti-LOX1_15C4 rAb y
anti-LOX1_15C4.doc.

Las figuras 4A y 4B muestran la medicién por ELISA anti-IlgFc humano de niveles de secrecion de diversas proteinas
de fusion rAb. Se transfectaron 2,5 ug de cada uno de los plasmidos de expresion de cadena H y L en células 293F
y se ensayaron diluciones dobles de muestras de sobrenadante después de tres dias de cultivo. Los valores del eje
Y son actividad de HRP arbitraria.

La Figura 5 muestra la medicion por ELISA anti-IgFc humano (actividad de HRP) y unién de LOX-1.fosfatasa alcalina
(actividad AP) de anti-LOX1_15C4 rAb secretado (simbolos azules) y anti-LOX1_15C4.doc rAb (simbolos rojos). Se
transfectaron diferentes relaciones que sumaban un total de 5 ug de los plasmidos de expresion de cadena Hy L en
células 293F y se ensayaron muestras de sobrenadante después de tres dias de cultivo.

La invencion incorpora la propiedad del dominio de dockerina para expresar eficaz y funcionalmente en el contexto
de proteinas de fusion distintas de hlgG4 y sus derivados cercanos. Por ejemplo, la Tabla 6 muestra la secuencia de
una entidad rAb.doc basada en una proteina de fusioén de cadena H de IgG2b de raton.

La Tabla 6 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos para rAB-pCMV (migG2bH-Dockerina) o C19.
Se muestra la secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el producto secretado predicho). El
dominio de dockerina esta destacado en amarillo y la secuencia de uniéon de cadena H y dockerina esta subrayada.
El sitio de glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de dockerina esta destacado en rojo.

Tabla 6. rAB-pCMV (mlgG2bH-Dockerina) o C19.

ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTACATTCACAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGA
GCTGGTGAGGCCTGGGACTTCAGTGARGT TG TCCTGCARGECTTC TGGT TACATC TTTACCAGCTACTGGATGCACTGGGTARAGT
AGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATCGGACTGATTGATCCTTCTGATAGT TATAGTAAGTACAATCARAAGTTCAAGGGCAAG
GCCACATTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTALTG
TGCAAGAGGGGAGCTCAGTGACTTCTGGGGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACARCACCCCCATCAGTCTATC
CACTGGCCCCTGEGTGTGGAGATACAACTGGTTCCTCTGTGACTCTGGGATGCCT GGTCAAGEGCTACTTCCCTGAGTCAGTGALT
GTGACTTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCAGTGTGCACACCT TCCCAGCTCTCCTGCAGTCTGGACTCTACACTATGAGCAGCTC
AGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCAAGTCAGACCGTCACCTGCAGCGTTGCTCACCCAGCCAGCAGCACCACGGTGGACARAR
AACTTGAGCCCAGUGGGCCCATTTCAACARTCAACCCCTGTCCTCCATGCARGGAGTGTCACAAATGCCCAGCTCCTARCCTCGAG
GGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAATATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGACACCCAAGGTCACGTGTGTGGETGGT
GGATGTGAGCGAGGATGACCCAGACGTCCGGATCAGC TGGTITGTGAACAACCTGGRAAGTACACACAGCTCAGACACARACCCATA
GAGAGGATTACAACAGTACTATCCGGGTGGTCAGT GCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCARGGAGTTCAAATGC
AAGGTCAACARCAAAGACCTCCCATCACCCATCGAGAGAACCATCTCAAAAATTAAAGGGCTAGTCAGAGCTCCACARGTATACAT
CTTGCCGCCACCAGCAGAGCAGTTGTC CAGGRAARGAT GTCACTCTCACTTGCCTGETCETGGGCTTCAACCCTGGAGACATCAGTG
TGGAGTGGACCAGCAATGGGCATACAGAGGAGARCTACAAGGACACCGCACCAGTCCTGGACTCTGACGGTTCTTACTTCATATAC
AGCAAGCTCGATATARAAACAAGCAAGTGGGAGAAAACAGATTCCTTCTCATGCAACGTGAGACACGAGCGTCTGAARAATTACTA
CCTGAAGAAGACCATCTCCCGGTICTCCGGGTAARGCTAGCAATTCTCCTCARAATGAAGTACTGTACGGAGATGTGAATGATGACG
GAAARAGTRAAACTCCACTGACTTGACTT TGTTAARRAGATATGTTCTTAAAGCCGTCTCAACTCTGCCTTCTTCCRAAGCTGAAANG
AACGCAGATGTAAATCGTGACGEAAGAGT TAATTCCAGTGATGTCACAATACTTTCAAGATATTTGATAAGGGTAATCGAGARATT
ACCAATAT2A (SECIDN® 12)

GVOLOQPGAELVRPGTSVELSCKASGY IFTS YWMHWVEQRPGQGLEWIGLI DPSDSY SKYNQKFKGKATLTVDTSSSTAYMQLSSL
TSEDSAVYYCARGELSDFWGOGTTLTVSSAKTTPESVY PLAPGCGDT TGS SVTLGCLVKGY FPESVTVIWNSGSLSSSVHTFRALL
QSGLYTMSSSVIVPSSTWRSQTVTCSVAHPASSTTVDKKLERPSGPI STINPCPPCKECHKC PAFNLEGGPSVFIFPPNIKDVLMI S
LTPKVTCVVVDVSEDDPDVRI SWFVHNVEVHTAQTGTHREDYNSTIRVVSALP I QHGDWMS GKEFKCKVNNKDLPSPIERTISKIK
GLVRAPQVY ILPPPAEQLSRKDVSLTCLVVGFNPGDI SVEWTSNGHTEENY KDTAPVLDSDGSYFIYSKLDIKTSKWEKTDSFSCHN
VRHEGLKNYYLKKTISRSPGKASNS PQNEVLY! i
RVIEKLPT . (SECID N°:13)

La Figura 6 muestra que cuando se co-transfecta con un plasmido de expresion kappa de migG, el plasmido rAB-
pCMV(mIgG2bH-Dockerina) dirige la secrecion eficaz de la proteina de fusion rAB-mlIgG2b.Dockerina. En la figura 6,
una proteina rAb purificada por afinidad por proteina G secretada de células 293 F transfectadas se analizdé por
SDS.PAGE reductor y tincion con azul brillante de Coomassie. Los carriles 11 y 12 muestran productos de
migG2b.doc.
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El uso del rAb.doc de la invencién detallado anteriormente es el ensamblaje de complejos de rAb-antigeno o toxina o
activador o enzima mediante la especificidad y tenacidad de la interaccion dockerina-cohesina. La Tabla 5 muestra
una realizacion de la invencion en forma de una proteina de fusion de cohesina.fosfatasa alcalina (coh.AP). También
se describen realizaciones adicionales tales como una proteina de fusion de fosfatasa alcalina que contiene dos
dominios de cohesion (coh.coh.AP) y otras proteinas son ejemplos de la invencion en general tales como el dominio
de cohesina individual fusionado con otras secuencias tales como la secuencia madura de antigeno especifico de
prostata humana (coh.hPSA) y con el dominio de HA1 de HA5 de gripe A (coh.Flu HA5-1).

La Tabla 7 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de Mam-pCDM8 (Cohesina-SLAML-AP-6xHis) o
C16. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (regidon codificante completa) y aminoacidos (el producto
secretado predicho). EI dominio de cohesina esta destacado en amarillo y la secuencia de unién de cohesina y
fosfatasa alcalina esta subrayada. Los sitios de glucosilacion ligada a O altamente predichos (puntuacion G > 0,5,
Servidor NetOGlyc 3.1 - Universidad Técnica de Dinamarca) dentro del dominio de cohesina y el enlazador distante
del dominio de cohesina estan destacados en rojo. Los restos destacados en gris son un marcador de His C terminal
para facilitar la purificacion mediante cromatografia de afinidad metalica.

Tabla 7. Mam-pCDM8 (Cohesina-SLAML-AP-6xHis) o C16.

ATGGATCCCARAGGATCCCTTTCCTGGAGAATACTTC TGTTITCTCTCCCTGGC TTTTGAGTTGAGC TACGGACTCGACGATCTGGA
TGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAARATGCAARACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCA
AGGGAATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTT
GACCCGAATCCTGACARGAGCTTI TGATACTGCAGTATATCCTGACAGARAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGRAGACRAGCGGARC
AGGAGCGTATGCARTAACTARAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGARAGTARAAGARGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAA
TCAARTTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTAARTGTTGGA
GATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCACTCGAGATCATCCCAGT
TGAGGAGGAGAACCCGGACTTCT GGAACCGCGAGGCAGCCGAGGECCCTGGGTGCCGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCG
CCAAGAACCTCATCATCTTCCTGGECGATGGGATGEGGGTGTC TACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTAARAAGGGCAGARGAAGGAC
AARCTGGGGCCTGAGTTACCCCTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTGGCTCTETCCAAGACATACAATGTAGACRAACATGTGCC
AGACAGTGGAGCCACAGCCACGGCCTACC TG TGCGGGGTCARGGGCAACTTCCAGACCATTGECTTGAGTGCAGCCGCCCGCTTTA
ACCAGTGCAACACGACACGCGGCAACGAGGTCATCTCCGTGATGAATCGGGCCAAGAAAGCAGEGAAGTCAGT GGGAGTGGTAACC
ACCACACGAGTGCAGCACGCCTCECCAGCCEGCACCTACGCCCACACGETGAACCGEARCTGETACTCGGACGCCGACGTGCOTGE
CTCGGCCCGCCAGGAGGGGTGCCAGGACATCGE TACGCAGCTCATCTCCAACATGGACATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAA
AGTACATGTTTCGCATGGGAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGGTGGGACCAGGCTGGACGGGAAGAATCTG
GTGCAGGARATGGCTGGCGAAGCGCCAGGGETGCCCGGTACGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGT
GACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGCL TEERAGACATGAAATACGAGATC CACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGAGR
TGACAGAGGCTGCCCTGCGCCTGCTGAGCAGGARCCCCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGGAGEGTGGTCGCATCGACCATGGTCAT
CATGARAGCAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGGCGGGCCAGCTCACCAGCGAGGA
GGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCCACGTCTTCTCCTTC GGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGT
TGGCCCCTGEGCAAGGCCCGEGACAGEAAGGCCTACACGLGTCCTCCTATACGGARACGGT CCAGGCTATGTGCT CARGGACGGCGCC
CGGCCGGRATGTTACCGAGAGCGAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGTCAGCAGTGCLCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGG
CGAGGACGTGGCGGTGTTCGCGCGCGGCCCGECAGGCGCACCTGGTTCACGEGUGTGCAGGAGCAGACCTTCATAGCGCACGTCATGG
CCTTCGCCGCCTGCLCTGGAGCCCTACACCGCCTGCGACCTGGCGCCCCCCGCCGGCACCACCCACCATCACCATCACCATTGA
(SEC ID N°: 14)

LGV IR O TOF FBGEYIG DR PARPIEP VINIPNDDT DAL
E CTAAKN VTAARILKGQUKKDKILGPELPLAMDRFPYVALSKTYNV
DEHVPDSGATATAYLCGVKGNEQTIGLSAAARFNQCNTTRGNEVI SVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTY AHTVHRNWYSD
ADVPASARQEGCQDIATOLISNMDIDVILGGGREKYMFRMGT PDPEYPLDYSOGGTRLDGENLVOEWLAKRQGARYVWNRTELMOAS
LDPSVTHLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLOPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRALTETIMEDDAIERAGQ
LTSEEDTLSLVTADHSHVESFGGYPLRGSSIFGLAPGRARDREAY TVLLYGNGPGYVLEDGARPDVTESESGSPEYRQOSAVPLDE
ETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVOECTFIAHVMAFAACLEPYTACDLAPPAGTTY { (SECID N°: 15)

La Tabla 8 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de Mam-pCDM8(Cohesina-Cohesina-SLAML-
AP-6xHis) o C17. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el
producto secretado predicho). EI dominio de cohesina esta destacado en amarillo y la secuencia de union de
cohesina y fosfatasa alcalina esta subrayada. Los sitios de glucosilacion ligada a O altamente predichos dentro del
enlazador distante de los dominios de cohesina estan destacados en rojo asi como un Unico sitio de glucosilacion
ligada a N altamente predicho (NPT). Los restos destacados en gris son un marcador de His C terminal para facilitar
la purificacion mediante cromatografia de afinidad metalica.
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Tabla 8. Mam-pCDM8(Cohesina-Cohesina-SLAML-AP-6xHis) o C17.

ATGGATCCCAAAGGATCCCTTTCCTGGAGAATACTTCTGTTTCTCTCCCTGGCTTTTGAGTTGAGCTACGGACTCGACGATCTGGA
TGCAGTAAGGATTARAGTGGACACAGTARAT GCAARACCGGGAGACACAGTAAGAATACCTGTRAGATTCAGCGGTATACCATCCA
AGGGAATAGCAAARCTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATCTACT TGAGATAATAGAGATAAARCCCGGGAGAATTGATAGTT
GACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGARAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGACAGCGGAAC
AGGAGCGTATGCAATAACTARAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCCARAGTARAATCCGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAR
TCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGARTAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTITGACGGTGGAGTARATGTTGGA
GATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAARCAGATGATCTGGATGCAGTAAGGATTAAARGTGGA
CACAGTARATGCARRACCGGGAGACACAGTAAATATACCTGTAAGATTCAGTGGTATACCATCCAAGGGARTAGCAAACTGTGACT
TTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAARACCGEGAGART TGATAGTTGACCCGAATCCTACCARGAGT
TTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGAAAGATGATAGTATTCCTGTTTCCGGAAGACAGCGGAARCAGGAGCGTATGCAATARCTAA
AGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTAALAAGAAGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAATCARATTTGTAGAAGTAGGCG
GATTTGCGAACAATGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGE TGGAGTARATG T TGGAGATACAACAGAACCTGCAACA
CCTACARCACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCACTCGAGATCATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGACTT
CTGGAACCGCGAGGCAGCCGAGGCCCTGGGTGCCGCCAAGRAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGRACCTCATCATCTTCC
TGGGCGATGGGATGGGGETGTCTACGGTGACAGCT CCCAGGATCCTAAAAGGECAGRAGAAGGACARACTGGGGCCTGAGTTACCC
CTGGCCATGGACCGCTTCCCATATGTGGCTCTGTCCARGACATACRAATCTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAGCCACAGCLAL
GGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTGGCTTGAGTGCAGCCGCCCEGCTTTAACCAGTGCAACARLCGACACGCG
GCARCGAGGTCATCTCCGTGATGAATCGGGCCARGAARGCAGGGAAGTCAGTGGEAGTGCTAACCACCACACGAGTGCAGCACGLC
TCGCCAGCCGGCACCTACGCCCACACGGTGAACCGCARCTGGTACTCGGACGCCGACGTGCCTGCLTCEGGCCCGUCCAGGAGGGGTG
CCAGGACATCGCTACGCAGCTCATCTCCAACATGGACAT TGACGTGATCCTACGT GGAGECCGARAGTACATGTTTCGCATGGGAA
CCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCARGGTGGGACCAGGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCACGAATGGCTGGCGAAG
CGCCAGGGETGCCCECGTACGTGTCGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCETCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTT
TGAGCCTGGAGACATGARATACGAGATCCACCGAGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCC
TGCTGAGCAGGAACCCCCGCGGCTTCTITCCTCTTCGTGGAGGGTEGTCCCATCGACCATGGTCATCATGARAGCAGGGCTTACCGG
GCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGGCGGGCCAGCTCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCAC
TGCCGACCACTCCCACGTCTICTCCTICGGAGGUTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTGGCCCLCTGGCARGGLCCGGEE
ACAGGAAGGCCTACACGCTCCTCCTATACGEAAACGGTCCAGGCTATGTGCTCAAGGACGGCGCCCGGCCGGATGTTACCGAGAGT
GAGAGCGGGAGCCCCGAGTATCGGCAGCAGTCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGGACGTGGCGGTGTTCGC
GCGCGGCLCGCAGGCGCACCTGGTTCACGGCGTGCAGGAGCAGACCTTCATAGCGCACGTCATGGCCTTCGCCGCCTGCCTGGAGT
CCTACACCGCCTGCGACCTGGCGCCCCCCGCCGGLACCACCCACCATCACCATCACCATTGA (SEC ID N 16)

EP@P@PV@P@DDLD}\LEI IFVEEE

NPDFWNREAAEALGAAKKL PAQTAAKNLI I FLGDGMGVSTVTAARI LKGOKKDKLGPELPLAMDRFPYVALSKT YNVDKHVEDSG
ATATAYLCGVEGNFOTIGLSAAARFNOQCHNTTRGREVI SVMNRAKKAGKSVGVVTT TRVQHASPAGT YAHTVNRNWY SDADVEASAR
QEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDY SQGGTRLDGKNLVQEWLAKRQGARY VWNRTELMOASLDPSVTHL
MGLFEPGDMKYEIHRDS TLDPSLMEMTEAALRLLSRRPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTL
SLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAY TVLLYGNGPG GARPDVTESESGS PEYRQQSAVPLDEETHAGEDY
AVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLAPPAGTTE | (SECIDN®:17)

La Tabla 9 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de Mam-pCDM8(SLAML-Cohesina-hPSA) o
C149. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el producto
secretado predicho). EI dominio de cohesina esta destacado en amarillo y la secuencia de unién de cohesina y
hPSA esta subrayada. Los sitios de glucosilacion ligada a O altamente predichos dentro del enlazador distante de
los dominios de cohesina y un unico sitio de glucosilacion ligada a N altamente predicho dentro del dominio de
cohesina estan destacados en rojo.
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Tabla 9. Mam-pCDMS8(SLAML-Cohesina-hPSA) o C149.

ATGGATCCCARAGGATCCCTTTCCTGGAGAATACTTC TGTTTCTCTCCCTGGCTTTTCAGTTGAGCTACGGACTCGACGATCTGGA
TGCAGTAAGGATTARAGTGGACACAGTAAAT GCAAAACCGGGAGACACAGT AAGARTACCTGTARGATTCAGCGGTATACCATCCA
AGGGAATAGCAAACTGTGACT TTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATARATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTT
GACCCGAATCCTGACARGAGC TTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGARAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGARGACAGCGGAAC
AGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTARAAGAAGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAR
TCAAATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGARCAATGACCTTGTAGAACAGRAGACACAGT TCTTTGACGGTGGAGTARATGTTGGA
GATACAACAGARCCTGCAACACCTACRACACCTGTAACAACACCGACAACARCAGATGATCTGGATGCACTCGAGGCGCCCCTCAT
CCTGTCTCGGATTGTGGGAGGCTGGGAGTGCGAGAAGCATTCC CARCCCTGGCAGGTGCTTGTGGCCTCTC GTGGCAGGGCAGTCT
GCGGCGGTGTTCTGGTGCACCCCCAGT GGGTCCTCACAGCTGCCCACTGCATCAGGAACARRAGCGTGATC TTGCTGGGTCGGCAL
AGCCTGTTTCATCCTGARGACACAGGCCAGGTATTTCAGGTCAGCCACAGCTTCCCACACCCGC TCTACGATATGAGCCTCCTGAR
GAATCGATTCCTCAGGCCAGGTGATGACTCCAGCCACGACCTCAT GCTGCTCCGCCTGTCAGAGCCTGCCGAGCTCACGGATGCTS
TGAAGGTCATGGACCTGCCCACCCAGGAGCCAGCACTGGGGACCACCTGCTACGCCTCAGGCTGGGGCAGCATTGAACCAGAGGAG
TTCTTGACCCCARRGAARCTTCAGTGT GTGGACCTCCATGTTATT ICCAATGACGTGTGCGCGCAAGT TCACCCTCAGAAGGTGAC
CAAGTTCATGCTGTGTGCTGGACGE TGEACAGEEGGCAARAGCACCTGCTCGEGTGATTCTGGGGGCCCACTTGTCTGTAATGGTS
TGCTTCAAGGTATCACGTCATGGGECAGTGAACCATGTGCCCTGCCCGAARGGCCTTCCCTGTACACCARGGTGATGCATTACCGS
AAGTGGATCAAGGACACCATCGTGGCCAACCCCTGA (SEC ID N 18)

= - cofiierali e e ioroas
EAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFFHPLYD
MSLLENRFLEPGDDS SHDLMLLRLSEFAELT DAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVI SHDVCAQVH
POKVTKFMLCAGRWTGGESTCSGDSGGEPLYCNGVLOCGITSWGSEPCALPERPELY TKVVHY REWIKDTIVANP (SECII)NW

19)

La Tabla 10 muestra las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de Mam-pCDM8(SLAML-Cohesina-FIuHA5-1-
6xHis) o C24. Se muestra a continuacion la secuencia de ADN (region codificante completa) y aminoacidos (el
producto secretado predicho). ElI dominio de cohesina esta destacado en amarillo y la secuencia de union de
cohesina y Flu HA5-1 esta subrayada. Los sitios de glucosilacion ligada a O altamente predichos dentro del
enlazador distante de los dominios de cohesina y un uUnico sitio de glucosilacion ligada a N altamente predicho
dentro del dominio de cohesina estan destacados en rojo. Los restos destacados en gris son un marcador de His C
terminal para facilitar la purificacion mediante cromatografia de afinidad metalica.

Tabla 10. Mam-pCDM8(SLAML-Cohesina-FIuHA5-1-6xHis) o C24.

ATGGATCCCAAAGGATCCCTTTCCTGGAGRATACTTCTGTTITCTCTCCCTGGCTTTTGAGTTGAGCTACGGACTCGRCGATCTGGA
TGCAGTAAGGATTAAAGTGGACACAGTAAATGCARAACCGGGAGACACAGTARGAATACCTGTAAGATTCAGCGGTATACCATCCA
AGGGRATAGCAAACTGTGACTTTGTATACAGCTATGACCCGAATGTACTTGAGATAATAGAGATAGAACCGGGAGACATAATAGTT
GACCCGAATCCTGACAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGRAAGATAATAGTATTCCTGTTTGCAGAAGRACAGCGGARAC
AGGAGCGTATGCAATAACTAARGACGGACTATTTGCTACGATAGTAGCGAAACTAARAGAAGGAGCACCTAACGGACTCAGTGTAA
TCARATTTGTAGAAGTAGGCGGATTTGCGAACARTGACCTTGTAGAACAGAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAGTARATGTTGGA
GATACAACAGRACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACAGATGATCTGGATGCACTCGAGGATCAGATTTG
CATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGCTTGACACAATARTGGAAAAGAACCTTACTGTTACACATGCCCAAGRACATAC
TGEARAAGARAACACAMCGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGT GAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGCGTAGCTGGATGGCTC

CTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGRAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGC CAATCCASTCAATGACCTCTG
TTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAARATTGAAACACCTATTGAGCAGRAATARACCATTTTGAGAARRTTCAGATCATCCCCA
ARAGTTCTTGGTCCAGTCATGARGCCTCATTAGGGGTGAGC TCAGCATGTCCATACCAGGGARARGTCCTCCTTTTTCAGARATGTS
GTATGGCTITATCAAAARGAACAGTACATACCCAACAATARAGAGGAGCTACAATAATACCARCCAAGARAGATCTTTTGGTACTGTG
GGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACARAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACAL
TAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCARRGTARACGEGCARAAGTGGAAGGATGCGAGTTCTTCTGGACAATTTTA
AAGCCGAATGATGCARTCAAC TTCGAGAGTAATGGAARATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACARAATTGTCAAGARAGGGGACTC
AACAATTATGARAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCARACTCCARATGGGGEGCGATAAAC TCTAGCATGCCAT
TCCACAATATACACCCTCTCACCATTGGGGAATGCCCCARATATGTGAARTCAAACAGATTAGTCCTTGCCCACCATCACCATCAC
caTTGA (SEC ID N°: 20)

LDDLDAVE:

2 Fi P VIR iDL DAL
EDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVIVTHAQDI LEKKHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEF INVPEWSY IVEKANP
VNDLCYPGDFNDYEKLKHLLSRINHFEKIQIIPKSSWSSHEASLGVSSACPYQGKSSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKRSYNNTNQED
LLVLWGIHHEPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPRIATRSKVNGQSGRMEF PNDAINFESNGNFIAPEYAYKIV

KEGDSTIMKSELE YGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLT IGECPK YVKSNRLV LA (SECID N®:21)

De forma similar a las construcciones de rAb.doc anteriormente mencionadas, la invencion incorpora la secrecion
eficaz de células de mamifero de proteinas de fusién de cohesina funcionales (denominadas en el presente
documento coh.fusiones). No fue obvio que los dominios de cohesina pudieran secretarse tan exitosamente
manteniendo a la vez la funcién de union a dockerina. La Figura 5 demuestra que el sobrenadante que contiene
coh.fosfatasa alcalina (coh.AP) secretada se une especificamente con una proteina rAb.doc inmovilizada en una
superficie de plastico.
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Las Figuras 7A y 7B muestran que los plasmidos de expresion que codifican la fosfatasa alcalina secretada (AP) o
coh.AP dirigieron la secrecion de proteinas funcionales de células 293F transfectadas. Después de 3 dias de cultivo
los sobrenadantes se recogieron y se ensayaron con respecto a su capacidad para unir 0,25 ug de rAb.doc (panel
superior) o rAb (panel inferior) con una placa de micro-titulacién de 96 pocillos. Después de 1 hora de incubacion las
placas se lavaron y se revelaron con un sustrato de AP cromogénico.

La invencion incorpora la aplicacion del ensamblaje de complejos proteicos especificos basandose en la interaccion
de cohesina.dockerina. También pueden ensamblarse complejos de anticuerpo.antigeno especificos usando la
interaccion establecida de dominios de unién de IgFc a proteina A o proteina G. La invencién incorpora propiedades
Unicas de la interaccion de cohesina.dockerina que dan como resultado una formacion de complejo altamente
superior en comparacion con, por ejemplo, la interaccion de proteina G con IgG. En las figuras 6 y 7 se muestra que
la interaccion de una proteina cohesina.AP (llamada Coh.AP) es especifica para una proteina rAb.Doc.

Las Figuras 8A y 8B muestran diversas diluciones de un sobrenadante que contiene G.AP secretada que se
incubaron durante 1 hora en pocillos de micro-titulacion que contenian 0,25 ug de migG2a, migG2b o un rAb.doc
basado en migG2b inmovilizado. Después de lavar se reveld la actividad de la AP unida usando sustrato de AP
cromogénico. La proG.AP no se unié con el rAb.doc ya que era una variante de isotipo de migG2b que no
interaccionaba con el dominio de proteina G particular usado en la construccion de proG.AP.

La Figura 8B muestra un estudio idéntico, pero empleando diluciones de un sobrenadante que contenia Coh.AP
secretada. Coh.AP se une solamente con rAb.doc, demostrando de nuevo la especificidad de la interaccion de
coh.doc.

La Figura 9 demuestra la estabilidad sobradamente superior de los complejos preensamblados basandose en la
interaccion de coh.doc en comparacién con la interaccion de proG.IlgGFc. La Figura 9 muestra la formacion de
complejos entre una cantidad fija de proG.AP o coh.AP o coh2.AP (0,1 pg) y migG2b o rAb.doc inmovilizado (0,25
ug) se ensamblaron por incubacion durante 1 hora en una placa de micro-titulacion. En diversos momentos se
afiadié un exceso de 20 veces de mligG2b soluble o rAb.doc y la incubacién continué durante diversos tiempos. Las
placas se lavaron después y se accedid a la actividad de AP unida mediante adicion de sustrato de AP cromogénico.

Este ejemplo muestra el uso de dichos complejos de coh.doc en entornos que contienen suero (por ejemplo, medio
de cultivo tisular y administracion in vivo). La Figura 10 demuestra la amplia superioridad de los complejos de
coh.doc en comparacion con complejos de proG.IgGFc en dicho entorno. En las condiciones usadas, Ig ~ 15 ug/mil
fue suficiente para desplazar completamente la proG.AP unida, mientras que la coh.AP permanecié unida de forma
estable con rAb.doc incluso en presencia de suero puro (Ig 15 mg/ml).

La Figura 10 muestra la formacion de complejos entre una cantidad fija de proG.AP o coh.AP (0,1 pg) y migG2b o
rAb.doc inmovilizado (0,25 ng) se ensamblaron por incubacion durante 1 hora en una placa de micro-titulacion. Se
afadieron diversas diluciones de suero humano y la incubacién continué durante 4 horas. Las placas se lavaron
después y se accedio a la actividad de AP unida mediante adicion de sustrato de AP cromogénico.

La invencién también incorpora una utilidad particular de la interaccién coh.doc que permite un proceso de
produccion que asegura la formacion de complejo completo y que puede ser en conjunto con un proceso de
purificacion para la entidad proteica coh.fusion. La presente invencion se ejemplifica en las Figuras 11 y 12, que
ilustran este proceso mediante captura secuencial de rAb.doc de sobrenadante de cultivo por cromatografia de
afinidad por proteina G, seguido de captura de coh.antigeno de sobrenadante de cultivo por la columna de proteina
G:rAb.doc. La elucién con pH bajo libera después rAb.doc:coh.antigeno puro. Si hay un exceso de coh.antigeno
frente a rAb.doc, entonces se producira un complejo completo y entero. Una realizacion relacionada de la presente
invencion seria la aplicacion al rAb.doc capturado por proteina G de proteina coh.fusidon pura o parcialmente
purificada en exceso.

La Figura 11 muestra un analisis de un gel de SDS.PAGE reducido frente a no reducido de complejos rAb.doc:
Coh2.AP producidos por aplicacion secuencial del sobrenadante de rAb.doc y sobrenadante de coh.AP a la misma
columna de afinidad de proteina G. Los carriles 2 y 4 muestran que Coh2.AP se co-purifica con rAb.doc.

La Figura 12 es un analisis de SDS.PAGE no reducido de complejos de rAb.doc:Coh.Flu HA5-1 producidos por
aplicacién secuencial de sobrenadante de rAb.doc y sobrenadante de coh.Flu HA5-1 a la misma columna de afinidad
de proteina G. Los carriles 1 a 4 de izquierda a derecha muestran que Coh.Flu HA5-1 se co-purifica con rAb.doc.

Una caracteristica bien descrita de los dominios de cohesina es su compatibilidad con el sistema de expresion
bacteriano de E. coli convencional. La invencién incorpora el uso nuevo de la expresién de proteinas de fusion de
dockerina en sistemas de secrecion de mamiferos, y también abarca la formacién de complejos coh.doc en los que
los diferentes componentes (es decir, coh y doc) se expresan en sistemas diferentes. Esta es una gran ventaja, ya
que permite la posibilidad de usar el sistema de expresion mas favorable para cada componente. Por ejemplo, las
construcciones de expresion de coh.Flu M1 no consiguieron dirigir eficazmente la sintesis del producto secretado de
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células de mamifero transfectadas. Sin embargo, coh.Flu M1 se expresé muy eficazmente como una proteina
soluble en E. coli. La Tabla 6 muestra la secuencia del coh.Flu M1 usado en este ejemplo.

La Tabla 11 muestra la secuencia de acido nucleico y aminoacidos de E. coli-pET28 (Cohesina-Flu M1-6xHis) o C32
se muestra posteriormente. En la secuencia de aminoacidos el dominio de cohesina esta destacado en amarillo y el
punto de fusion entre la proteina de cohesién y M1 de gripe A esta subrayado. Los restos destacados en gris son un
marcador His C terminal para facilitar la purificacion mediante cromatografia de afinidad metalica.

Tabla 11. E coli-pET28 (Cohesina-Flu M1-6xHis) o C32.

ATGGATCTGGATGCAGTAAGGAT TAARAGTGGACACAGTAAATGCAAARCCGGGAGACACAGTAARTATACCTGTAAGATTCAGTGG
TATACCATCCARGGGARTAGCARACTGTGACTT TG TATACAGC TATGACCCGAAT GTACTTGAGATAATAGAGATAAARCCGGGAG
AATTGATAGTTGACCCGAATCCTACCAAGAGCTTTGATACTGCAGTATATCCTGACAGARAAGATGATAGTATTCCTGTTTGLCGGAR
GACAGCGGAACAGGAGCGTATGCAATAACTAAAGACGGAGTATTTGCTACGATAGTAGCGAAAGTARAAGAAGGAGCACCTAACGE
GCTCAGTGTAATCALAATTTGTACAAGTAGGCGCGATTTGCGAACAATGACCTTCTAGAACACAAGACACAGTTCTTTGACGGTGGAG
TARATGTTGGAGATACAACAGAACCTGCARCACCTACRAACACCTGTAACARCACCGACAACARCAGATGATCTGGATGCAGCTAGC
CTTCTAACCGAGGTCGAAARCGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGUCGAGATCGCACAGAGACTTGAAGATGET
CTTTGCAGGGAAGAACACCGATCTTGAGGTTCTCATGGAATGGCTAAAGRCARAGACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGEGATTT
TAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTSAGCGEGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCARAATGCTCTTAATGGGARCGGA
GATCCARATAACATGGACAAAGCAGTTAAACTGTATAGGAAGCTTAAGAGGGAGATARACATTCCATGGGGCCAARGAAATAGCACT
CAGTTATTCTGCTGGTGCACTTGOCAGTTGTATGGGCCTCATATACAACAGGATGEGGGCTGTGACCAC TGAAGTGGCATT TEGCE
TGGTATGCGCAACCTGT GAACAGATTGCTGACTCCCAGCATCGGTCTCATAGGCAAATGGTGACAACAACCAATCCACTAATCAGA
CATGAGAACAGAATGGTTC TAGCCAGCACTACAGC TAAGGU TATGGAGCAAATGGL TGGATCGAGTGAGCAAGCAGCAGAGGCCAT
GGATATTGCTAGTCAGGCCAGGCAAATGGTGCAGGCGATGAGAACCATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGCTCTARAAGATG
ATCTTCTTGAARATTTGCAGGCTTACCAGARACGGATGGGEGTGCAGATGCAGCGATTCAAGC TCGAGCACCACCACCACCALZCAC
TGa (SEC IDN®: 22)

LVAKNVEE GDTTEPATPTTPVTTPTTTDDEEAAS
PLKAEIAQ FVFTLTVPSERGLQRRRFVQNALNGNG
DPNNMDKAVKLYRKLKREITFHGAKEIALSYSAGALASCMGLIYNRMGAVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTT _B
HENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAREAMDIASQARQOMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLOAYQKRMGVQMQORFKLEH
(SEC ID N°: 23)

La invencioén incorpora el uso de la interaccion de dockerina.cohesina para ensamblar complejos ordenados y
especificos para diversos fines terapéuticos o de vacunacion. Un ejemplo es el uso de rAb.doc con especificidad de
union para un receptor de células dendriticas humanas de internalizacion en complejo con la proteina coh.Flu M1. La
figura 11 demuestra esta utilidad por un estudio in vitro. DC cultivadas con anti-DC_rAb.doc: coh.Flu M1, co-
cultivadas después con linfocitos T autélogos, dirigieron la expansion de linfocitos T con memoria especifica de Flu
M1. Las dosis equivalentes de coh.Flu M1 solo no tuvieron dicho efecto. El estudio muestra una potenciacion de al
menos 50 veces de la expansién de linfocitos T especifica de Flu M1 mediante el anti-DC_rAb.doc:coh.Flu M1 en
comparacién con coh.Flu M1 solo.

La Figura 13 muestra que el complejo anti-DC_rAb.doc:coh.Flu M1 funcional se formé mezclando los componentes
purificados individuales. Diversas cantidades del complejo, o coh.Flu M1 solo, se incubaron en medio de cultivo con
DC humanas 5E4 (de un donante de HLA201) y linfocitos T autdlogos 10E5. Después de 24 horas, las DC se
activaron con CD40L y la incubacién continué durante 9 dias adicionales. Las células se recogieron y se tifieron con
un tetramero de HLA-A2 de péptido Flu M1 marcado con PE GILGFVFTL (SEC ID N°: 24) y se analizaron con
respecto a la frecuencia de células CD8+ especificas de antigeno.

La Figura 14 muestra un ejemplo similar que incorpora el control adicional de coh.Flu M1 en complejo con un
mAb.doc del mismo isotipo sin unién con las DC humanas. La Figura 12 muestra que en Anti-DC_rAb unido
directamente mediante una fusién de cadena H con un fragmento peptidico que abarcaba el epitopo de Flu M1
GILGFVFTL también es eficaz en la induccién de suministro de antigeno dirigido a DC que da como resultado la
expansion de linfocitos T especificos de Flu M1. Sin embargo la entidad anti-DC_rAb.Flu M1 PEP se secreté muy
escasamente de células de mamifero, probablemente evitando la produccion de dicha vacuna. Este problema ilustra
la realizacion de la invencion que permite resolver problemas de produccién empleando sistemas de expresion
apropiados para (en este caso) el antigeno de vacuna.

La Figura 14 muestra que se formaron complejos Anti-DC_rAb.doc: coh.Flu M1 o mlgG2b.doc: coh.Flu M1
mezclando los componentes purificados individuales. Se incubaron diversas cantidades de los complejos, o coh.Flu
M1 solo, en medio de cultivo con DC humanas 5E4 (de un donante de HLA201) y linfocitos T autdlogos 10ES5.
Después de 24 horas, las DC se activaron con CD40L y la incubacién continué durante 9 dias adicionales. Las
células se recogieron y se tifieron con un tetramero de HLA-A2 de péptido Flu M1 marcado con PE GILGFVFTL
(SEC ID N°: 24) y se analizaron con respecto a la frecuencia de células CD8+ especificas de antigeno. Las
concentraciones para complejos de migG2.doc fueron las mismas que las de complejos Anti-DC_rAb.

La Figura 15 muestra que las DC humanas CD34+ se clasificaron en subtipos CD1a+ y CD14+ y se cultivaron con y
sin Anti-DC_rAb.Flu M1 PEP o Anti-DC_rAb 3 nM. Se afadieron linfocitos T autélogos después de 1 dia y el cultivo
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continué durante 8 dias adicionales. El analisis fue como se ha descrito anteriormente. Las células CD1a+ fueron
muy eficaces en la expansion de células CD8+ especificas de Flu M1 solamente con tratamiento de Anti-DC_rAb.Flu
M1 PEP.

Aunque un tipo de realizacién de la invencién es una vacuna compuesta de un complejo de Anti-DC-rAb.doc:
coh.antigeno, se prevé que en algunos casos una vacuna dirigida a DC preferida sera Anti-DC-rAb .antigeno en la
que el antigeno es probablemente una cadena de antigenos protectores. La identificacion de dichos antigenos en
combinaciones eficaces compatibles con la expresion eficaz en sistemas de produccién es extremadamente
problematica. Una realizacién de la invencion proporciona un método para optimizar el ensayo de combinaciones de
epitopos de antigenos para el desarrollo de dichas vacunas. Especificamente, la invenciéon ensefia un método para
explorar epitopos antigénicos probables solos y en combinaciones para mayor eficacia como un preludio a abordar
la produccion del Anti-DC-rAb.antigeno deseado. Por ejemplo, la Tabla 13 muestra las secuencias de
construcciones de cohesina.péptido ejemplares que pueden expresarse facilmente mediante sistemas de E. coli.
Usando técnicas similares a las descritas en la Figura 11, pueden ensayarse facilmente diversas colecciones de
proteinas coh.pep con respecto a eficacia como complejos con una Unica entidad anti-DC_rAb.doc. Los compuestos
coh.pep mas eficaces pueden después producirse por ingenieria genética directamente como proteinas de fusién
anti-DC_rAb.péptido. La Figura 16 muestra ejemplos de proteinas coh.PEP purificadas expresadas en E. coli.

La Tabla 12 muestra la secuencia de aminoacidos del antigeno asociado con melanoma gp100. Estan sombreados
péptidos dominantes restringidos a HLA-A201 bien conocidos y se detallan debajo de la secuencia. Las secuencias
peptidicas marcadas con M son variantes con afinidad potenciada por HLA-A201. C180 es una construccion de
expresion de E. coli que codifica la secuencia mostrada a continuacién en la que el dominio de cohesina esta
sombreado en azul y el péptido gp100 esta sombreado en gris. Los restos subrayados que se unen con el péptido
son nativos de gp100. Los marcadores de His C terminales son para facilitar la purificacion mediante cromatografia
de afinidad metalica.

Se muestra a continuacion la secuencia de gp100 y los péptidos asociados indicados anteriormente.
MOLVLERCLLHLAVIGALLAVGATKVPRNODWLGVSROLRTKAWNRQOLY PEWTEAQR LDCWRGGQVS LKVSNDGPTLIGANASFS I

TWDFGDSSGTLISRALVVTHTY AOVVIQAAT PLTS(.GSSPVPGTTDGHRPTAEAPNTTAGQVPTTEVVGTTPGQAPTAE
PSGTTSVOVPTTEVISTAPVOMPTAESTGMTPEXVPVSEVMGT TLAEMSTPEATGMTPAEVSI VVLSGTTAAQVTTTEWVETTARE
LPIFPEPEGPDASSIMSTES ITGSLGPLLDGTATLRLVKRQVELDSVLYRYGSFEVTLDIVQGI ESAEILQAVPSGEGDAFELTVS(
QGGLPKEACMEISSPGCQPPAQRLCOEVLESPACQLVLHQI LKGGSGTY SLNVSLAD TN SLAVVS TOLIMPGOEAGLGQVRLI VG T
LLVLMAVVLASLI YRRRIMKODFSVPQLEHS SSHWLRLPRIFCSCPIGENSPLLSGQQV (SEC ID N°: 25)

Las secuencias peptidicas restringidas a HLA-A0201 son:
GP100 WT: 154-162: KTWGQYWAQV (SEC ID N°: 26)
GP100 M: 209-217 (2M): IMDQVPFSV (SEC ID N°: 27.); 209-217 WT: ITDQVPFSV (SEC ID N°: 28)

GP100 M: 280-288 (9V): YLEPGPVTYV (SEC ID N°: 29) 280-288 WT: YLEPGPVTA (SEC ID N°: 30)

C180 es E. coli-pET28 (Cohesina-hgp100-PéptidoA-6xHis):

vSASERNGAAALEHHHHHE. (SEC ID N° 31)

La Tabla 13 muestra la secuencia de aminoacidos del antigeno de melanoma MART-1. Estan sombreados péptidos
dominantes restringidos a HLA-A201 bien conocidos y se detallan debajo de la secuencia. Los péptidos M muestran
variantes de secuencia peptidica con afinidad potenciada por HLA-A201. C181 es una construccién de expresion de
E. coli que codifica la secuencia mostrada a continuacion en la que el dominio de cohesina esta sombreado en
amarillo y el péptido MART-1 esta sombreado en gris. Los restos subrayados que limitan el péptido son nativos de
MART-1. C172 y C174 son dos construcciones que dirigen la expresion del péptido anti-DC_rAb.MART-1 y una
cadena de péptido H de rAb.MART-1 de control coincidente. Solamente se muestran las secuencias unidas al resto
C terminal. Los marcadores His C terminales son para facilitar la purificacion mediante cromatografia de afinidad
metalica.

MART-1 es:

MPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAE ILGVLLLIGCWYCRRRNGYRALMDKS LHVGTQCALTRRCPQEGFDHRDSKY
SLQEKNCEPVVPNAPPAYEXLSAEQSPPPYSP (SEC ID N 32)
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Las secuencias peptidicas restringidas a HLA-A0201 son:

MARTI WT: 9 unidades: :
MARTI! WT: 10 unidades: :
MARTI M: 10 unidades:

! (SEC ID N°: 33)
(SEC ID N°: 34)
. (SEC ID N°: 35)

C181 es E. coli-pET28(Cohesina-hMART-1-PéptidoB-6xHis)

VGDTTEPATPTTFPVIT PTTTDDLDAA%

TAE LGASIWGAAALEHERHHH. (SEC ID N°: 36)

C186 es E. coli-pET28(Cohesina-Flex-hMART-1-PéptidoA-6xHis)

E— : — G
RGO AN LV B OK O EBEGYNYGDT TEPATPTT PV TTPTTTODLDAAS
I GG@@TNNSTPTKGEFCRYPSHWRPLEHH}MHH (SEC ID N®: 37)

DTTEARHPHPPVTTPTTD@GTTAE,.

C172 es rAB-pIRES2 (mAnti-ASGPR_49C11_7H-LV-higG4H-hMART-1-PéptidoA)

C174 es rAB-pIRES2 (higG4H-hMART-1-PéptidoA)

. . ASDTTEARHPHPPVTT PTTTDRRGTTAE |1 LGGIRRTNNSTPTKGEFCRYPSHWRPRL (SEC ID N°: 38)

La Figura 16 muestra E. coli que alberga plasmidos de expresion que dirigen la sintesis de proteinas coh.pep que se
cultivaron y en las que se indujo la produccion de proteina especifica. Las células se recogieron y se rompieron por
sonicacion. Las fracciones de sobrenadantes se aplicaron purificadas por cromatografia de afinidad metalica. El
analisis fue por gel de SDS.PAGE reductor tefiido con azul brillante de Coomassie. La figura muestra proteinas
coh.pep de producto tipico marcadas de izquierda a derecha.

Este ejemplo muestra el uso exitoso de proteinas de fusion de cohesina y dockerina secretadas de células de
mamifero. Si ambos compafieros de fusion son rAb con diferentes especificidades (es decir, rAb1.doc y rAb2.coh),
entonces la mezcla sencilla da como resultado rAb1.doc:rAb2.coh que es un anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos bi-especificos tienen muchas aplicaciones terapéuticas y técnicas potenciales. La invencion proporciona
un medio sencillo y predecible para ensamblar dichas entidades mediante la interaccion de doc:coh. Como
alternativa, si rAb1.doc:rAb1.coh se ensamblaron, dichas entidades representan mAb entrecruzados controlados con
propiedades biolégicas potencialmente Unicas.

Existen moléculas de cohesina.dockerina en diversas especies degradantes de celulosa. Aunque tienen similitudes
de secuencia, pueden tener especificidades que no cruzan entre especies. Esto proporciona una opatunidad de
construir nuevos armazones compuestos de cohesinas con diferentes especificidades y usar este armazon para
ensamblar complejos de alto orden de una manera controlada espacial y numéricamente. Otras personas han
descrito la tecnologia basica para usar esta nocidn para aplicaciones biotecnologicas (véase Fierobe, H-P.,
Mechaly, A., Tardif, C., Belaich, A., Lamed, R., Shoham, Y., Belaich, J-P., y Bayer, E. A. (2001) Design and
production of active cellulosome chimeras: Selective incorporation of dockerin-containing enzymes into defined
functional complexes. J. Biol. Chem. 276, 21257-21261.). La invencion incorpora el uso especifico de esta tecnologia
para aplicaciones relacionadas con la fabricacion de complejos de rAb (doc:coh.fusién)n en los quen representa >1
emparejamientos de interacciones de doc:coh con especificidades unicas. Por lo tanto, la invencion prevé el
ensamblaje (por mezcla sencila de componentes) de complejos ordenados espacialmente entre
rAb.doc1.doc2.doc3.etc. y coh1.fusionA, coh2.fusionB, coh3.fusion3, etc. Las proteinas de coh.fusién podrian
representar diferentes antigenos, o combinaciones de antigenos y agentes activadores como citocinas.

Por extension también podrian usarse especificidades de coh.doc multiples para realizar rAb bivalentes con
especificidades de antigenos de mayor orden. Las bacterias degradantes de celulosa y organismos similares
también usan dominios de union a celulosa (CBD) para organizar la maquinaria de degradacion. La estructura de un
CDB de Clostridium thermocellum muestra que los extremos N y C terminales estan en proximidad estrecha y no son
una parte integral de la estructura funcional del CDB. De hecho se produce tipicamente CDB unido a otros dominios
tales como coh.CBD.coh en cipA. La invencion abarca el uso de entidades tales como coh.CBD.coh para ensamblar
complejos ordenados espacial y numéricamente que imitan anticuerpos y receptores de multiples subunidades. Por
ejemplo, una region v de cadena kappa de IgG fusionada con doc 1 y una region V de cadena H de IgG unida con
doc2 pueden ensamblarse con coh1.CBD.coh2 para producir VL.doc1:coh1.CBD.coh2:VH.doc2 para producir una
entidad con afinidad y especificidad de unién analogas al mAb original. Dichas entidades deberian ser, por ejemplo,
herramientas de exploraciéon muy Utiles para refinar las especificidades de mAb mediante procedimientos de
mutagénesis, particularmente ya que el componente de VL y VH podrian mutarse independientemente y combinarse
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mezclando en diversas combinaciones. Como se ha descrito anteriormente, esta tecnologia puede extenderse
facilmente a combinaciones de coh:V.doc controladas multiples produciendo potencialmente entidades de unién con
especificidades y afinidades extremadamente altas. Una extension de esto seria usar por ejemplo
coh1.coh2.CBD.coh3 como un molde para ensamblaje de cytoR1.doc + cytoR2.doc + cytoR3.doc (en las que cytoR
representa el ectodominio de una subunidad de un receptor de citocinas complejo). Dichas entidades tendran
utilidad para bloquear las interacciones de citocinas para terapia y en biotecnologia para medir citocinas en
sobrenadantes complejos.

EJEMPLO 3. Uso de Tecnologia de Cohesina-Dockerina para Terapia de Inmunotoxinas.

En la actualidad 1,2 millones de americanos desarrollan cancer cada afio y aproximadamente 500.000 mueren de la
enfermedad, debido a que la mayoria de los canceres no pueden curarse una vez que se han metastasizado. Para
desarrollar un nuevo tratamiento para cancer metastasico, se ha usado ingenieria genética para modificar una
potente toxina bacteriana, exotoxina A de Pseudomonas (PE), de modo que en lugar de destruir células normales
destruya selectivamente células cancerosas. La PE es una proteina de tres dominios compuesta de 613
aminoacidos. Se producen agentes antineoplasicos suprimiendo su dominio de unién (aa 1-252) y reemplazandolo
con el fragmento Fv de un anticuerpo o con un factor de crecimiento que se une con antigenos presentes en células
cancerosas. Estos agentes se denominan inmunotoxinas recombinantes (RIT). Se han realizado RIT que se dirigen
a Ley presente en canceres de colon, mama, pulmon y otros epiteliales (B3(Fv)-PE38), que se dirigen al receptor de
EGF sobreexpresado en glioblastomas (TGF-alfa-PE38), que se dirigen a receptores de EGF mutantes presentes en
glioblastomas (MR-1(Fv)-PE38KDEL), y que se dirigen al receptor de IL-2 presente en muchas leucemias de
linfocitos T y B y linfomas LMB-2 o anti-Tac(Fv)-PE38 y que se dirigen a CD22 en tumores malignos de linfocitos B y
que se dirigen a BL22 o RFB4(dsFv)-PE38 en canceres ovaricos y mesoteliomas (SS1P). Estos agentes se
producen en E. coli porque pueden purificarse facilmente grandes cantidades a partir de esta fuente y porque la
toxina en si misma destruiria a células de mamifero que la expresaran. Cuando se administran a ratones con el
xenoinjerto de cancer humano apropiado, todas estas RIT producen regresiones tumorales completas. La mayoria
de estos agentes estan ahora en ensayos clinicos en seres humanos y varios han producido remisiones completas y
parciales en seres humanos con cancer.

Una inmunotoxina ideal estaria muy activa de modo que solo seria necesario proporcionar cantidades pequefas
para provocar regresiones tumorales, estables de modo que sigan siendo funcionales durante las 5-10 horas
requeridas para alcanzar el interior de un tumor, y no inmunogénicas de modo que pudieran proporcionarse
repetidamente. Inicialmente, las inmunotoxinas recombinantes contenian los aminoacidos 253-613 de PE (dominios
II'y Ill). Se ha determinado que los aminoacidos 364-395 pueden suprimirse sin pérdida de actividad. La estabilidad
aumentada puede abordarse uniendo la toxina con un anticuerpo completo, que se sabe bien que tienen semi-vidas
largas y la tecnologia en la invencién proporciona esta solucion.

Aunque puede aplicarse la tecnologia de rAb.Doc:Coh.toxina a antigenos de cancer conocidos, también puede
ensayarse para destruir DC intra-tumorales que se sospecha que fomentan el escape del tumor de la vigilancia
inmunitaria. En este Ultimo caso, la terapia de toxina anti-DC podria ser doblemente ventajosa ya que la acumulacion
de inmunidad contra la toxina administrada en si misma deberia suprimirse (es decir debido a que las DC en si
mismas son claves para el inicio de esta respuesta inmunitaria mediante la captacion y procesamiento del antigeno.
En esta terapia, las DC que captan el antigeno mueren y no pueden montar la respuesta anti-toxina).

Frankel (Clinical Cancer Research, 8, 942-944, 2002) describe problemas que impiden la aplicacion mas amplia de
inmunotoxinas. Estos incluyen problemas de produccién que requieren con frecuencia el replegamiento del material
expresado por cuerpos de inclusion de E. coli en los que los contaminantes con plegamiento erréneo son
problematicos. Ademas, la afinidad de la inmunotoxina por su diana es con frecuencia dificil de obtener con
suficiente fuerza. La base tecnoldgica de la presente invencion aborda ambos de estos problemas, en primer lugar,
los inventores descubrieron que la proteina de fusién de cohesina.PE38 se expresa en E. coli como una proteina
soluble que puede purificarse en un estado completamente funcional (con las actividades tanto de cohesina como de
toxina intactas) por medios bioquimicos sencillos sin replegamiento complejo. En segundo lugar, pueden obtenerse
de forma rutinaria anticuerpos monoclonales de alta afinidad contra antigenos diana por un experto en la materia. Lo
que es dificil es obtener por ingenieria genética las regiones variables de anticuerpo en una forma que se fusione
con la toxina y sea completamente funcional para unién a diana. Los medios habituales (por ejemplo, formas de sFv)
de ingenieria genética conducen invariablemente a pérdida significativa de afinidad contra la diana en comparacion
con el anticuerpo monoclonal inicial. La tecnologia de rAb.Doc:Coh.toxina evita este problema proporcionando un
medio para conservar tanto los sitios de unién de alta afinidad del mAb inicial (obsérvese que la humanizacion de las
regiones V de mAb de ratéon manteniendo a la vez actividad de unién alta y especifica es rutinaria para un experto en
la materia), asi como las propiedades beneficiosas de la semi-vida larga y ausencia de antigenicidad de un contexto
de hlgG recombinante completo.

Ademas, ya que la cohesina.toxina se produce de forma independiente, una formulacién de la toxina puede
conjugarse con cualquier variedad de proteinas rAb.Doc de direccién producidas por separado por mezcla sencilla
del componente antes de la inyeccion al paciente. Esto simplifica en gran medida la fabricacion asi como el tiempo
de desarrollo de investigacion. La tecnologia descrita en la invencion puede aplicarse facilmente a cualquier toxina y
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cualquier especificidad de rAb.

Detalles de la tecnologia de rAb.Doc:Coh.toxina. Se us6 pRB 391 (del Dr. Pastan, jefe del Laboratorio de Biologia
Molecular, Divisién de Ciencia Basica, NCI, NIH) como un molde para PCR con los cebadores PE38-N3
(cacggtcaccgtctccaaagctticcggagctagcGAGGGCGGCAGCCTGGCCGCGCT (SEC ID N°: 39)) y PE38-C3
(GGCCGGCTCCTGCGAAGGGAGCCGGCCGGTCGCGGCCGCTTACTTCAGGTCCTCGC GCGGCGGTTTGCCG
(SEC ID N°: 40)).

La clonacion fue en la construccién previamente establecida C21 o E. coli-pET28 (Cohesina-6xHis) para generar una
proteina de fusién que codificaba Cohesina-PE38 correspondiente a la secuencia de aminoacidos mostrada a
continuacion (los restos grises son cohesina; los restos amarillos son PE38, separados por una secuencia
enlazadora nativa del dominio de cohesina).

Expresion y purificacion de proteina recombinante Coh.PE38. Se resuspendieron células E. coli de cada litro de
fermentacion en 25 ml de Tris 50 mM helado, EDTA 1 mM pH 8,0 con 0,1 ml de céctel inhibidor de proteasa Il
(Calbiochem). Las células se sonicaron en hielo 2x 5 minutos en el ajuste 18 (Fisher Sonic Dismembrator 60) con un
periodo de descanso de 5 minutos y después se centrifugaron a 17.000 rpm (Sorvall SA-600) durante 20 minutos a 4
°C. El sobrenadante se paso6 a través de una columna de Sepharose ANX de 1 ml equilibrada en Tris 50 mM, EDTA
1 mM pH 8,0 y se eluy6 con un gradiente de NaCl 0-1 M en tampdn B. Las fracciones que contenian Cohesina.PE38
se identificaron por SDS.PAGE vy las fracciones agrupadas se purificaron adicionalmente por purificacion mediante
cromatografia de afinidad de mAb anti-cohesina con elucién por glicina 0,1 M pH 2,7.

Destruccion selectiva de DC humanas por Coh.PE38 dirigido a rAb.Doc. Se prepararon DC humanas a partir de
monocitos de sangre por cultivo durante 6 dias con GM-CSF e IL-4. Los DC se cultivaron después con Coh.PE38
solo, anti-DC-SIGN/L 16E7 rAb.Doc solo, anti-DCIR 24A5.Doc solo, o los rAb.Doc junto con Coh.PE38 (se afiadieron
1,25 pg/ml de agentes). Después de 48 horas las células se tifieron con un reactivo (7-AAD) que detecta células
apoptoticas y se analizé por puntuacion de FACS frontal frente a dispersion lateral y fluorescencia de 7-AAD.

La figura 17 muestra que el DCIR.Doc rAb solo no tuvo ningun efecto sobre la supervivencia de las DC. Sin
embargo, DC-SIGN/L solo tuvo un efecto potenciador de la supervivencia sobre las DC (demostrado tanto por el
analisis de dispersién como por la tincion de 7-AAD). La Figura 18 muestra que el Coh.PE38 solo aumenté
ligeramente el numero de células apoptéticas puntuadas para 7-AAD (del 22,1-29,8 %). Sin embargo, la direccion a
la toxina Coh.PE38 del DCIR.Doc aumento la poblacion positiva para 7-AAD al 55,3 %. El analisis de dispersion
reveld aun mas drasticamente una pérdida casi completa de la poblacién caracteristica de DC viables. La direccién a
la toxina Coh.PE38 mediante DC-SIGN/L.Doc aument6 la poblacién positiva para 7-AAD al 53,7 % con una pérdida
similar de la poblacion de dispersién de DC viable. Sin embargo, este Ultimo resultado deberia observarse en el
contexto del efecto de supervivencia del DC-SIGN/L.Doc rAb, lo que significa que la destruccion puede verse como
del 3,1-53,1 % positivo para 7-AAD.

Uso de Tecnologia de Cohesina-dockerina para preparar Anticuerpos Multivalentes. Se introdujo por ingenieria
genética un dominio de Cohesina en fase con el extremo C terminal de una cadena H de rAb usando PCR
basandose en C17 (Mam-pCDM8 (Cohesina-Cohesina-SLAML-AP-6xHis)) como molde. La secuencia de cadena H
secretada resultante se muestra a continuacion (el dominio de cohesina esta destacado en gris y el resto de cadena
H C terminal esta en negrita):

TPEAST

FAVLY
TCWVWVDVIEQED

DOVYTLYRY

. (SEC ID N°: 42)

Esta construccion de expresion se co-transfectd con la cadena L de rAb apropiada en células 293F y la expresion de
rAb secretado se evaluo por ELISA anti-hlgGFc el dia 3. La Figura 19 muestra que la expresion de anti-DC-SIGN/L y
Anti-DC-ASPGR rAb.Coh se secretaron eficazmente.
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Por lo tanto los dominios tanto de Cohesina como de Dockerina se expresan facilmente como proteinas de fusién de
rAb. Esta propiedad es esencial para el uso de complejos de (rAb1.Coh:rAb2.Doc) como anticuerpos bivalentes (es
decir, que tiene dos especificidades de combinacion diferentes en una proteina). Los anticuerpos bivalentes tienen
muchas caracteristicas deseables adecuadas para aplicaciones industriales, analiticas y terapéuticas. Son, sin
embargo, dificiles de desarrollar y las herramientas moleculares usadas para modificarlos por ingenieria genética
tipicamente alteran las caracteristicas deseables de alta afinidad y especificidad inherentes de los anticuerpos
monoclonales parentales. La tecnologia de (rAb1.Coh:rAb2.Doc) evita este obstaculo y es, ademas, extensible a una
valencia mayor (de 2) de la potencia combinatoria incorporando multiples cadenas de Cohesina o Dockerina con
especificidades por pares como se describe en otra parte en la presente solicitud. Ademas, esta tecnologia puede
extenderse al uso, por ejemplo, de una citocina para proporcionar la valencia adicional (es decir,
rAb1.Doc:Coh.citocina).

Por ejemplo, se produjo una proteina de fusion entre un dominio de Cohesina e IL-21 por ingenieria genética como
una construccion de expresion y la proteina Coh.IL-21 se secretd eficazmente de células 293F transfectadas de
forma transitoria y se purificé sencillamente por Q Sepharose secuencial y cromatografia de afinidad anti-Cohesina.
La secuencia del producto secretado se muestra a continuacion con el dominio de cohesina mostrado en gris y el
dominio de IL-21 en amairillo. Este producto fue completamente funcional como se determina por su eficacia en el
mantenimiento de la proliferacién de linfocitos B humanos.

Mam-pCDM8(SLAML-Cohesina-hIL-21)

LG IO S RS BRGE TV
PATPTTEVT TTDDL ALE?S

AR - Gt

(SECID N“: 43

Por lo tanto, rAb.Doc:Coh.IL-21 puede proporcionar sefiales de proliferacion y activacion conjuntas a un linfocito B
(es decir, si el rAb en si mismo tiene propiedades de activacion). Esta nocidon puede extenderse a cualquier rAb con
propiedades bioldgicas dirigidas a un tipo celular particular y cualquier citocina con actividad dirigida al mismo tipo
celular. La Figura 20 muestra el efecto de IL-21 y Coh.IL-21 en la proliferacion de linfocitos B humanos.

Se contempla que cualquier realizacién analizada en la presente memoria descriptiva puede implementarse con
respecto a cualquier método, kit, reactivo, o composicion de la invencion, y viceversa. Ademas, las composiciones
de la invencion pueden usarse para conseguir métodos de la invencion.

El uso de la palabra "un" cuando se usa junto con la expresion "que comprende" en las reivindicaciones y/o la
memoria descriptiva puede significar "uno”, pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al menos
uno" y "uno o mas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para indicar "y/o" a no ser que se
indique explicitamente que se refiera a alternativas solamente o las alternativas sean mutuamente excluyentes,
aunque la divulgacion apoye una definicion que se refiere a solamente alternativas y "y/o". A lo largo de la presente
solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacion inherente del error para

el dispositivo, empleandose el método para determinar el valor, o la variacidon que existe entre los sujetos de estudio.

Como se usa en la presente memoria descriptiva y la reivindicacion o las reivindicaciones, las palabras "que
comprende" (y cualquier forma de que comprende, tal como "comprender" y "comprende"), "que tiene" (y cualquier
forma de que tiene, tal como "tener" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, tal como "incluye" e
"incluir") o "que contiene" (y cualquier forma de que contiene, tal como "contiene" y "contener") son incluyentes o
abiertas y no excluyen elementos o etapas de métodos adicionales, no indicados.

La expresién "o combinaciones de los mismos" como se usa en el presente documento se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los articulos enumerados antes de la expresion. Por ejemplo, se entiende que
"A, B, C o combinaciones de los mismos" incluye al menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC o ABC, y si el orden es
importante en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con este
ejemplo, se incluyen expresamente combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas articulos o términos,
tales como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, y asi sucesivamente. El experto en la materia
entendera que tipicamente no hay limite al nimero de articulos o términos en ninguna combinacién, a no ser que
sea evidente de otro modo a partir del contexto.
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Thr

Thr

Asn

Ile

700

Ser

Gly

Serx

Pzo

Ser

180

Lys

Fhe

Ser

Ala

Met

860

Val

Pro

Asn

ile

685

Glu

Val

Ser

Gly

Ile

765

Asn

FPhe

Glu

Thr

Thr

845

Asn

Val

Thr

Asn

670

Gly

Phe

Lys

Ile

Ile

750

Lys

Ala

Ser

Asn

Pro

830

Pro

Val

Pro

Asn

655

Ser

Glu

Lys

Tyr

Val

735

Ile

Asn

Ala

Gly

Gly

815

Ala

Thr

Leu

Ile

Thr

Thr

Ile

Asn

Asp

720

Lys

Asn

Asn

Ser

Asn

800

Ile

Asp

Ile

Ile

Glu
880



Phe
Val
Ile
Lys
Glu
945
Ala
Ser
Asp
Pro
Pro
Met
Gly
Phe
Ala

Pro

Ser

Lys

Tyr

Val

Ile
930

Asn

Ala

Gly

Gly

Ser
1010

Ile
1025

Tyr
1040

Gly
1055

Gly
1070

Leu

1085

Leu
1100

Phe

Asn

Asp

Pro

915

Gln

Gly

Ser

Leu

Ser
995

Ala

Ala

Tryp

Glu

Tle

Glu

Ala

Leu

Val

Ser

900

Glu

Phe

Gly

Gly

Ile

980

Ile

Ile

Thr

Met

Val

Aszn

Leu

Asn

Fhe

FPro

885

Asn

Pro

Leu

Val

Ile

965

Asp

Val

Val

Pro

Asn

Val

Asn

Lys

Phe

Asn

ES 2536 900 T3

Pro

Ala

Leu

Phe

FPhe

950

Tyr

Asn

Val

Thx

Thr

Val

Val

Cys

Asn

Ser

Asp

FPhe Gly Ile Asn Asn Cys Asp Phe Lys Leu
890 895
Leu Glu Leu Lys Lys Val Glu Ala Gly Asp
905 910
Ala Asn Leu Ser Ser Asn Lys Ser Glu Gly
920 925
Asn Asp Ala Ser Gln Gly Ser Met Gln Ile
935 240
2la Lys Ile Thr Phe Lys Val Lys Ser Thr
955 960
Asn Ile Arg Lys Asp Ser Val Gly Ser Phe
970 - 275
Lys Met Thr Ser Ile Gly Pro Lys Phe Thr
985 950
Gly Thr Val Thr Pro Thr Ala Thr Ala Thr
1000 1005
Thr Ile Thr Pro Thr Ala Thr Thr Lys
1015 1020
Ile Lys Gly Thr Pro Thr BAla Thr Fro
1030 1035
Val JTle Gly Lys Met Asn Ala Glu Val
1045 1050
Pro Ile Glu Phe Asn Asn Val Pro Ser
1060 1065
Asp Phe Lys Leu Val Tyr Asp Ala Thr
1075 1080
Val Glu Ala Gly Asp Ile Ile Lys Thr
1090 1095
Asn Asn Lys Ser Glu Glu Gly Lys Ile
1105 : 1110
Ala Ser Gln Gly Ser Met Gln Ile Glu

34



Asn

Thr

Fhe

Fhe

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Gly

Glu

1115

Gly
1130

ARla
1145

Ser
1160

Thr
1175

Pro
1190

Fro
1205

Pro
1220

Pro
1235

Pro
1250

Pro
1265

Pro
1280

Pro
1255

Thr
1310

Lys
1325

FPhe
1340

Gly

Thr

Gly

Asn

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Pro

Met

Lys

Val

Gly

Leu

Gly

Val

Ala

Ala

Ala

Ala

Val

Ala

hLla

Thr

Asn

Asn

Fhe

Val

Lys

Ser

Asn

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

ala

ala

Val

ES 2536 900 T3

Ala

Tyr

Asp

Ile

Ala

ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

ala

Thr

Glu

Pro

1120

Lys
1135

Asp
1150

Asn
1165

Thr
1180

Thr
1195

Thr
1210

Thr
1225

Thx
1240

Thr
1255

Thr
1270

Thr
1285

Lys
1300

Pro
1315

Val
1330

Ser
1345

Ile

Leu

Lys

Val

Pro

Fro

Pro

Pro

Pro

Pro

Fro

Pro

Met

Gly

Phe

35

Thr

Arg

Met

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

Fhe

Lys

Thr

Ala

Ala

Val

Val

Ala

Val

Asp

Ala

Ala

Trp

Glu

Iie

Lys

Asp

Ser

Thr

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Ile

Thr

Met

Val

Asn

1125

Val
1140

Leu
1155

Ile
1170

Ala
1185

Thr
1200

Ile
1215

Ile
1230

Thr
1245

Ile
1260

Ile
1275

Val
1290

Pro
1305

Asn
1320

Val
1335

Asn
1350

Lys

Val

Gly

Pro

Pro

Pro

Fro

Fro

Pro

Pro

Thr

Thr

Val

Val

Cys

Ser

Gly

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Ile

Val

Pro

Asp

Thr

Ser

Glu

Val

Val

Val

Val

Val

Val

Val

Ile

Lys

Ile

Ile

Fhe



Lys

Ala

Lys

Gln

Thr

Arg

Leu
1355

Gly
1370

Ser
1385

Gly
1400

Phe
1415

Lys

- 1430

Met

Ala

Ser

Gly

Pro

Ile

Ala

Lys

Glu

Thr
1445

Thr
1460

Val
1475

Thr
149Q

Gly
1505

Pro
1520

Thr
1535

Met
1550

Val
1565

Val

Asp

Glu

Ser

Lys

Asp

Ser

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Pro

Asn

Val

Tyr

Ile

Glu

Met

Val

Leu

Ile

Ala

Ile

Thr

Ala

Val

Thr

Val

Val

Asp

Ile

Gly

Gln

Lys

Ile

Gly

Pro

FPro

Pro

Thr

Thr

Val

Val

Pro
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Ala

Lys

Lys

Ile

Ser

Gly

Ala

Thr

Thr

Gly

Pro

Pro

Lys

Ile

Val

Thr
13690

Thr
1375

Ile
1390

Glu
1405

Thr
1420

Ser
1435

Glu
1450

Val
14465

Val
1480

Thr
1495

Thr
1510
Thr
1525

Gly
1540

Gly
1555

Glu
1570

Ala

Pro

Ser

Asn

Thr

Phe

Phe

Thr

Thr

"Ala

Glu

Ala

Thr

Arg

Phe

36

Leu

Leu

Fhe

Gly

Ala

Ser

Thr

Pro

Fro

Thr

Thr

Thr

Pro

Val

Lys

Glu

Ala

Leu

Gly

Ile

Gly

Asn

Thr

Thr

Prec

Ala

Ala

Thr

Asn

Asn

Leu

Asn

Phe

Val

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Ile

Val

Ile

Lys
1365

FPhe
1380

Asn
1395

Ser
1410

Val
1425

Lys
1440

Ser
1455

Thrx
1470

Thr
1485

Ala
1500

Pro
1515

Pro
1530

Lys
1545

Val
1560

Pro
1575

Asn

Ser

Asp

Ala

Tyr

Asp

Iie

Ala

Ala

Thr

Ser

Thr

Pro

Ala

Ala

Val

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

Thr

Thx

Thr

Ala

Val

Ala

Val

Gly

Ile

Glu

Asn

Ser

Ile

Ile

Lys

Val

Pro

Prc

Thr

Met

Thr

Tyr

Glu

Gly



Val

Glu

Ile

Leu

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu

Ile

Glu

Asn
1580

Val
1595

Asn
1610

Phe
1625

Ile
1640

Gly
1655

Leu
1670

Ser
1685

Thr
1700

Thr
1715

Thr
1730

Met
1745

Val
1760

Asn
1775

Leu
1720

Asn

Lys

Phe

Asn

Phe

Ile

Val

Ile

Gly

Ala

Ser

Asn

Val

Asn

Asp

Cys
Lys
Gly
Asp
Ala
?yr
Asp
Ser
Thr
Thr
Thr
Val
Val
Cys

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Asn

Asn

Lys

Val

Asn

Pro

Val

Ile

Pro

Asn

Ala
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Phe

Asp

Asn

Leu

Ile

Iie

Leu

Glu

Val

Ala

Lys

Ile

Val

Phe

Glu

Val
1585

Ala
1600

Asn
1615

Gln

Leu

Gly

Ser

Gly

1630

Thr
1645

Arg
1660

Val
1675

Ser
1690

Thr
1705

Ser
1720

Gly
1735

Gly
1750

Glu
1765

Ile
1780

Ala
1795

Phe

Lys

Pro

Ala

Pro

Thr

Thr

Lys

Phe

Leu

Gly

37

Glu

Glu

Asp

Arg

Lys

Asp

Ile

Lys

Thr

Thr

Pro

Val

Lys

Glu

Glu

Tyr

Ile

Glu

Met.

Val

Ser

Ser

Ser

Val

Preo

Thr

Asn

Asp

Tyr

Ile

Asp

Val

Gly

Glin

Lys

Val

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Val

Asp

Val

Ala
1590

Pro
1605

Lys
1620

Ile
1635

Ser
1650

Gly
1665

Glu
1680

Pro
1695

Ala
1710

Ala
1725

Thr
1740

Glu
1755

Pro
1770

Ala
1785

Pro
1800

Asn

Asp

Val

Ala

Ser

Ala

Phe

Thr

Thr

Thr

Pro

Ala

Ser

Ser

Val

Val

Ala

Tyr

Asn

Ala

Phe

Thr

Ala

Val

Pro

Leu

Ser

Ile

Ala

Pro

Leu

Leu

Phe

Asp

Ala

Ser

Asp

Thr

Thr

Thr

Tyr

Gly

Gly

Leu

Leu



Gly

Leu

Gly

Asp

Gly

Asp

Thr

Pro

Ile

Ser

Glu

Ala

Ile

Ala

Val

Trp

Asn
1805

Phe
1820

Ile
1835

Gly
1850

Len
1865

Gly
1880

Pro
1695

Thr
1510

Pro
1925

Val
1340

Pro
1955

Val
1970

Ile
1585

Thr
2000

Tyr
2015

Met

Fhe

Ser

Fhe

Thr

Ile

Ser

Asn

Ser

Thzx

Ala

Thr

Fhe

Thr

Asn

Asp

Ile

Ser

Asp

Ala

Tyr

Glu

Ile

Val

Asn

Ala

Thr

Ile

Ile

Tyr

Val

Ala

Gly

Ser

Gly

Lys

Tyr

Lys

Thr

Ala

Gln

Thrx

Ala

Val

Ser

Ser

Lys

Ala

Asn
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Asn

Thr

Ile

Ile

Lys

Val

Ser

Pro

Thry

Thr

Arg

Ser

Ile

Ile

Lys

Leu

Asn

1810

Gin
1825

Lys
1840

Arg
1855

Ile
1870

Arg
1885

Pro
19300

Ala
1915

Thr
1930

Fro

‘1945

Pro
1960

Asp
1975

Glu
1990

Ala
2005

Gly
2020

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

Ile

Ser

Thr

Gly

Ala

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ala

Ala

Val

38

Asp

Arg

Lys

Asp

Lys

Leu

Pro

Pro

Thr

Ala

Tyr

Ser

lys

Gln

Val

Gly

Glu

Met

Val

Ser

Ile

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Asn

Arg

Asn

Ile

Lys

Glu

Gly

Gln

Lys

Val

Gly

Fro

Lys

Pro

Thr

Pro

Lys

Tyr

Ile

Pro

Gly

Ser

Lys
1815

Ile
1830

Ser
1845

Gly
1860

Ala
1875

Thr
1890

Val
1205

Ile
1920

Pro
1935

Ile
1950

Asp
1965

Glu
1280

Gly
1995

Lys
2010

Ser
2025

Tyr

Ile

Val

Thr

Ala

Glu

Pro

Val

Thr

Thyr

Val

Ala

Glu

Lys

Phe

Glu

Thr

Tyx

Asn

Ala

Phe

Phe

Thr

Ala

Gly

Lys

Val

Asp

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

Fhe

Asp

Ser

Ser

Thr

Val

Glu

Thr

Ala

Val

Leu

Ser

Asn

Lys

Val

Glu



Tyx

Asp

Glu

Met

Ile

Thr

Thr

Lys

Ile

Ile

Leu

Lys

Leu

Ile

Arg

2030

Lys
2045

Asn
2060

Asn
2075

Leu
2090

Leu
2105

Arg
2120

Val
2135

His
2150

Fhe
2165

Thr
2180

Asn
2195

His
2210

Ile
2225

Thr
2240

Gly
2255

Val

Thr

Ile

Tyr

Gly

Ala

Lys

Trp

LyS

Arg

Asn

Trp

Gln

Arg

Preo

Lys

Val

Thr

Ser

Tyr

Glu

Asp

Ala

Gly

Ala

Ile

Ala

Gly

Ala

Leu

Val

Thr

Thr

Asn

Lys

Val

Gly

Leu

Ty

Glu

Ala

Lys

Tyr

Glu

Lys
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Asp

Ile

Gly

Arg

Asp

Ala

Ala

Lys

Lys

Leu

Pro

Asn

Ser

Val

Val

2035

Ser
2050

Ser
2085

Asn
2080

Phe
2095

Lys
2110

Ala
2125

Lys
2140

Tyr
2155

Asp
2170

Ser
2185

Ser
2200

Tyr
2215

Asp
2230

Val
2245

Lys
2260

Len

Ser

Asp

Thr

Thr

Met

Ser

Ile

Ser

Thr

Lys

Ile

Gly

Thr

Val

39

Thr

Asp

Asp

Pro

Phe

Phe

Ser

Glu

Thr

Val

Val

Glu

Ser

Met

Gly

Lys

Gln

Lys

Gly

Lys

Ala

Tyr

Ala

Phe

Ile

His

Glu

Phe

Ile

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

Pro

Arg

Lys

Val

His

Phe

Phe

Ile

Lys

Asn

Phe

2040

Glu
2055

Val
2070

Thr
2085

His
2100

Lys
2115

Ile
2130

Asp
2145

Thr
2160

Pro
2175

Asn
2190

Thr
2205

Tyr
2220

Pro
2235

Arg
2250

Pro
2265

Glu

Asp

Ile

Ser

Gln

Met

Val

Lys

Asn

Tyr

Asp

Arg

Asn

Met

Asp

Tyr

Ile

Arg

Ser

Asn

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

Ile

Phe

Asn

Leu

Val

Thr

Pro

Val

Tyr

Val

Leu

Asn

Gly

Pro

His

Asn

Lys

Asn

Tyr

Ser
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Pro Lys

2270 2275

His Lys
2285

Tyr Thr Arg Asp Glu
2290

Glu

<210> 2
<211> 1653
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 2

atggacctec
cccagatggg
teggtgaccc
tactggggct
tttagtggca
atgtccgaga
tattattgtg
ctggtctecyg
tccaggagea
gaaccggtga
gctgtectac
agecttgggea
gacaagagag
Jaagggggac
cggaccecty
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagqg

accatctcca

tgtgcaagaa
tcctgteceg
tgtccctcac
gggtccgteca
atatgtatta
actccttcta
cggcaggaca
tctctecage
cctccgagag
cggtgtcgty
agtcctcagg
cgaagaccta
ttgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtyg
acgtggatgyg
gcacgtaccy
agtacaagtg

aagccaaagqg

catgaagcac
getgcagetyg
ctgcactgtc
gcccccaggg
tagtccgtes
tctgaaattyg
cctegttaty
ttccaccaaqg
cacagécgcc
gaactcaggc
actctactce
cacctgcaac
atatggtecce
cctgttececce
cgtggtggty
cgtggaggty
tgtggtcagc
caaggtctce

gcagccecga

ctgtggttet
caggagtogy
tcgggtgact
aagggactcg
ctcaggagtc
gactctgtga
ggatttgggyg
ggcccatccg
ctgggctgcc
gccctgacca
ctcagcagcyg
gtagatcaca
ccatgcceac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtectcaccy
aacaaaggcc

gagccacagg

40

Tyr Trp Ala Tyr Gly &Asp Ile Glu Glu Ala

2280

Lys Asp Gly Ser Glu

2295

tectectget
gceccaggect
ccegtecgecag
agtggatagg
gagtgaccat
ccgcagcaga
cecactygggy
tcttceeccet
tggtcaagga
gceggcgtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cctgeccage
aggacactct
aggaagacace
agacaaagcc
tectgcacca
tccogtccte

tgtacaccct

ggtggcgget
gctgaagect
tagttcttat
gactatcaat
gtcggcagac
cacggecgte
acagggaaaa
ggcgcocctgo
ctacttocecce
caccttececy
gececctcocago
caccaaggtyg
acctgagttc
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggaggayg
ggactggcty
catcgagaaa

gcccccatec

Ser Arg Asn

Ile Leu Ile

&0
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
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caggaggaga
agcgacatcg
ccteeocegtge
agcaggtggce
cactacacac
gaagtactgt
ttaaaaagat
gcagatgtaa

ttgataaggy

<210> 3
<211> 524
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
aggaggggasa
agaagagcct
acggagatgt
atgttcttaa
atcgtgacygg

taatcgagaa

ES 2536 900 T3

ccaggtcage
ggagagcaat
cggctectte
tgtcttctca
ctcecectgtet
gaatgatgac
agcecgtcetea
aagagttaat

attaccaata

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 3

Afg Leu
1

Thr Leu

Ser

Tyr

Ile
50

Trp

Leu
65

Arg
Tyr Leu
Ala

Cys

Gly Lys

Gln Leu

Leu
20

Ser

Tyr
35

Trp

Gly Thr

Ser Arg

Lys Leu

85

Ala Gly

100

Leu Val

115

Gin

Thr

Gly

Ile

Val

Asp

His

Ser

Glu Ser

Cys Thr
Val

Trp

Phe
55

Asn

Thr
70

Met
Ser Val
Val

Leu

Val Ser

ctgacctgee tggtcaaagy cttctacccce

gggcagccgg agaacaacta caagaccacg

Ltcctetaca gcaggctaac cgtggacaag

tgctceegtga tgcatgagge tcectgcacaac

ctgggtaaag ctagcaattc tcctcaaaat

ggasaagtaa actccactga cttgactttg .

actctccctt cttccaaagce tgazaagaac

tccagtgatg tcacaatact ttcaagatat

taa

Gly Pro Gly Leu Leu Lys Pro Ser
10 15

Val Ser Gly Asp Ser Val Ala Ser

25 30

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

40 45

Ser Gly Asn Met Tyr Tyr Ser Pro

60
Ser Ala Asp Met Ser Glu Asn Ser
75

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
90 85

Met Gly Phe Gly Ala His Trp Gly

105 110
Pro Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
120 125

41

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1360
1620

1653

Val

Ser

Glu

Ser

FPhe

80

Tyr

Gln

Val



Phe

Leu
145

Trp

Leu-

Ser

Pro

Pro

225

FPhe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

2%0

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

Fhe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

355

Gly

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Fhe

Fro

vVal

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

" 245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr
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Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

AsSp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

42

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

170

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Glu

235

Len

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

Val

Val

Glu*

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Met

Gln

val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

Ser

Val

Fhe

Val

Yal

205

Lys

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Thr

Thr

Pro

‘Thr

190

Asp

Tyr

Fro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu,

Lys

Thr

350

Thr

Glu

AEla
Val
Ala
175%
Val
His
Gly
Ser
Arg
25%
Fro
Ala
Val
Tyr
Thr
335
Leu

Cys

Ser

&la

Jer

160

Val

Pro

Lys

Pro

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn



10

<210> 4

Gly

385

Asp

Trp

His

Ser

Gly

465

Lys

Val

Arg

<211> 1635
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

310

Gln

Gly

Gln

Asn

Asn

450

Lys

Ala

Asn

Tyr

Pro

Ser

Glu

His

435

Ser

val

Val

Arg

Leu
515

Glu

Fhe

Gly

420

Tyr

Pro

Asn

Ser

Asp

500

Ile

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Gln

Ser

Thr

485

Gly

Arg

ES 2536 900 T3

Asn

390

Leu

Val

Gln

Asn

Thr

470

Leu

Arg

Val

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

455

Asp

Pro

Val

Ile

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 4

Lys

Ser

Ser

Ser

440

Val

Leu

Ser

Asn

Glu
520

43

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Leu

Thr

Ser

Ser

505

Lys

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Tyr

Leu

Lys

490

Ser

Leu

Pro

395

Thr

Val

Leu

Gly

Leu

475

Ala

Asp

Fro

380

Pro

Val

Met

Ser

Asp

460

Lys

Glu

Val

Ile

Val
Asp
His
Leu
445
Val
Arg

Lys

Thr

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Asn

Tyr

Asn

Ile
510

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Asp

Val

Ala

435

Leu

Ser

400

Arg

Leu

Ala

Zsp

Leu

480

Asp

Ser



atgaaatgca
gttcagctge
tgcaaagctt
gaacagggece
ccgaagttce
cagctcagea

cctatggtta

gccaaaacga
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatatggtc
ttcectgttcc
tgcgtggtgy
ggcgtggagg
cgtgtyggtca
tgcaaggtet
gggcageecec
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctect
aatgtcttct
ctctcectgt
gtgaatgatg
aaagccegtct
ggaagagtta

aaattaccaa

<210>5
<211> 525
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gectgggtcat
agcagtctygg
ctggcttcaa
tggagcggat
agggcaaggc
gcectgacate

cgacggggtt

agggcccatc
ccectgggety
gcgcectgac
ccctcagcag
acgtagatca
ccecatgece
CCCCaaaace
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtoctcac
ccaacaaagqg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagec
tcttectcta
catgctccgt
ctetgggtaa
acggaaaagt
caactctcee
attccagtga

tataa

ES 2536 900 T3

cttcttcctg
ggctgagett
cattaatgac
tggatggatt
cagtataaca
tgaggacact

tgtttactgg

cgtcttecec
cctggtcaag
cagcggegty
cgtggtgacc
caagcccagc
accctgeocca
caaggacact
ccaggaagac
caagacraag
cgtcctgecac
cctecegtee
ggtgtacacc
cctagtcaaa
dgagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag
agctagcaat
aaactccact
ttcgtccaaa

tgtcacaata

atggcagtay
gtgaggccag
tactatatcc
gatcctgaca
gcagacacat

gococgtetatt

ggccaagdga

ctggecgeect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcccteca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatcet
coccgaggtec
cegegggagy
caggactggc
tccatcgaga
ctgeccceat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca
tctcctcaaa
gacttgactt
gctgaaaaga

ctttcaagat

44

ttacaggggt
gggccttagt
actqggtgaa
atggtaatac
ccoccaacac
actgtgctag

ctgtggtcac

gctecaggay
ccgaaccgygt
cggctgtect
gcagettggy
tggacaagay
tcgaaggggg
ceeggacece
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatcte
cccaggagga
ccagegacat
cgcctecegt
agagcaggtg
accactacac
atgaagtact
tgttaaaaag
acgcagatgt

atttgataag

caattcagag
caagttgtcce
gcagcggect
tatatatgac
agectaccety
aacccgatct

tgtctctgea

cacctccgag
gacggtgtcg
acagtccetca
cacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacy

gtacgtggat

cagcacgtac .

ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggactce
gcaégagggg
acagaagagc
gtacggagat
atatgttett
aaatcgtgac

ggtazatcgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

- 1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1635
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<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 5

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

Leu Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Asn Asp Tyr
20 25 30 :

45



Tyr

Gly

Gin

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

225

Val

Thr

Ile
Trp
50

Gly
Gln
Arg
Gly
Phe
130
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
2190
Pro

Phe

Pro

His

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Trp

Asp

Ala

Ser

Arg

100

Val

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Fhe

Val

260

Val

Pro

Ser

Ser

85

Ser

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

ES 2536 900 T3

Lys

Asp

Ile

70

Leu

Pro

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Met

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Lys

Val

Arg
40

Gly
Ala
Ser
Val
Ser
129
Ser
Asp
Thr
T;I{r
Lys
200
Asp
Ala

Pro

Val

Pro

Asn

Asp

Glu

Thr

105

Ala

Axg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Lys

Val
265

46

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gln

Ile

Ser

15

Thir

Gly

Lys

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

Val

Phe

235

Thr

Val

Gly

Tyr

60

Pro

Ala

Phe

Thr

Serxr

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Leu

45

Asp

Asn

Val

Val

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

Glu

Pro

Thr

Tyr

Tyr

119

Gly

Ser

Val

Phe

Val

120

Val

Lys

Gly

Ile

Glu
270

Arg

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro



Giu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Len

Ala

Asp

465

Leu

Asp

Ser

Val

Thr

290

val

Cys

Sek

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Ser

450

Gly

Lys

vVal

Arg

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

Asn

Lys

Ala

Asn

Tyr

Phe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu
420
His
Ser
Val
Val
Arg

500

Leun

Asn

Arg

Yal

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Preo

Asn

Ser

485

Asp

Ile

ES 2536 900 T3

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gln

Ser

470

Thr

Gly

Arg

Tyr
Glu
295
His
Lys
Gln
Met
Pro
375
Asn
Leu
Val
Gln
Asn
455
Thr
Leu

Arg

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

440

Glu

Asp

Pro

Val

Ile

47

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Val

Leu

Ser

Asn
505

‘Glu

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

Leu

Thr

Ser

490

Ser

Lys

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Tyr

Leu

475

Lys

Ser

Leu

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

460

Leu

Ala

Asp

Pro

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser

445

Asp

Lys

Glu

Val

Ile

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Leu

Val

Arg

Lys

Thr
510

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Asn

Tyr

Lsn

495

Ile

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Asp

Val

480

Ala

Leu
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515

<210>6
<211> 1638
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 6

520

48

525



atggaccecca
ttgtcgtacg
tcactttcac
tggatcecgge
agcactaact
aaccagttcet
gcaagatcta
gcagccaaaa
gagagcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacacct
tccaaatatg
gtettecctgt
acgtgegtgg
gatggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaatgtct
agoctetece

gatgtgaatyg

cttaaagcceyg

gacggaagag

gagaaattac

<210>7
<211> 521
<212> PRT
<213> Artificial

aaggcteccct
gagatgtgca
tcacctgcac
agtttccagg
acaacccate
tecctgcagtt
actatggttc
caaagggccc
cecgecetaggy
caggcgecct
actccctecag
gcaacgtaga
gtcccccaty
teceeccecaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctecaacaa
cccgagagcc
tcagecctgac
gcaatgggca
ccttecttect
tctecatgete
tgtctctggyg

atgacggaaa

tcteaactet
ttaattccag

caatataa

ES 2536 900 T3

ttcctggaga
gcttcaggag
tgtcactggc
aaacaaacty
tetgazaagt
gaattctgtg
ctttgcttce
atccgtctte
ctgcctggte
gaccagcgge
cagcegtggty
tcacaagccae
cececacectye
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtectg
aggecteecy
acaggtgtac
ctgectggtce
gcocggagaac
ctacagcagyg
cgtgatgecat
taaagctagc

agtaaactcé

ccocttettee

tgatgtcaca

<223> Péptido sintetizado quimicamente

atacttctgt
tcaggacctyg
tactccatca
daatggatgg
cgaatctcta
actactgagg
tggggccaag
ccectggeogce
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccect
agcaacacca
ccagcacctyg
actctcatga
gaccccgagqg
aagecgeggy
caccaggact
tectecateg
accctgcccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctaaccgtgg
gaggctctge
aattcteccte

actgacttga

aaagctgaaa

atactttcaa

49

ttctcteect
acctyggltgaa
ccagtggtta
gctacatact
tcactcgaga
acacagccac
ggactctggt
cctgctecag
tccccgaace
tccecggetgt
ccagcagctt
aggtggacaa
agttcgaagqg
tcteccecggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcceccagga
accccagcega
ccacgcctec
acaagagcag
acaaccacta
aaaatgaagt

ctttgttaaa

agaacgcaga

gatatttgat

ggcttttgag
accttcteag
tagctggcac
cttcagtggt
cacatccaag
atatttctgt
cactgtctet
gagcacctce
ggtgacggty
cctacagtcc
gggcacgaag
gagagttgag
gggaccatca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacyg
caaggagtac
ctccaaagcc
ggagatgacc
catecgeegty
cgtgcetggac
gtggcaggag
caéacagaag
actgtacgga

aagatatgtt

tgtaaatcgt

aagggtaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

15600

1560
1620

1638



<400> 7

Asp

1

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Val

Leu

Ser

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Leu

20

His

Ile

Ile

Asn

Asn

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Gln

Thr

Trp

Leu

Ser

Sexr

85

Tyr

Ala

Arg

Tyr

Ser
165

ES 2536 900 T3

Glu

Cys

Ile

Fhe

Ile

70

Val

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Ser

Lys

Thr

135

Pro

Val

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

50

Pro
Thr
25

Phe
Ser
hsp
Glu
Ala
105
Lys
Glu
Pro

Thr

Asp
10

Gly
Pro
Thr
Thr
Asp
Q0

Ser
Gly
Ser

Val

Phe
170

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

15

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Val
Ser
Asn
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Ala
140

Val

Ala

Lys

Ile

Lys

15

Asn

Asn

Thr

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro
Thr
30

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gly
110
Phe
Leu

Trp

Leu

Ser
15

Ser
Glu
Ser
Phe
Phe
95

Thr
Pro
Gly

Asn

Gln
175

Gln

Gly

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser



Ser

Leu

Thr

Fro

225

FPro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Gly

Lys

210

Fro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Ser

Thr

Lys

Fro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Aszsp

Lys

Ser
405

ES 2536 900 T3

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Arg

Ser
Thr
Val
215
FPhe
Thr
Val
Val
Ser
295
Leu
Ser
Pro
Gln
Ala
375

Thr

Leu

Ser

Cys

200

Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

51

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Fro

Val

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp
410

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

2ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Ser

130

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
415

Ser

Asn

Fro

FPhe

240

val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

400

Glu



10

Gly

Tyr

Pro

Asn

465

Ser

Asp

Ile

<210> 8
<211> 1623
<212> ADN

Asn

Thr

Gln

450

Ser

Thr

Gly

Arg

<213> Artificial

<220>

Val

Gln

435

Asn

Thr

Leu

Arg

Val
515

Phe
420

Lys

Glu

Asp

Pro

Val

500

Ile

Ser

Ser

Val

Leu

Ser

485

Asn

Glu

ES 2536 900 T3

Cys

Leu

Leu

Thr

4740

Ser

Ser

Lys

Ser

Ser

Tyr

455

Leu

Lys

Ser

Leu

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 8

Val

Leu

440

Gly

Leu

Ala

Asp

Pro
520

52

Met

425

Ser

Asp

Lys

Glu

Val

505

Ile

His

Leu

Val

Arg

Lys

490

Thr

Glu

Gly

Asn

Tyr

475

Asn

Ile

Ala

Lys

Asp

460

Val

Ala

Leu

Leu

Ala

445

Asp

Leu

Asp

Ser

His

430

Ser

Gly

Lys

Val

Arg
510

Asn

Asn

Lys

Ala

Asn

495

Tyr

His

Ser

Val

Val

480

Arg

Leu



atggaaaggc
gtccagette
tgcaaggectt
ggacagggtc
cagaagttca
caactgagca
agtgctatgg
ggcccatceg
ctgggetgec
gccctgacca
ctcagecagcy

gtagatcaca

ccatgeccac
ccaaaaccca
gacgtgagcec
cataatgcea
gtcctecaccy
aacaaaggce
gagccacagqg
ctgacctgee
gggcagcecgyg
ttcectetaca
tgctccgtga
ctgggtaaag
ggaaaagtaa
actctecctt
tccagtgaty

taa

<210>9
<211> 521
<212> PRT
<213> Artificial

actggatcett
agcagtctgg
ctggcetacac
tgg;atggat
aggacaadgc
gcctgacatc
actattgggg
tcttococeect
tggtcaagga
gcggegtgea
Lggtgaccgt

ageccagcaa

cctgecceage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tccecgtecte
tgtacaccct
tggtcaaagyg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
ctagcaattc
actccactga
cttcecaaage

tcacaatact
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tetetteety
ggctgagectyg
ctttactacc
tggatacatt
caccttgact
tgaggactct
tcagggaacc
ggcgcectge
ctacttcecce
caccttcecg
gcectecage

caccaaggtyg

acctgagtte
catgatctee
cgaggtccayg
gcgggaggad
ggactggcty
catcgagaaa
gccoccccatec
cttctaccee
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
tcctcaaaat
cttgactttg
tgaaaagaac

ttcaagatat

ttttecagtaa
gcaaaacctg
tactggatgce
aatcctatea
gcagacaaat
gcagtcectatt
tcagtcaccg
tccaggagcea
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggea

gacaagagag

gaagggggac
cggaccecty
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaadg
accatcteca
caggaggaga
agcgacatceg
cctecegtge
agcaggtggc
cactacacac
gaagtactgt
ttaaaaagat
gcagatgtaa

ttgataaggy

53

ctgcaggtgt
gggcctecagt
actgggtaaa
ctggttatac
cctcocageac
actgtgcaag
tcacctcage
cctecgagag
cggtgtegty
agtcctcagy
cgaagaccta

ttgagtccaa

catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagyg
tgaccaagaa
ccgtggagty
taggactcega
aggagggdaa
agaagagcct
acggagatgt
atgttcttaa
atcgtgacgy

taatcgagaa

ccactcccag
gaagatgtce
acagaggect
tgagtacaat
agcctacatg
agagggttta
caaaacaacqg
cacagccgec
gaactcaggc
actctactce
cacctgcaac

atatggtccc

cctgttecoe
cgtggtagtyg
cgtggaggty
tgtggtcagce
caaggtctce
gcagccaecga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectic
tgtcttctca
ctceccectgtet
gaatgatgac
agccgtctca
aagagttaat

attaccaata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

980

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1623



<220>

ES 2536 900 T3

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 9

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys
65

Val

Val

Met

Tyr

50

Asp

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu Gln
5

Met Ser

20

Trp Val

Lsn Pro

Ala Thr

Gln

Cys

Lys

Ile

Leu
70

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

54

Ala

Ser

23

Pro

Tyr

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Leu

Tyr

Gln

Glu

Ser
75

Ala

Thr

Gly

Tyr

&0

Ser

Lys

Phe

Leu

45

hsn

Ser

Pro
Thr
30

Glu
Gln

Thr

Gly

15

Thr

Trp

Lys

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val
305

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Leu

Glu

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Ser

Gly

100

Thr

Ser

ASp

Thr

Tyr

180

Lys

Asp

Ala

Pro

vVal

260

Val

Gln

Gln

Ser

85

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Fro

Lys

245

Val

Asp

Phe

Asp
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Leu

Ser

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
310

Thr
Ala
Lys
Thr
135
Pro
Val
Ser
Thr
Val
215
Phe
Thr
Val
Val
Ser

235

Leu

Ser

Met

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

55

Glu

Asp

195

Thr

Glu

Pro

Thr

Val

185

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Asp
90

Tyr

Ser

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Ser

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
315

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Tyr

Gly

110

FPhe

Leu

Trp

Leu

Ser

130

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

"255

Gln

Lys

Leu

Lys

Cys

Ser

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Prc_>

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val
320



10

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Pro

Asn
465

Ser

Asp

Ile

<210> 10
<211>732
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

450

Ser

Thr

Gly

Arg

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

435

Asn

Thr

Leu

Arg

Val
515

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Glu

Asp

Pro

Val

500

Ile

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Val

Leu

Ser

485

Asn

Glu
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Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Arg

Cy¥s

Leu

Leu

Thr

470

Ser

Ser

Lys

Ser

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Tyr

455

Leu

Lys

Ser

Len

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 10

Ser

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu

4440

Gly

Leu

Ala

Asp

Pro
520

56

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Asp

Lys

Glu

Val

505

Ile

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Leu

Val

Arg

Lys

490

Thr

Lys

Thrx

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Asn

Tyr

475

Asn

Ile

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Asp

460

Val

Ala

Leu

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Ala

445

Asp

Leu

Asp

Ser

Ser
Pro
350
Val
Gly
Asp
Trp
His
430
Ser
Gly
Lys
Val

Arg
510

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Asn

Lys

Ala

Asn

495

Tyr

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

460

Glu

His

Ser

Val

Val

480

Arg

Leu
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atgcatcgeca ccagcatggg catcaagatg gagtcacaga ttcaggcatt tgtattcegtg 60
tttctctggt tgtctggtgt tggcggagac attgtgatga cccagtcotca caaattcatg 120

tccacatcag taggagacag ggtcagcegtc acctgcaagyg ccagtcagga tgtgacttcet 180

gctgtagccet ggtatcaaca aasaccaggg caatctcecta aactactgat ttactgggcea 240
tccaccegge acactggagt ccctgatege Ltcecacaggca gtggatctgg gacagattat 300
actctcacca tcagcagtgg gcaggctgaa gacctggcac tttattactg tcaccaatat 360

tatagegete ctoggacgtt cggtggaggc accaagctcg agatcaaacyg aactgtgget 420

gcaccatctg tettecatcectt cccgccatct gatgagcagt tgaaatctgg aactgeoctcet 480
gttgtgtgee tgetgaataa cttcectatceccce agagaggeca aagtacagtg gaaggtggat 540
aacgccctcoo aatcgggtaa cteccadggag agtgtcacadg agcaggacad caaggacagc 600
acctacagcc tcagcagcac cctgacgctg agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc 660
tatgcctygey aagtcaccca tcagggectyg agectcgccceg tcacaaagag cttcaacagg 720
Jggagagltgtt ag ) 732

<210> 11

<211> 214

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 11

57



Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 12
<211> 1644
<212> ADN
<213> Artificial

Ile

Arg

Ala

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Val

val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Val

Gln

Thr

Thr

Leu
85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2536 900 T3

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

bLsn

Ser

Ala

Gly
200

58

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Glin
90

Ilie

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Thr

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser
Thr
30

Leu
FPhe

Gly

Ala

Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys
190

Thr

Val

15

Ser

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Ala

Ser

Glu

‘Ser

Leu
175

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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59

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente
<400> 12
atgggatggt catgtatcat ccttttitcta gtagcaactg caactggagt acattcacayg 60
gtccaactge agcagcctgg ggctgagetg gtgaggectg ggacttcagt gaagttgtece 120
tgcaaggctt ctggttacat ctttaccage tactggatge actgggtaaa gcagaggect 180
ggacaaggcece ttgagtggat cggactgatt gatccttctg atagttatag taagtacaat 240
caaaagttca agggcaaggc cacattgact gtagacacat cctccagcac agcecctacatg 300
cagctcagca gcctgacatc tgaggactct goggtcetatt actgtgcaag aggggagctc 360
agtgacttct ggggccaagg caccactctce acagtctect cagceccaaaac aacaccccca 420
tcagtctatc cactggcecee tgggtgtgga gatacaactg gttcectetgt gactctggga 4180
tgcctggtca agggctactt ccctgagtca gtgactgtga cttggaactc tggatcectg 540
tccagecagtyg tgcacacctt ccecagetcete ctgcagtectg gactctacac tatgagcage 600
tcagtgactg tcccctccag cacctggeca agtcagaceg tcacctgcag cgttgetcac 660
ccagccagca gcaccacggt ggacaaaaaa cttgagccca gegggeccat ttcaacaatce 720
aacccctgtce ctccatgcaa ggagtgtcac aaatgcccag ctectaacct cgagggtgga 780
ccatccgtet tcatettecoe tecaaatatce aaggatgtac tcatgatcte cctgacacce 840
aaggtcadgt gtgtggtggt ggatgtgagc gaggatgace cagacgtbccg gatcagctgg 900
tttgtgaaca acgtggaagt acacacagct cagacacaaa cccatagaga ggattacaac 960
agtactatcc gggtggtcag tgccctcccc atccagcacc aggactggat gagtggcaag 1020
gagttcaaat gcaaggtcaa caacaaagac ctcccatcac ccatcgagag aaccatctca 1080
aaaattaaag ggctagtcag agctccacaa gtatacatcet tgccgcecacce agcagagcag 1140
ftgtccagga aagatgtcag tctcacttyge ctggtegtgy gettcaacee tggagacatc 1200
agtgtggagt ggaccagcaa tygggcataca gaggagaact acaaggacac cgcaccagte 1260
ctggactetg acggttctta c£tcatatac agcaagctcyg atataaaaac aagcaagtgyg 1320
gagaaaacag attccttctec atgcaacgtg. agacacgagg gtctgaaaaa ttactacctg 1380
aagaagacca tctecccggte tccggétaaa gctagcaatt ctcctcaaaa tgaagtactg 1440
tacggagatyg tgaatgatga cggaaaagta aactccactg acttgacttt gttaaaaaga 1500
tatgttctta aageccgtcecte aactctgcct tcecttccaaag ctgaaaagaa cgcagatgta 1560
aatcgtgacg gaagagttaa ttccagtgat gtcacaatac tttcaagata tttgataagg 1620
gtaatcgaga aattaccaat ataa 1644
<210> 13



10

<211> 528
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2536 900 T3

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 13

Gln vVal

1

Ser Val

Trp Met

Gly Leu

Gln

Lys

His

35

Ile

Leu Gln
5

Leu Ser
20

Trp Val

Asp Pro

Gln Pro Gly Ala

Cys Lys Bla Ser
25

Lys Gln Arg Pro
40

Ser Asp Ser Tyr

60

Glu Leu

10

Gly Tyr

Gly Gln

Ser Lys

Val

Ile

Gly

Tyr

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Gly Thr

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe



Lys

65

Met

Ala

Val

Gly

Lys

145

Leu

Tyr

Gln

Asp

Pro

225

Gly

Ile

Asp

His

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Cys

130

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

216

Pro

Pro

Ser

Asp

Thr
290

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Gly

Tyr

Ser

Met

Val

195

Lys

Cys

Ser

Leu

Pro

275

Ala

Ala

Ser

Glu

100

Ala

Asp

Phe

Ser

Ser

180

Thr

Leu

Lys

Val

Thr

Thr

Ser

85

Leu

Lys

Thr

Pro

Val

165

Ser

Cys

Glu

Glu

Phe

245

Pro

260

Asp

Gln

Val

Thr
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Leu
70

Leu
Ser
Thr
Thr
Glu
150
His
Ser
Ser
Pro
Cys
230
Ile
Lys

Arg

Gln

55

Thr

Thr

Asp

Thr

Gly

135

Ser

Thr

Val

Val

Ser

215

His

Fhe

Val

Ile

Thr
295

Val

Ser

Phe

Pro

120

Ser

val

Phe

Thr

Ala

200

Gly

Lys

Pro

Thr

Ser

280

His

61

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

185

His

Pro

Cys

Pro

Cys

265

Trp

Arg

Thr

Asp

90

Gly

Ser

Val

Val

Ala

170

Pro

Pro

Ile

Pro

Asn

250

Val

Phe

Glu

Ser

75

Ser

Gln

Val

Thr

Thr

155

Leu

Ser

Ala

Ser

Ala

235

Ile

Val

Val

Asp

60

Ser

Ala

Gly

Tyr

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Ser

Thr

220

Fro

Lys

Val

Asn

Tyr
300

Ser

Val

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

205

Ile

Asn

Asp

Asp

Asn

285

Asn

Thr

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

120

Thr

Asn

Leu

Val

Val

270

Val

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

175

Pro

Thr

Pro

Glu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Val
Ser
160
Leu
Ser
Val
Cys
Gly
240
Met
Glu

Val

Ile



Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Val

Lys

His

Pro

Val

465

Arg

Lys

Thr

<210> 14
<211> 2061
<212> ADN

Val

Glu

Arg

Tle

Thr

370

Thr

Leu

Thr

Glu

Gly

450

Asn

Tyr

Asn

Tle

<213> Artificial

<220>

Val

Phe

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Gly

435

Lys

Asp

Val

Ala

Leu
515

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Lys

420

Leu

Ala

Asp

Leu

Asp

500

Ser

Ala

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

Lys

Ser

Gly

Lys

485

Val

Arg
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Leu

310

Lys

Lys

Pro

vVal

His

390

Gly

Glu

Asn

Asn

Lys

470

Ala

Asn

Tyr

Pro

Val

Ile

Ala

Gly

375

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

455

val

Val

Arg

Leu

Ile

Asn

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Tyr

Thr

Tyr

440

Pro

Asn

Ser

Asp

Ile
520

62

Gln

Asn

Gly

345

Gln

Asn

Glu

Phe

Asp

425

Leu

Glin

Ser

Thr

Gly

505

Arg

His

Lys

330

Leu

Leu

Pro

Asn

Ile

410

Ser

Lys

Asn

Thr

Leu

490

Arg

Val

Gln

315

Asp

Val

Ser

Gly

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Glu

Asp

475

Pro

Val

Ile

Asp

Leu

Arg

Arg

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

460

Leu

Ser

Asn

Glu

Trp

Pro

Ala

Lys

365

Ile

Asp

Lys

Cys

Ile

445

Leu

Thr

Ser

Ser

Lys
525

Met

Ser

Pro

350

Asp

Ser

Thr

Leu

Asn

430

Ser

Tyr

Leu

Lys

Ser

510

Leu

Ser

Pro

335

Gln

Val

Val

Ala

Asp

415

Val

Arg

Gly

Leu

Ala

495

Asp

Pro

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Ile

Arg

Ser

Asp

Lys

480

Glu

Val

Ile
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<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

63

<400> 14
atggatccca aaggatcecct ttcocctggaga atacttctgt ttctetecet ggettttgag 60
ttgagctacg gactcgacga tctggatgeca gtaaggatta aagtggacac agtaaatgca 120
aaaccgggag acacagtaag aatacctgta agattcageg gtataccatce caagggaata 180
gcaaactgtg actttgtata cagctatgac ccgaatgtac ttgagataat agagatagaa 240
ccgggagaca taatagttga cccgaatect gacaagaget ttgatactge agtatatcct 300
gacagaaaga taatagtatt cctgtttgca gaagacagcg gaacaggagc gtatgcaata 360
actaaagacg gagtatttgc tacgatagta gcgaaagtaa aagaaggagc acctaacgga 420
cfcagtgtaa tcaaatttgt agaagtaggc ggatttgcga acaatgacct tgtagaacag 480
aagacacagt tctttgacgg tggagtaaal gttggagata caacagaacc tgcaacacct 540
acaacaccltyg taacaacacc gacaacaaca gatgatctég atgcactcga gatcatccca 600
gttgaggagy agaaccegga cttctggaac cgcgaggecag ccgaggecct gggtgcogec 660
aagaagctgc agcctgcaca gacagecgcc aagaacctca tcatettoct gggcgatggg 720
atgggggtgt ctacggtgac agctgecagyg atcectaaaayg ggcagaagaa ggacaaactyg 780
gggcctgagt tacccctgge catggaccgce ttcccatatg tggectotgte caagacatac 840
aatgtagaca aacatgtgcc agacagtgga gcocacagcca cggcctaccet gtgcggggte 900
aagggcaact tccagaccat tggcttgagt gcagecgcece getttaacca gtgcaacacy 860
acacgoggea acgaggtcat ctcogtgatg aatcgggcoca agaaagcagg gaagtcagtg 1020
ggagtggtaa ccaccacacg agtgcagcac gectogccag ceggcaccta cgceccacacyg 1080
gtgaaccgca actggtactc ggacgcecgac gtgcoctgoct cggeccgeca ggaggggtge 1140
caggacatcyg. ctacgcagcet catctccaac atggacattg acgtgatcct aggtggagge 1200
cgaaagtaca tgtttcgeat gggaacccca gaccctgagt acccagatga ctacagccaa 1260
ggtgggacca ggctggacgg gaagaatctyg gtgcaggaat ggctggogaa gocgccagggt 1320
geceggtacg tgtggaaccg cactgagcete atgcaggctt ccctggaccc gtctgtgacce 1380
catctcatgg gtctectttga gecctggagac atgaaatacyg agatccacceg agactcecaca 1440
ctggacccct cecctgatgga gatgacagag gotgecctge goctgetgag caggaaccco 1500
cgecggettcet tcctottcogt ggagggtggt cgeatcgace atggteatca tgaaagcagyg 1560
gcttaccggg cactgactga gacgatcatg ttcgacgacg ccattgagag ggcgggccag 1620
ctcaccageg aggaggacac getgageocte gtcactgcecg accactccca cgtettctee 1680
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ttcggagget

gacaggaagyg
ggcgeecgge
gecagtgeeec
cegcaggcgc
ttcgcecgect

caccatcacc

accccctgeg
cctacacggt
cggatgttac
tggacgaaga
accltggttca
gectggaace

atcaccattg

ES 2536 900 T3

agggagctcc
cctectatac
cgagagcgaqg
gacccacgca
cggegtgcag
ctacaccygce

a

atcttcgggce
ggaaacggte
agcgggagec
ggcgaggacy
gagcagacct

tgcgacctyyg

tggccecctgg
caggctatgt
ccgagtateg
tggcggtgtt
tcatagcgca

cgceccecege

caaggccegg

gctcaaggac -

gcagcagtcea
cgegegegyge
cgtcatggee

cggcaccacc

<210> 15
<211> 662
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 15

Leu

1

Lys

Ser

Val

Asn

65

Ile

Thr

Ala

Ala

Asp

Pro

Lys

Leu

S0

Pro

Val

Glu

Pro

Asn
1390

Asp

Gly

Gly

35

Glu

Thr

Phe

Asp

Asn

115

Asn

Leu

Asp

20

Ile

Ile

Lys

Leu

Gly

100

Gly

Asp

Asp

Thr

Ala

Ile

Ser

Phe

85

Val

Leu

Leu

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

10

Ala

Phe

Ser

Val

Val

Arg

Cys

Ile

55

Asp

Glu

Ala

Val

Glu
135

Arg

Ile

Asp

40

Glu

Thr

Asp

Thr

Ile

120

Gln

64

Ile
Pro
25

Phe
Pro
Ala
Ser
Ile
105

Lys

LYS

Lys

10

Val

Val

Gly

Val

Gly

Val

Phe

Thr

Val

Arg

Tyr

Giu

Tyr

75

Thr

Ala

Val

Gln

Asp

Phe

Ser

Leu

60

Pro

Gly

Lys

Glu

Phe
140

Thr

Ser

Tyx

45

Ile

Asp

Ala

Val

Val

125

Phe

Val

Gly

30

Asp

Val

Arg

Tyr

Lys

110

Gly

Asp

bLsn

15

Ile

Pro

Asp

Lys

Ala

95

Ser

Gly

Gly

1740
1800
1860
1920
198¢
2040

2061

Ala

Pro

Asn

Pro

Met

80

Ile

Gly

Phe

Gly



Val

145

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

225

Pro

Asn

Leu

Ala

Val

305

Thr

Val

Gln

Ile

Asn

Thr

Glu

Gly

Ile

210

Arg

Leu

Val

Cys

Arg

290

Met

Thr

Asn

Glu

Asp
370

Val

Pro

Glu

Ala

195

Ile

Ile

Ala

Asp

Gly

275

Phe

Asn

Arg

Arg

Gly

355

vVal

Gly

Thr

Glu

180

Ala

Fhe

Leu

Met

Lys

260

Val

Asn

Arg

Val

Asn

340

Cys

Ile

Asp

Thr

165

Asn

Lys

Leu

Lys

Asp

245

Hisz

Lys

Gln

Ala

Gln

325

Trp

Gln

Leu

ES 2536 900 T3

Thr

150

Thr

Pro

Lys

Gly

Gly

230

Arqg

Val

Gly

Cys

Lys

310

His

Tyr

Asp

Gly

Thr

Asp

Asp

Leu

Asp

215

Gln

Phe

Pro

Asn

aAsn

295

Lys

Ala

Ser

Ile

Gly
375

Glu

Asp

Phe

Gln

200

Gly

Lys

Pro

Asp

Phe

280

Thr

Ala

Ser

Asp

Pro
Leu
Trp
185
Pro
Met
Lys
Tyr
Ser
265
Gln
Thr
Gly

Pro

Ala

345

Ala
360

Gly

65

Thr

Arg

Ala

Asp

170

Asn

Ala

Gly

Asp

Val

250

Gly

Thr

Axrg

Lys

Ala

330

Asp

Gln

Lys

Thr

135

Ala

Arg

Gln

Val

Lys

235

Ala

Ala

Ile

Gly

Ser

315

Gly

Val

Leu

Tyr

Pro

Leu

Glu

Thr

Ser

220

Leu

Leu

Thr

Gly

Asn

300

Val

Thr

Pro

Ile

Met
380

Thx

Glu

Ala

Ala

205

Thr

Gly

Ser

Ala

Leu

285

Glu

Gly

Tyr

Ala

Ser

365

Phe

Thr

Ile

Ala

190

Ala

val

Pro

Lys

Thr

270

Ser

Val

Val

Ala

Ser

350

Asn

Arg

Pro

Ile

175

Glu

Lys

Thr

Glu

Thr

255

Ala

Ala

Ile

Val

His

335

Ala

Met

Met

Val

160

Pro

Ala

Asn

Ala

Leu

240

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

320

Thr

Arg

Asp

Gly



Thr
385

Leu

Ala

Pro

Tyr

Thr

465

Leu

Ala

Arg

Ala

Ser

545

Tyr

Gly

Arg

Asp

Val

Pro

Asp

Arg

Ser

Glu

450

Glu

Phe

Tyr

Ala

Asp

530

Ser

Thr

Ala

Gln

Val

610

Gln

Asp

Gly

Tyr

Val

435

Ile

Ala

Val

Arg

Gly

515

His

Ile

Val

Arg

Gln

595

ala

Glu

Pro

Lys

Val

420

Thr

His

Ala

Glu

Ala

500

Gln

Ser

Phe

Leu

Pro

580

Ser

Val

Gln

Glu

Asn

405

Trp

His

Arg

Leu

Gly

4835

Leu

Leu

His

Gly

Leu

565

Asp

Ala

Phe

Thr

ES 2536 900 T3

Tyr

3%0

Leu

Asn

Leu

Asp

Arg

470

Gly

Thr

Thr

Val

Leu

550

Tyr

Val

Val

Ala

Fhe

Fro

Val

Arg

Met

Ser

455

Leu

Arg

Glu

Ser

Fhe

535

Ala

Gly

Thr

Pro

Arg

615

Ile

Asp
Gln
Thr
Gly
440
Thr
Leu
Ile
Thr
Glu
520
Ser
Pro
Asn
Glu
Leu
600
Gly
Ala

66

Asp

Glu

Glu

425

Leu

Leu

Ser

Bsp

Ile

505

Glu

Fhe

Gly

Gly

Ser

585

Asp

Pro

His

Tyr

Trp

410

Leu

Phe

Asp

Arg

His

450

Met

Asp

Gly

Lys

Pro

570

Glu

Glu

Gln

Val

Ser

395

Lgu

Met

Glu

Pro

Asn

475

Gly

Fhe

Thr

Gly

Ala

555

Gly

Ser

Glu

Ala

Met

Gln

Ala

Gln

Fro

Ser

460

Pro

His

Asp

Leu

Tyr

540

Arg

Tyr

Gly

Thr

His

620

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

445

Len

Arg

His

Asp

Ser

525

Pro

Asp

Val

Ser

His

605

Leu

Phe

Gly
Arg
Ser
430
Asp
Met
Gly
Glu
Ala
510
Leu
Leu
Arg
Lau
Pro
580
Rla

Val

Rla

Thr Arg
400

Gln Gly
415

Leu Asp

Met Lys

Glu Met

Phe Phe

480

Ser Arg

495

Ile Glu

Val Thr

Arg Gly

Lys Ala

560

Lys Asp

575

Glu Tyr

Gly Glu

His Gly

Ala Cys
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625

ES 2536 900 T3

630

635

640

Leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro Ala Gly Thr Thr
645

His His His His His His

<210> 16
<211> 2556
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

660

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 16

atggatccca
ttgagctacg
aaaccgggaqg
gcaaactgty
ccgggagaat
gacagaaaga
actaaagacy
ctcagtgtaa
aagacacagt
acaacacctg
gacacagtaa
ccatccaagy
ataatagaga
actgcagtat
ggagcgtatyg
ggagcaccta
gaccttgtag
gaacctgcaa
ctecgagatca
gccectgggtyg

ttcctgggey

aaggatccct
gactcgacga
acacagtaag
actttgtata
tgatagttga
taatagtatt
gagtatttgc
tcaaatttgt
tctttgacgg
taacaacacc
atgcaaaace
gaatagcaaa
taaaaccggyg
atcctgacay
caataactaa
acggactcag
aacagaagac
cacctacaac
tcccagttga
ccgccaagaa

atgggatggg

ttcctggaga
tctggatgea
aatacctgta
cagctatgac
cccgaatect
cctgtttgea
tacgatagta
agaagtaggc
tggagtaaat
gacaacaaca
gggagacaca
ctgtgacttt
agaattgata
aaagatgata
agacggagta
tgtaatcaaa
acagttcttt
acctgtaaca
ggaggagaac
gctgcagect

ggtgtctacy

650

atacttctygt
gtaaggatta
agattcagcg
ccgaatgtéc
dgacaagagcet
gaagacagcg
gcgaaagtaa
ggatttgcga
gttggagata
gatgatctgg
gtaaatatac
gtatacagct
gttgacccga
gtattcctgt
tttgctacga
tttgtagaag
gacggtggag
acaccgacaa
ccggacttet
gcacagacag

gtgacagctg

67

ttetetecct
aagtggacac
gtataccatc
ttgagataat
ttgatactgce
gaacaggagc
aatccggage
ataatgacct
caacagaacc
atgcagtaag
ctgtaagatt
atgacccgaa
atcctaccaa
ttgcggaaga
tagtagcgaa
taggcggatt
taaatgttgg
caacagatga
ggaaccgcega
ccgccaagaa

ccaggatcct

655

ggcttttgag
agtaaatgca
caagggaata
agagataaaa
agtatatcct
gtatgcaata
acctaacgga
tgtagaacaqg
tgcaacacct
gattaaagtg
cagtggtata
tgtacttgag
gagctttgat
cagcggaaca
agtaaaagaa
tgcgaacaat
agatacaaca
tctggatgca
ggcagcegayg
cctecatcate

aaaagggcag

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

1020

1080

1140

1200

1260
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aagaaggaca
ctgtccaaga
tacctgtgeg
aaccagtgca
gcagggaagt
acctacgccc
cgccaggagyg
atcctaggtg
gatgactaca
gcgaagcgece
gacccgtctg
caccgagact
ctgagcagga
catcatgaaa
gagagggcgg
tcecacgtet
cctggcaagqg
tatgtgctca
tatcggcagc
gtgttcgege
gcgcacgtca

ccegoeggea

aactggggcc
catacaatgt
gggtcaaggy
acacgacacyg
cagtgggagt
acacggtgaa
ggtgccagga
gaggccgaaa
gccaaggtgy
agggtgcccyg
tgacccatct
ccacactgga
acceocegegyg
gcagggctta
gccagctcac
tctecttegy
ccocgggacag
aggacgygege
agtcagcagt
gcggeoccgca
tggccttege

ccacccacca

ES 2536 900 T3

tgagttaccc
agacaaacat
caacticcag
cggcaacgag
ggtaaccacc
ccgcaactgg
catcgctacg
gtacatgttt
gaccaggctg
gtacgtgtgg
catgggtete
ccectoocty
cticttecte
ccgggcactyg
cagcgaggay
aggctaccce
gaaggcctac
ceggceggat
gcccctggac
ggcgcacctg
cgcctgecty

tcaccatcac

<210> 17
<211> 826
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 17

ctggccatgg
gtgccagaca
accattgget
gtcatcteecg
acacgagtgc
tactcggacyg
cagctcatct
cgcatgggaa
dacgggaaga
aaccgcactyg
tttgagectyg
atggagatga
ttegtggagg
actgagacga
gacacgctga
ctgcgaggga
acggtectee
gttaccgaga
gaagagacce
gttcacggeyg
gagccctaca

cattga

accgcttecc
gtggagccac
tgagtgcage
tgatgaateg
agcacgcctc
ccgacgtygcee
ccaacatgga
ccccagaccec
atctgygtaca
agctcatgca
gagacatgaa
cagaggctgc
gtggtcgcat
tcatgttcga
gcctegtcac
getccatctt
tatacggaaa
gcgagagegy
acgcaggcega
tgcaggagca

ccgectgega

atatgtgget
agccacggec
cgeecgettt
ggccaagaaa
gccagccoggco
tgccteggee
cattgacgtg
tgagtaccca
ggaatggety
ggcttecetg

atacgagatc

cctgcgectyg

cgaccatggt
cgacgcocatt
tgcogaccac
cgggctggece
cggtecaggce
gagcecogay
ggacgtggcyg
gaccttcata

cctggcgeee

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2556

Leu Asp Leu Asp Ala Val Arg Ile Lys Val Asp Thr Val Asn Ala Lys

1 5

10

15

Pro Gly Asp Thr Val Arg Ile Pro Val Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ser

68



Lys

Leun

Pro

65

Val

Lys

Pro

Asn

Asn

145

Thr

Thr

Ser

Tyr

Ile

225

Ala

Gly

Glu

50

Asp

Phe

Asp

Asn

Asn

130

Val

Pro

Val

Gly

Asp

216

Val

Arg

Tyr

Ile

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Gly

Thr

Asn

Ile

195

Pro

Asp

Lys

2la

20

Ala

Ile

Ser

Phe

Val

100

Leu

Leu

Asp

Thr

Ala

180

Pro

Asn

Pro

Meat

Ile
260

BRsn

Glu

Phe

Ala

85

Phe

Ser

Val

Thr

Thr

165

Lys

Ser

Val

Asn

Ile

245

Thr

ES 2536 900 T3

Cys

Ile

Asp

70

Glu

Ala

Val

Glu

Thr

150

Asp

Pro

Lys

Leu

Pro

230

Val

Lys

Asp

Lys

55

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln

135

Glu

Asp

Gly

Gly

Glu

215

Thr

FPhe

Asp

Phe

40

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

120

Lys

Pro

Leun

Asp

Ile

200

Ile

Lys

Leu

Gly

69

25

Val

Gly

Val_

Gly

Val

105

Phe

Thr

Ala

Asp

Thr

185

Ala

Ile

Ser

FPhe

Val
265

Tyr
Glu
Tyr
Thr
90

Ala
Val
Gln
Thr
Ala
170
Val
Asn
Glu
Phe
Ala

250

Phe

Ser

Leu

Pro

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Fro

155

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

235

Glu

Ala

Tyr
Ile
60

Asp
Ala
Val
Val
Fhe
140
Thr
Arg
Ile
Asp
Lys
220
Thr

Asp

Thr

Asp

45

Val

Arg

YL

Lys

Gly

125

Asp

Thr

Ile

Pro

Fhe

205

Pro

Ala

Ser

Ile

30

Pro

Asp

Lys

Ala

Ser

110

Gly

Gly

Pro

Lys

Val

120

Val

Gly

Val

Gly

Val
270

Asn

Pro

Ile

Ile

95

Gly

FPhe

Gly

Val

Val

175

Arqg

Tyr

Glu

Tyr

Thr

255

Ala

Val
Asn
Ile
80

Thr
Ala
Ala
Val
Thr
160
Asp
Phe
Ser
Leu
Pro
240

Gly

Lys



Val

Val

Phe

305

Thr

Glu

Ala

Ala

Thr

385

Gly

Ser

Ala

Leu

Glu

465

Gly

Tyr

Lys

Gly

290

Asp

Thr

Ile

Ala

Ala

370

Val

Pro

Lys

Thr

Ser

450

Val

Val

Ala

Glu

275

Gly

Gly

Pro

Ile

Glu

355

Lys

Thr

Glu

Thr

Ala

435

Ala

Ile

Val

His

Gly

Phe

Gly

Val

Pro

340

Ala

&sn

Ala

Leu

Tyr

420

Tyr

Ala

Ser

Thr

Thr
500

Ala

Ala

Val

Thr

325

Val

Leu

Leu

Ala

Pro

405

Asn

Leu

Ala

Val

Thr

485

Val

ES 2536 900 T3

Pro

Asn

Asn

310

Thr

Glu

Gly

Ile

Arg

390

Leu

Val

Cys

Arg

Met

470

Thr

Asn

Asn

Asn

295

Val

Preo

Glu

Ala

Ile

375

Ile

Ala

Asp

Gly

Phe

455

Asn

Arg

Arg

Gly

280

Asp

Gly

Thr

Glu

Ala

360

Phe

Leu

Met

Lys

Val

440

Asn

Arg

Val

Asn

70

Leu

Leu

Asp

Thr

Asn

345

Lys

Leu

Lys

Asp

His

425

Lys

Gln

Ala

Gln

Trp
505

Ser

Val

Thr

Thr

330

Pro

Lys

Gly

Gly

Arg

410

Val

Gly

Cys

Lys

His

490

Tyr

Val

Glu

Thr

315

Asp

Asp

Leu

Asp

Gln

395

FPhe

Pro

Asn

Asn

Lys

475

Ala

Ser

Ile

Gln

300

Glu

Asp

Fhe

Gln

Gly

380

Lys

Pro

Asp

Fhe

Thr

460

Ala

Ser

Asp

Lys

285

Lys

Pro

Leu

Trp

Pro

365

Met

Lys

Tyr

Ser

Gln

445

Thr

Gly

Pro

Ala

Phe

Thr

Ala

Asp

Asn

350

Ala

Gly

Asp

Val

Gly

430

Thr

Arg

Lys

Ala

Asp
510

Val Glu

Gln Phe

Thr Pro
32¢

Ala Leu
335

Arg Glu

Gln Thr

Val Ser

Lys Leu
400

Ala Leu
415

Ala Thr

Ile Gly

Gly Asn

Ser Val
480

Gly Thr
495

val Pro



Ala

Ser

Phe

545

Gly

Lys

Ala

Gly

Leu

625

Arg

His

Asp

Ser

Pro

705

Asp

Val

Ser

Asn

530

Arg

Gly

Arg

Ser

Asp

610

Met

Gly

Glu

Ala

Leu

630

Leu

Arg

Leun

Ala

515

Met

Met

Thr

Gln

Leu

595

Met

Glu

Phe

Ser

Ile

675

Val

Arg

Lys

Lys

Arg

Asp

Gly

Arg

Gly

580

Asp

Lys

Met

Phe

Arg

660

Glu

Thr

Gly

Ala

Asp
740

Gln

Ile

Thr

Leu

565

Ala

Pro

Tyr

Thr

Leu

€45

Ala

Arg

Ala

Ser

Tyr

725

Gly

ES 2536 900 T3

Glu

Asp

Pro

550

Asp

Arg

Ser

Glu

Glu

630

Phe

Tyr

Ala

Asp

Ser

710

Thr

Ala

Gly

Val

535

Asp

Gly

Tyr

Val

Ile

615

Ala

Val

Arg

Gly

His

695

Ile

Val

Arg

Cys

520

Ile

Pro

Lys

Val

Thr

600

His

Ala

Glu

Ala

Gln

680

Ser

Phe

Leu

Pro

71

Gln

Leu

Glu

Asn

Trp

585

His

Arg

Leu

Gly

Leu

665

Leu

His

Gly

Leu

Asp
745

Asp

Gly

Tyr

Leu

570

Asn

Leu

Asp

Arg

Gly

650

Thr

Thr

Val

Leu

Tyr

730

Val

Ile

Gly

Pro

555

Val

Arg

Met

Ser

Leu

635

Arg

Gliu

Ser

FPhe

Ala

715

Gly

Thr

Ala

Gly

540

Asp

Gln

Thr

Gly

Thr

620

Leu

Ile

Thr

Glu

Ser

700

Pro

Asn

Glu

Thr

525

Arg

Asp

Glu

Glu

Leu

€05

Leu

Ser

Asp

Ile

Glu

685

Phe

Gly

Gly

Ser

Gln

Lys

Tyr

Trp

Leu

590

Phe

Asp

Arg

His

Met

670

Asp

Gly

Lys

Pro

Glu
750

Leu

Tyr

Ser

Leu

‘575

Met

Glu

Pro

Asn

Gly

655

Phe

Thr

Gly

Ala

Gly

735

Ser

Ile

Met

Gln

560

Ala

Gln

Pro

Ser

Pro

240

His

Asp

Leu

Tyr

Arg

720

Tyr

Gly



10

Ser

Bis

Leu
785

Phe

Ala

<210> 18
<211> 1326
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Pro

Ala

770

Val

Ala

Gly

Glu

755

Gly

His

Ala

Thr

Tyr

Glu

Gly

Cys

Thr
820

Arg

Asp

Val

Leu

805

His

ES 2536 900 T3

Gln

Val

Gln

720

Glu

His

Gln

2Ala

715

Glu

Pro

His

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 18

Ser

760

Val

Gln

Tyr

His

72

Ala

Phe

Thr

Thr

His
825

Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr
765

Ala Arg Gly Pro Gln Ala His
780

Phe Ile Ala His Val Met Ala
795 800

Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro
810 815

His



10

atggatccca
ttgagctacg
aaaccgggayg
gcaaactgtyg
cecgggagaca
gacagaaaga
actaaagacg
ctcagtgtaa
aagacacagt
acaacacctg
atcectgtctce
cttgtggect
ctcacagctg
tttcatecctyg
tacgatatga

ctcatgctgc

ctgcccaccce
gaaccagagyg
aatgacgtgt
cgctggacag
ggtgtgetic
tcecetgtaca

cectga

aaggatccct
gacitcgacga
acacagtaag
actttgtata
taatagttga
taatagtatt
gagtatttgce
tcaaatttgt
tctttgacgg
taacaacacc
ggattgtggg
ctegtggcag
cccactgcat
aagacacagyg
gcctectgaa

tecegectgte

aggagccagce
agttcttgac
gcgcgcaadt
ggggcaaaaqg
aaggtatcac

ccaaggtgat

ES 2536 900 T3

ttcetggaga
tctggatgca
aatacctgta
cagctatgac
cccgaatcct
cctgttigeca
tacgatagta
agaagtagge
tggagtaaat
gacaacaaca
aggctgggag
ggcagtctge
caggaacaaa
ccaggtattt
gaatcgattc

agagcctgce

actggggace
cccaaagaaa
tcaccctecag
cacctgctcyg
gtcatgggae

gcattaccgyg

atacttetgt
gtazaggatta
agattcagcg
ccgaatgtac
gacaagagct
gaagacagcg
gcJgaaagtaa
ggatttgega
gttggagata
gatgatctygyg
tgcgagaage
ggcggtgtte
agcgtgatct
caggtcagec
ctcaggccag

gagctcacygy

acctgctacyg
cttcagtgfg
aaggtgacca
ggtgattctg
agtgaaccat

aagtggatca

<210> 19
<211> 417
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 19

73

ttcteocteoct
aagtggacac
gtataccatc
ttgagataat
ttgatactgc
gaacaggagc
aagaaggagc
acaatgacct
caacagaacc
atgcactcga
attcccaacc
tggtgcacce
tgctgggtcg
acagcttcce
gtgatgactc

atgctgtgaa

cctecaggetyg
tggacctcca
agttcatget
ggggcccact
gtgcecctgcc

aggacaccat

ggcttttgag
agtaaatgca
caagggaata
agagatagaa
agtatatcct
gtatgcaata
acctaacgga
tgtagaacaqg
tgcaacacct
ggcgecccte
ctggcaggty
ccagtgggte
gcacagcctyg
acacccgcte
cagccacgac

ggtcatggac

gggcageatt
tgttatttce
gtgtgctgga
tgtctgtaat
cgaaaggcct

cgtggecaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1326



Leu

Lys

Ser

Val

Asn

65

Ile

Thr

Ala

Ala

Asp

Pro

Lys

Leu

50

Pro

Val

Glu

Pro

Asn
130

Asp

Gly

Gly

33

Glu

Thr

Phe

Asp

Asn

115

Asn

Leu

Asp

20

Ile

Ile

Lys

Leu

Gly

100

Gly

Asp

Asp

Thr

Ala

Ile

Ser

Phe

85

Val

Leu

Leu

ES 2536 900 T3

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

70

Ala

Fhe

Ser

Val

Val

Arg

Cys

Ile

55

Asp

Glu

Ala

val

Glu
135

Arg

Ile

Asp

40

Glu

Thr

Asp

Thr

Ile

120

Gln

74

Ile

Pro

25

Fhe

Prc

Ala

Ser

Ile

105

Lys

Lys

Lys

10

Val

Val

Gly

Val

Gly

Val

Phe

Thr

Val

Arg

Tyr

Glu

Tyrx

75

Thr

Ala

val

Gln

Asp

Phe

Ser

Leu

60

Pro

Gly

Lys

Glu

Phe
140

Thr

Ser

Tyr

45

Ile

Asp

Ala

Val

Val

125

Phe

Val

Gly

Asp

val

Arg

Tyr

Lys

110

Gly

Asp

Asn
i35

Ile
Pro
Asp
Lys
Ala
95

Ser
Giy

Gly

Ala

Pro

Asn

Pro

Met

80

Ile

Gly

Fhe

Gly



Val

145

Thr

Ile

Fro

Val

Asn

225

Asp

Tyr

Ser

Thr

Gly

305

Phe

Asn

Leu

Ser

Trp

Asn

Thr

Leu

Trp

Leu

210

Lys

Thr

Asp

Ser

Asp

280

Thr

Leu

Asp

Cys

Gly

370

Gly

Val

Pro

Ser

Gln

125

Val

Ser

Gly

Met

His

275

Ala

Thr

Thr

Val

Ala

355

Gly

Ser

Gly

Thr

Arg

180

val

His

Val

Gln

Ser

260

Asp

Val

Cys

Pro

Cys

340

Gly

Pro

Glu

Asp

Thr

165

Ile

Leu

Pro

Ile

Val

245

Leu

Leu

Lys

Tyr

Lys

325

Ala

Arg

Leu

Fro

ES 2536 900 T3

Thr
150
Thr
Val
Val
Gln
Leu
230
Fhe
Leu
Met
Val
Ala
310
Lys
Gln
TEp

Val

Cys

Thr

Asp

Gly

Ala

Trp

215

Leu

Gln

Lys

Leu

Met

295

Ser

Leu

Val

Thr

Cys

375

Ala

Glu

Asp

Gly

Ser

200

Val

Gly

Val

Lsn

Leu

280

Asp

Gly

Gln

His

Gly

360

Asn

Leu

75

Pro

Leu

Trp

185

Arg

Leu

Arg

Ser

Arg

265

Arg

Leu

Trp:

Cys

Pro

345

Gly

Gly

Pro

Bla
Asp
170
Glu
Gly
Thr
His
His
250
Phe
Leu
Pro
Gly
Val
330
Gln
Lys

Val

Glu

Thr

155

Ala

Cys

Arqg

Ala

Ser

235

Ser

Leu

Ser

Thr

Ser

315

Asp

Lys

Ser

Leu

Arg

Pro

Leu

Glu

Ala

Ala

220

Leu

Phe

Arg

Glu

Gln

300

Ile

Leu

Val

Thr

Gln

380

Pro

Thr

Glu

Lys

Val

205

His

Phe

Fro

Pro

Pro

285

Glu

Glu

His

Thr

Cys

365

Gly

Ser

Thr
Ala
His
130
Cys
Cys
His
His
Gly
270
Ala
Pro
Pro
Val
Lys
350
Ser

Ile

Leu

Pro
Pro
175
Ser
Gly
Ile
Pro
Pro
255
Asp
Glu
Ala
Glu
Ile
335
Phe
Gly
Thr

Tyr

Val

160

Leu

Gln

Gly

Arg

Glu

240

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

320

Ser

Met

Asp

Ser

Thr



10

ES 2536 900 T3

385 390 395 400

Lys Val Val His Tyr Arg Lys Trp Ile Lys Asp Thr Ile Val Ala Asn
405 410 415

Pro

<210> 20
<211> 1554
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 20

76



10

atggatccca
ttgagctacg
aaaccgggag
gcaaactgtg
ccgggagaca
gacagaaaga
actaaagacg
ctcagtgtaa
aagacacagt
acaacacctg
tgeattggtt
gttactgtta
ctagatggaqg
aacccaatgt
aatccagtca
'ctattgagca
agtcatgaag
ttcagaaatg
tacaataata
gcggcagagc

acactaaacc

dgaaddatgy
aatggaaatt
attatgazaa
gcgataaact

aaatatgtga

<210> 21
<211> 493
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

aaggatcect
gactcgacga
acacagtaag
actttgtata
taatagttga
taatagtatt
gagtatttgc
tcaaatttgt
tctttgacgg
taacaacacc
accatgcaaa
cacatgccca
tgaagectct
gtgacgaatt
atgacctctyg
gaataaacca
cctecattagg
tggtatggct
ccaaccaaga
agacaaagct

agagattggt

agttcttctg
tcattgctcc
gtgaattgga
ctagcatgec

aatcaaacag

ES 2536 900 T3

ttecctggaga
tctggatgca
aatacctgta
cagctatgac
ccecgaatect
cctgtttgea
tacgatagta
agaagtaggc
tggagtaaat
gacaacaaca
caactcgaca
agacatactyg
aattttgaga
catcaatgty
ttacccaggy
ttttgagaaa
ggtgagctca
tatcaaaaag
agatcttttg
ctatcaaaac

accaagaata

gacaatttta
agaatatgca
atatggtaac
attccacaat

attagtectt

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 21

atacttctgt
gtaaggatta
agattcagcg
ccgaatgtac
gacaagagct
gaagacagcg
gcgaaagtaa
ggatttgcga
gttggagata
gatgatctgg
gagcaggttyg
gaaaagaaac
gattgtagcyg
ceggaatggt
gatttcaatg
attcagatca
gcatgtccat
aacagtacat
gtactgtggg
ccaaccacct

gctactagat

aagccgaatyg
tacaaaattyg
tgcaacacca
atacaccctc

gecgcaccatc

77

ttctetecet
aagtggacac
gtataccatc
ttgagataat
ttgatactgc
gaacaggagce
aagaaggagc
acaatgacct
caacagaacc
atgcactcga
acacaataat
acaacgggaa
tagctggatyg
cttacatagt
actatgaaaa
tccccaaaag
accaggdaaa
acccaacaat
ggattcacca
atatttcogt

ccaaagtaaa

atgcaatcaa
tcaagaaagyg
agtgtcaaac
tcaccattgg

accatcacca

ggctittgag
agtaaatgca
caagggaata
agagatagaa
agtatatcct
gtatgcaata
acctaacgga
tgtagaacag
tgcaacacct
ggatcagatt
ggaaaagaac
gctetgegat
gctectegga
ggagaaggcc
attgaaacac
ttcttggtcce
gtcctecttt
aaagaggagc
tcctaatgat
tgggacatca

cgggcaaagt

cttcgagagt
ggactcaaca
tccaatgggyg
ggaatgcccc

ttga

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
849
900
960

1020
1080
1140
1200

1280

1320
1380
1440
1500

1554



Leu

Lys

Ser

Val

Asn

65

Ile

Thr

Ala

Ala

Val
145

Asp

Pro

Lys

Leu

50

Pro

Val

Glu

Pro

Asn

13¢

Asn

Asp

Gly

Gly

Glu

Thr

Phe

Asp

Asn

115

Asn

Val

Leu

Asp

20

Ile

Ile

Lys

Leu

Gly

100

Gly

Asp

Gly

Asp

Thr

Ala

Ile

Ser

Phe

85

Val

Leu

Leu

Asp

ES 2536 900 T3

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

70

Ala

FPhe

Ser

Val

Thr
150

Val

Arg

Cys

Ile

55

Asp

Glu

Ala

Val

Glu

135

Thr

Arg

Ile

Asp

40

Glu

Thr

Asp

Thr

Ile

120

Gln

Glu

78

Ile

Prc

25

Phe

Pro

Ala

Ser

Ile

105

Lys

Lys

Pro

Lys

10

Val

Val

Gly

Val

Gly

Val

Phe

Thr

Ala

Val

Arg

Tyr

Glu

Tyr

75

Thx

Ala

Val

Gln

Thr
155

Asp

Phe

Ser

Leu

60

Pro

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Prc

Thx

Ser

Tyr

45

Ile

Asp

Ala

Val

val

125

FPhe

Thr

Val

Gly

30

Asp

Val

Arg

Tyxr

Lys

110

Gly

Asp

Thr

Asn

15

Ile

Pro

Asp

Lys

Ala

95

Ser

Gly

Gly

Pro

Ala

Pro

Asn

Pro

Met

80

Ile

Gly

Phe

Gly

Val
160



Thr

Cys

Met

Lys

Leu

225

Asp

Lzsn

Lys

Ile

Ser

305

Val

Tyr

His

Thr

Arg
385

Thr

Ile

Glu

His

210

Arg

Glu

Preo

Leu

Ile

290

Ser

Trp

Asn

Pro

Tyr

370

Ile

Pro

Gly

Lys

125

Asn

Asp

Phe

Val

Lys

275

Pro

Ala

Leu

Asn

Asn

355

Ile

Ala

Thr
Tyr
180
Asn
Gly
Cys
Ile
Asn
260
His
Lys
Cys
Ile
Thr
340
Asp

Ser

Thr

Thr

165

His

Val

Lys

Ser

Asn

245

Asp

Leu

Ser

Pro

Lys

325

Asn

Ala

Val

Arg

ES 2536 900 T3

Thr

Ala

Thr

Leu

Val

230

Val

Leu

Leu

Ser

Tyr

310

Lys

Gln

Ala

Gly

Ser
390

Asp

Asn

Val

Cys

215

Ala

Pro

Cys

Ser

Trp

295

Gln

Asn

Glu

Glu

Thr

375

Lys

Asp

Asn

Thr

200

Asp

Gly

Glu

Tyr

Arg

280

Ser

Gly

Ser

Asp

Gln

360

Ser

Val

79

Leu

Ser

185

His

Leu

Trp

Trp

Pro

265

Ile

Ser

Lys

Thr

Leu

345

Thr

Thr

Asn

Asp

170

Thr

Ala

Asp

Leu

Ser

250

Gly

Asn

His

Ser

Tyr

330

Leu

Lys

Leu

Gly

Ala

Glu

Gln

Gly

Leu

235

Tyr

Asp

His

Glu

Ser

315

Pro

Val

Leu

Asn

Gln
395

Leu

Gln

Asp

Val

220

Gly

Ile

Phe

Phe

Ala

300

Phe

Thr

Leu

Tyr

Gln

380

Ser

Glu

Val

Ile

205

Lys

Asn

Val

Asn

Glu

285

Ser

Phe

Ile

Trp

Gln

365

Arg

Gly

Asp

Asp

150

Leu

Pro

Pro

Glu

Asp

270

Lys

Leu

Arg

Lys

Gly

350

Asn

Leu

Arg

Gln
175
Thr
Glu
Leu
Met
Lys
255
Tyr
Ile
Gly
Asn
Arg
335
Ile
Pro

Val

Met

Ile

Ile

Lys

Ile

Cys

240

Ala

Glu

Gln

Val

Val

320

Ser

His

Thr

Pro

Glu
400



10

Fhe

Asn

Gly

Thr

His
465

Ser

<210> 22
<211> 1293
<212> ADN

Phe

Gly

Asp

Lys

450

Asn

Asn

<213> Artificial

<220>

Trp

bLsn

Ser

435

Cys

Ile

Arg

Thr

Fhe

420

Thr

Gln

His

Leu

Ile

405

Ile

Ile

Thr

Pro

Val
4185

ES 2536 900 T3

Leu

Ala

Met

Pro

Leu

470

Leu

Lys

Pro

Lys

Met

455

Thr

Ala

<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 22

Pro

Glu

Ser

440

Gly

Ile

His

80

Asn

Tyr

425

Glu

Ala

Gly

His

Asp

410

Ala

Leu

Ile

Glu

His
490

Ala

Tyr

Glu

Asn

Cys

475

His

Ile

Lys

Tyr

Ser

460

Pro

His

Asn

Ile

Gly

445

Ser

Lys

His

Phe

Val

430

Asn

Met

Tyr

Glu

415

Lys

Cvys

Pro

Val

Ser

Lys

Asn

Phe

Lys
480



10

atggatctgg
gtaaatatac
gtatacagct
gttgacccgé
gtattcctgt
tttgctacga
tttgtagaag
gacggtggag
acaccgacaa
gttctctcta
gtctttgcag
atcctgteac
gagcggggac

aataacatgg

ggggccaaag
atatacaaca
tgtgaacaga
ccactaatca
caaatggctyg
caaatggtgc
gatgatcttc

ttcaagctcg

<210> 23
<211> 430
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

atgcagtaag
ctgtaagatt
atgacccgaa
atcctaccaa
ttgeggaaga
tagtagcgaa
taggcggatt
taaatgttgg
caacagatga
tcatccegtce
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag

acaaagcagt

aaatagcact
ggatgggggc
ttgctgacte
gacatgagaa
gatcgagtga
aggcgatgag
ttgazaattt

dagcaccacca

ES 2536 900 T3

gattaaagtg
cagtggtata
tgtacttgag
gagctttgat
cagcggaaca
agtaaaagaa
tgcgaacaat
égatacaaca
tctggatgca
aggcecccctc
cgatcttgag
ggggatttta
acgctttgtc

taaactgtat

cagttattct
tgtgaccact
ccagcatcgg
cagaatggtt
gtaagcagca
aaccattggg
gcaggcttac

ccaccaccac

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 23

gacacagtaa
ccatccaagg
ataatagaga
actgcagtat
ggagcgtatg
ggagcaccta
gaccttgtag
gaacctgcaa
gctagectte
aaagccgaga
gttctcatgg
ggatttgtgt
caaaatgctc

aggaagctta

gctggtgcac
gaagtggcat
tctecatagge
ctagccagca
gaggccatgyg
actcatccta
cagaaacgga

tga

81

atgcaaaacc
gaatagcaaa
taaaaccggqg
atcctgacag
caataactaa
acgggctcag
aacagaagac
cacctacaac
taaccgaggt
tcgcacagag
aatggctaaa
tcacgctcac
ttaatgggaa

agagggagat

ttgccagttg
ttggcctggt
aaatggtgac
ctacagctaa
atattgctag
gctccagtgce

tgggggtgca

gggagacaca
ctgtgacttt
agaattgata
aaagatgata
agacggagta
tgtaatcaaa
acagticttt
acctgtaaca
cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgceccagt
cggagatcca

aacattccat

tatgggcctc
atgcgcaacc
aacaaccaat
ggctatggag
tcaggccagg
tggtctaaaa

gatgcagcga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1293



Met

Pro

Lys

Leu

Pro

653

Val

Lys

Pro

Asn

Asp

Gly

Gly

Glu

50

Thr

Phe

Asp

Asn

Asn
130

Leu

Asp

Ile

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Asp

Thr

20

Ala

Ile

Ser

Phe

Val

100

Leu

Leu

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

Ala

85

Phe

Ser

Val

ES 2536 900 T3

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

70

Glu

Ala

Val

Glu

Arg

Ile

Asp

Lys

55

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln
135

Ile

Pro

Phe

40

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

120

Lys

82

Lys

Yal

25

Val

Gly

Val

Gly

Val

105

Phe

Thr

Val

10

Arg

Tyr

Glu

Tyr

Thr

20

Ala

Val

Gln

Asp

Fhe

Ser

Leu

Pro

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Thr

Ser

Tyr

Ile

60

Asp

Ala

val

Val

Phe
140

Val

Gly

Asp
45

-Val

Arg

Tyr

Lys

Gly

125

Asp

Asn

Ile

30

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

110

Gly

Gly

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Met

Ile

95

Gly

Phe

Gly

Lys

Ser

Val

Asn

Ile

80

Thr

Ala

Ala

Val



Asn

145

Thr

Val

Glu

Leu

Leu

225

Glu

Asn

Leu

Tyr

Met

305

Cys

Thr

Ser

Ala

Val

Pro

Glu

Tie

Glu

210

Thrx

Arg

Gly

Lys

Ser

290

Gly

Glu

Thr

Thr

Ala
370

Gly

Thr

Thr

Ala

195

Val

Lys

Gly

Asp

Arg

275

Ala

Ala

Gln

Thr

Thr

355

Glu

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Leu

Gly

Leu

Pro

260

Glu

Gly

Val

Ile

Asn

340

Ala

Ala

Thr

Thr

165

Val

Arg

Met

Ile

Gln

245

Asn

Ile

Ala

Thr

Ala

325

Pro

Lys

Met

ES 2536 900 T3

Thr

150

Asp

Leu

Leu

Glu

Leu

230

Arg

Asn

Thr

Leu

Thr

310

Asp

Leu

Ala

Asp

Glu

Asp

Ser

Glu

Trp

215

Gly

Arg

Met

Phe

Ala

295

Glu

Ser

Ile

Met

Ile
375

Pro

Leu

Ile

Asp

200

Leu

Phe

Arg

Asp

His

280

Ser

Val

Gln

Arg

Glu

360

Ala

83

Ala

Asp

Ile

185

Val

Lys

Val

Phe

Lys

265

Gly

Cys

Ala

His

His

345

Gln

Ser

Thr

Ala

170

Pro

Phe

Thr

Phe

Val

250

Ala

Ala

Met

Phe

Arg

330

Glu

Met

Gln

Pro

155

Ala

Ser

Ala

Arg

Thr

235

Gln

Val

Lys

Gly

Gly

315

Ser

Asn

Ala

Ala

Thr

Ser

Gly

Gly

Pro

220

Leu

aAsn

Lys

Glu

Leu

300

Leu

His

Arg

Gly

Arg
380

Thr

Leu

Pro

Lys

205

ile

Thr

Ala

Leu

Ile

285

Ile

Val

Arg

Met

Ser

365

Gln

Pro

Leu

Leu

190

Asn

Leu

Val

Leu

Tyr

270

Ala

Tyr

Cys

Gln

Val

350

Ser

Met

Val

Thr

175

Lys

Thr

Ser

Pro

Asn

255

Arg

Leu

Asn

Ala

Met

335

Leu

Glu

Val

Thr

160

Glu

Ala

Asp

Pro

Ser

240

Gly

Lys

Ser

Arg

Thr

320

Val

Ala

Gln

Gln



10

15

20

25
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Ala Met Arg Thr Ile Gly Thr His Pro Ser Ser Ser Ala Gly -Leu Lys
385 390 395 400

Asp Asp Leu Leu Glu Asn Leu Gln Ala Tyr Gln Lys Arg Met Gly Val
405 410 . 415

Gln Met Gln Arg Phe Lys Leu Glu His His His His His His
420 425 430

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 24

Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5

<210> 25
<211> 661
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 25

Met Asp Leu Val Leu Lys Arg Cys Leu Leu His Leu Ala Val Ile Gly
1 5 10 15

Ala Leu Leu Ala Val Gly Ala Thr Lys Val Pro Arg Asn Gln Asp Trp
20 25 30

Leu Gly Val Ser Arg Gln Leu Arg Thr Lys Ala Trp Asn Arg Gln Leu
. 35 40 45

Tyr Pro Glu Trp Thr Glu Ala Gln Arg Leu Asp Cys Trp Arg Gly Gly
50 55 60

Gln Val Ser Leu Lys Val Ser Asn Asp Gly Pro Thr Leu lle Gly Ala
65 10 15 80

Asn Ala Ser Phe Ser Ile Ala Leu Asn Phe Pro Gly Ser Gln Lys Val
85 20 ' 95

84



Leu

Ser

Ala

Gln

145

Gln

Lla

Gly

Ile

Leu

225

Ala

Ser

Ala

Gln

Pro

305

&sn

Pro

Pro

Gln

Cys

130

Lys

Val

Met

Ser

Thr

210

Asp

Leu

Tyr

Leu

Val

290

Val

Thr

Gly

Asp

Val

115

Ile

Aryg

Leu

Leu

Arg

195

Asp

Gly

Gln

Thr

Val

275

Val

Pro

Thr

Gln

Gly

100

Trp

FPhe

Ser

Gly

Gly

180

Ser

Gln

Gly

Leu

Trp

Gln

Gly

Pro

Phe

Gly

165

Thr

Tyr

Val

Asn

His

245

Asp

260

Val

Leu

Gly

Ala

Ala

Thr

Gln

Thr

Gly

325

Pro

ES 2536 900 T3

Val

Gly

Asp

Val

150

Pro

His

Val

Pro

Lys

230

Asp

Phe

His

Ala

Thr

310

Glin

Thr

Ile

Gln

Gly

135

Tyr

Val

Thr

Pro

Phe

215

His

Pro

Gly

Thr

Ala

295

Asp

Val

Ala

Trp

Pro

120

Gly

Val

Ser

Met

Leu

200

Ser

Phe

Ser

Asp

Tyr

280

Ile

Gly

Pro

Glu

85

Val

105 -

Val

Pro

Trp

Gly

Glu

185

Ala

Val

Leu

Gly

Ser

265

Leu

Pro

His

Thr

Pro

Asn

Tyr

Cys

Lys

Leu

170

val

His

Ser

Arg

Tyx

250

Ser

Glu

Leu

Arg

Thr

330

Ser

Asn

Pro

Pro

Thr

155

Ser

Thr

Ser

Val

Asn

235

Leu

Gly

Pro

Thr

Pro

315

Glu

Gly

Thr
Gln
Ser
140
Trp
Ile
val
Ser
Ser
220
Glin
Ala
Thr
Gly
Ser
300
Thr

Val

Thr

Ile

Glue

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

205

Gln

Pro

Glu

Leu

Pro

285

Cys

Ala

Val

Thr

Ile
110
Thr
Ser
Gln
Thr
His
190
Ala
Leu
Leu
Ala
Ile
270
Val
Gly
Glu
Gly

Ser

Asn

Asp

Trp

Tyr

Gly

175

Arg

Phe

Arg

Thr

Asp

255

Ser

Thr

Ser

Ala

Thr

335

Val

Gly

Asp

Ser

Trp

160

Arg

Arg

Thr

Ala

Fhe

249

Leu

Arg

Ala

Ser

Pro

320

Thr

Gln



Val

2Ala

Met

385

Thr

Gln

Ile

Ser

Arg

465

Gly

Glu

Thr

Ser

Leu

545

Gly

Leu

Pro

Glu

370

Gly

Pra

Val

Pro

Ile

450

Leu

Ser

Ile

Val

Ser

530

Pro

Ser

Ala

Thr

355

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

435

Thr

Val

Fhe

Leu

Ser

515

Pro

Ser

Gly

Val

340

Thr

Thx

Thr

Glu

Thr

420

Pro

Gly

Lys

Ser

Gln

500

Cys

Gly

Pro

Thr

Val
580

Glu

Gly

Leu

Val

405

Thr

Glu

Ser

Arg

Val

485

Ala

Gln

Cys

Ala

Tyr

565

Ser

ES 2536 900 T3

Val Ile

Met Thr
375

Ala Glu
390

Ser Ile

Glu Trp

Gly Pro

Leu Gly
455

Gln Val
470

Thr Leu

Val Pro

Gly Gly

Gln Pro

535

Cys Gln
550

Cys Leu

Thr Gln

Ser

360

Preo

Met

Val

Val

Asp

440

Pro

Pro

Ser

Leu

520

Pro

Leu

Asn

Leu

86

345

Thr

Glu

Ser

Val

Glu

425

ala

Leu

Leu

Ile

Gly

505

Pro

Ala

Val

Val

Ile
585

Ala
Lys
Thr
Leu
410
Thr
Ser
Leu
Asp
Vval
4490
Glu
Lys
Gln
Leu
Ser

570

Met

Pro

Val

Pro

395

Ser

Thr

Ser

Asp

Cys

475

Gln

Gly

Glu

Arg

His

555

Leu

Pro

Val

Pro

380

Glu

Gly

Ala

Iie

Gly

460

Val

Gly

Asp

Ala

Leu

540

Gln

Ala

Gly

Gln

365

Val

Ala

Thr

Arg

Met

445

Thr

Leu

Ile

Ala

Cys

525

Cys

Ile

Asp

Gln

350

Met
Ser
Thr
Thr
Glu
430
Ser
&la
Tyr
Glu
FPhe
510
Met
Gln
Leu

Thr

Glu
590

Pro

Glu

Gly

Ala

415

Leu

Thr

Thr

Arg

Ser

495

Giu

Glu

Pro

Lys

Asn

575

Ala

Thr
val
Met
400
Ala
Pro
Glu
Leu
Tyr
480
aAla
Leu
Ile
Val
Gly
560

Ser

Gly
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15

20

25

30

35

Leu Gly Gln Val
585

Val Val Leu Ala
610

Phe Ser Val Pro
625

Pro Arg Ile Phe

Ser Gly Gln Gln
660

<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Pro

Ser

Gln

Cys

645

Val

ES 2536 900 T3

Leu

Leu

Leu

630

Ser

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 26

Ile

Ile

615

Pro

Cys

Val Gly Ile Leu Leu Val
600 605

Tyr Arg Arg Arg Leu Met
620

His Ser Ser Ser His Trp
635

Pro Ile Gly Glu Asn Ser
650

Lys Thr Trp Gly Gln Tyr Trp Gln Val

1

<210> 27
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 27

S

Ile Met Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

1

<210> 28
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 28

S

Ile Thr Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

87

Leu

Lys

Leu

Pro

Met

Gln

Arg

Leu
655

Ala

Asp

Leu

640

Leu
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20

25

30
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<210> 29
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 29

Tyr Leu Glu Pre Gly Pro Val Thr Val
1 5

<210> 30
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 30

Tyr Leu Glu Pro Gly Pro Val Thr Ala
1 5

<210> 31
<211> 204
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 31

88



10

Met Asp

Pro Gly

Lys Gly

Leu Glu

50

Pro Thr

65

Val Phe

Lys Asp

Pro Asn

Asn Asn
130

Asn Val
145

Thr Pro

Ile Met

Gly Ala

<210> 32
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

35

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Gly

Thr

Asp

Ala
155

Leu

Asp

Ile

Ile

Lys

Phe

Val

100

Leu

Leu

Rsp

Thr

Gln

180

Ala

Asp

Thr

20

Ala

Ile

Ser

Ala

85

Phe

Ser

Val

Thr

Thr

165

Val

Leu

ES 2536 900 T3

BRla Val Arg

Val Asn Ile

Asn Cys Asp

Glu Ile Lys

55

Phe Asp Thr

70

Ile

Pro

Phe

40

Pro

Ala

25

Lys Val Asp Thr

10

Val Arg Phe Ser

Val Tyr Ser Tyr

Gly Glu Leu Ile

60

Val Tyr Pro Asp

75

Glu Asp Ser Gly Thr Gly Ala

Ala Thr Ile

Val Ile Lys
120

Glu Gln Lys

135

Thr Glu Pro

150

Asp Asp Leu

Pro Phe Ser

Glu His His
200

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 32

89

val

105

Phe

Thr

Ala

Asp

Val

185

His

20

Ala Lys Vval

Val Glu Val

Gln Phe Phe
140

Thr Pro Thr
155 -

Ala Ala Arg
170

Ser Val Ser

His His His

Tyr

Lys

Gly

125

Asp

Thr

Ser

Ala

Val Asn

Gly Ile
30

Asp Pro
45

Val Asp

Arg Lys

Ala

Glu

110

Gly

Gly

Pro

Ala

Ser
190

Ile

95

Gly

Phe

Gly

Val

Phe

175

Arg

Ala Lys

15

Pro Ser

Asn Val

Pro Asn

Met Ile

80

Thr

Ala

Ala

Val

Thr

140

Thr

Lys
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Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile Tyr Gly Tyr Pro Lys Lys Gly.

His Gly His Ser Tyr Thr Thr Alaz Glu Glu Ala Ala Gly Ile Gly Ile
20 25 30

Leu Thr Val Ile Leu Gly Val Leu Leu Leu Ile Gly Cys Trp Tyr Cys
35 40 45

Arg Arg Arg Asn Gly Tyr Arg Ala Leu Met Asp Lys Ser Leu His Val

Gly Thr Gln Cys Ala Leu Thr Arg Arg Cys Pro Gln Glu Gly Phe Asgp
65 70 75 80

His Arg Asp Ser Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn Cys Giu Pro Val
85 a0 95

Val Pro Asn Ala Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala Glu Gln Ser
100 105 1190

Pro Pro Pro Tyr Ser Pro
115

<210> 33
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 33

Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5

<210> 34
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 34

Glu Bla Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 S 10Q

90
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<210> 35
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 35

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 . 5 10

<210> 36
<211> 204
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 36

91



10

Met

Pro

Lys

Leu

Pro

63

Val

Lys

Pro

Asn

Asn

145

Thr

Leu

Gly

<210> 37

<211> 241
<212> PRT

Asp

Gly

Gly

Gilu

50

Thr

Phe

Asp

Asn

Asn

130

Val

Pro

Ala

Ala

<213> Artificial

<220>

Leu

Asp

Ile,

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Gly

Thr

Gly

Ala
195

Asp
Thr
20

ala
Ile
Ser
Fhe
Val
100
Leu
Leu
Asp
Thr
Ile

180

Ala

Ala

Val

&sn

Glu

Phe

Ala

85

Phe

Ser

Val

Thr

Thr

165

Gly

Leu

ES 2536 900 T3

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

70

Glu

Ala

Val

Glu

Thr

150

Asp

Ile

Glu

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 37

Arg

Ile

Asp.

Lys

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln

135

Glu

Asp

Leu

His

Ile

Pro

Fhe

40

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

120

Lys

Pro

Leu

Thr

His
200

92

Lys

Val

25

Val

Gly

Val

Gly

Val

105

Phe

Thr

Ala

Asp

Val

185

His

Val

10

Arg

Tyx

Giu

Tyr

Thr

90

Ala

Val

Gln

Thr

Ala

170

Ile

His

Asp

Fhe

Ser

Leu

Pro

75

Gly

Lys

Glu

Fhe

Pro

155

Ala

Leu

His

Thr

Ser

Tyr

Ile

60

Asp

Ala

Val

Val

Phe

140

Thr

Arg

Gly

His

Val

Gly

Asp

45

Val

Arg

Tyr

Lys

Gly

125

Asp

Thr

Thr

Ala

Asn

Ile

30

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

110

Gly

Gly

Pro

Ala

Ser
190

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Met

Ile

95

Gly

Phe

Gly

Val

Glu

175

Arg

Lys
Ser
Val
Asn
Ile
80

Thr
Ala
Ala
Val
Thr
160

Glu

Lys



Met
FPro
Lys
Leu
Pro
65

Val
Lys
Pro
Asn
Asn
145
Thr
Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Gly

Glu

50

Thr

Phe

Asp

Asn

Ash

130

Val

Pro

Arg

Thr

Gly
210

Leu

Asp

Ile

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Gly

Thr

His

Thr

195

Gly

Asp

Thr

20

Ala

Ile

Ser

Phe

Val

190

Leu

Leu

Asp

Thr

Pro

180

Ala

Lys

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

Ala

85

Phe

Ser

Val

Thr

Thr

165

His

Glu

Arg

ES 2536 900 T3

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

Glu

Ala

Val

Glu

Thr

150

Asp

Pro

Giu

Thr

Arg

Ile

Asp

Lys

55

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln

135

Glu

Asp

Pro

Leu

Asn
215

Ile

Pro

Phe

40

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

120

Lys

Pro

Leu

Val

Ala

200

Asn

93

Lys

Val

25

Val

Gly

Val

Gly

Val

105

Phe

Thr

Ala

Asp

Thr

185

Gly

Ser

Val

10

Arg

Tyr

Glu

Tyr

Thr

a0

Ala

Val

Gln

Thr

Ala

170

Thr

ile

Thr

Asp

Fhe

Ser

Leu

Pro

15

Gly

Lys

Glu

Phe

Pro

155

Ala

Pro

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ile

60

Asp

Ala

val

Val

Phe

140

Thr

Ser

Thr

Ile

Thr
220

Val

Asp

Val

Arg

Tyr

Lys

Gly

125

Asp

Thr

Asp

Thr

Leu

205

Lys

Asn

ile

30

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

110

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

190

Thr

Gly

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Met

Ile

95

Gly

Phe

Gly

Val

Thr

175

Arg

Val

Glu

Lys

Ser

Val

Asn

Ile

80

Thr

Ala

Ala

Val

Thx

160

Glu

Lys

Ile

Fhe
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25

30

35
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Cys Arg Tyr Pro Ser His Trp Arg Pro Leu Glu His His His His His
225 230 235 240

His

<210> 38
<211> 66
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 38

Ala Ser Asp Thr Thr Glu Ala Arg His Pro His Pro Pro Val Thr Thr
1 5 10 15

Pro Thr Thr Thr Asp Arg Lys Gly Thr Thr Ala Glu Glu Leu Ala Gly
20 25 30

Ile Gly Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Gly Lys Arg Thr Asn Asn Ser
35 140 45

Thr Pro Thr Lys Gly Glu Phe Cys Arg Tyr Pro Ser His Trp Arg Pro
50 55 60

Arg Leu
€5

<210> 39
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 39
cacggtcacc gtctccaaag cttccggagc tagcgagggc ggcagcectgg ccgegcet 57

<210> 40
<211>70
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 40

ggccggetec tgcgaadgga gecggecggt cgcggecget tacttcaggt cctegegegg 60

cggtttgeccy 70

94
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<210> 41
<211> 518
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2536 900 T3

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 41

Met

Pro

Lys

Leu

Pro

63

Val

Lys

Pro

Asn

Asn

145

Thr

Leu

Asp

Gly

Gly

Glu

50

Thr

Phe

Asp

Asn

Asn

130

Val

Pro

Ala

Leu

Asp

Ile

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

115

Asp

Gly

Thr

Ala

Asp

Thr

20

Ala

Ile

Ser

Phe

val

100

Leu

Leu

Asp

Thr

Leu
180

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

Ala

85

Phe

Ser

Val

Thr

Thzr

165

Thx

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

70

Glu

Ala

Val

Glu

Thr

150

Asp

Ala

Arg

Ile

Asp

Lys

55

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln

135

Glu

Asp

His

Ile

Pro

FPhe

40

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

120

Lys

Fro

Leu

Gln

95

Lys
Val
25

Val
Gly
Val
Gly
Val
105
Phe
Thr
Ala

Asp

Ala
185

Val

10

Arg

Tyr

Glu

Tyr

Thr

90

Ala

Val

Gln

Thx

Ala
170

Asp

Phe

Ser

Leu

Pro

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Pro

155

Ala

His

Thr

Ser

Tyr

Tle

€0

Asp

Ala

Val

Val

Phe

140

Thr

Ser

Leu

Val

Gly

Asp

45

Val

Arg

Tyr

Lys

Gly

125

Asp

Thr

Glu

Pro

Asn

Ile

30

Pro

Asp

Lys

Ala

Glu

110

Gly

Gly

Pro

Gly

Leu
190

ala

15

Fro

Asn

Pro

Met

Ile

25

Gly

Phe

Gly

Val

Gly

175

Glu

Lys

Ser

Val

Asn

Ile

80

Thr

Ala

Ala

Val

Thr

160

Ser

Thr



FPhe
Gly
Ser
225
Gly
Ala
Arg
Asp
Phe
305
Asn
Arg
Gln
Ala
Gly
385
Gly

Tyr

Glu

Thr

Tyr

210

Trp

Ser

Arg

Gln

Ser

290

Leu

Trp

Gly

Ser

Ile

370

Tvy

Ala

Arg

Arg

Arg
155
Pro
Asn
Gly
Leu
Gly
275
Gly
Gly
Thr
Tyr
Ile
355
Trp
Ala
Leu

Thr

Leu

His

Val

Gln

Gly

Ala

260

Thr

Asp

Asp

Val

Val

340

Val

Arg

Gln

Leu

Ser

420

Ile

Arg

Gln

Val

Asp

245

Leu

Gly

Ala

Gly

Glu

325

Phe

Phe

Gly

Asp

Arg

405

Leu

Gly
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Gln

aArg

Asp

230

Leu

Thr

Asn

Leu

Gly

310

Arg

Val

Gly

Phe

Gln

320

Val

Thr

His

Pro

Leu

215

Gln

Gly

Leu

Asp

Leu

295

Asp

Leu

Gly

Gly

Tyr

375

Glu

Tyr

Leu

Pro

Arg

200

Val

Val

Glu

Ala

Glu

280

Glu

Val

Leu

Tyr

Val

360

Ile

Pro

Val

Ala

Leu

96

Gly

Ala

Ile

Ala

Ala

265

Ala

Arg

Ser

Gln

His

345

Arg

Ala

Asp

Pro

Ala

425

Pro

Trp

Leu

Arg

Ile

250

Ala

Gly

Asn

Phe

Ala

330

Gly

Ala

Gly

Ala

Arg

410

Pro

Leu

Glu
Tyr
Asn
235
Arg
Glu
Ala
Tyr
Ser
315
His
Thr
Arg
Asp
Arg
395

Ser

Glu

Arg

Gln
Leu
220
Ala
Glu
Ser
ala
Pro
300
Thr
Arg
Phe
Ser
Pro
380
Gly
Ser

Ala

Leu

Leu

205

Ala

Leu

Gln

Glu

Asn

285

Thr

Arg

Gln

Leu

Gln

365

Ala

Arg

Leu

Ala

Asp

Glu

Ala

Ala

Pro

Arg

270

Gly

Gly

Gly

Leu

Glu

350

Asp

Leu

Ile

Pro

Gly

430

Ala

Gln

Arg

Ser

Glu

255

Phe

Fro

Ala

Thr

Glu

335

Ala

Leu

Ala

Arg

Gly

415

Glu

Ile

Cys

Leu

Pro

240

Gln

Val

Ala

Glu

Gln

320

Glu

Ala

Asp

Tyr

Asn

400

Phe

Val

Thr
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Gly Pro
450

Leu Ala
465

Arg Asn

Gln Ala

Pro Arg

<210> 42
<211> 614
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

435

Glu

Glu

Val

Ile

Glu
515

Glu

Arg

Gly

Ser

500

Asp

Glu

Thr

Gly

485

Ala

Leu
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Gly

Val

470

Asp

Leu

Lys

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 42

Gln Ile
1

Thr Val

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Asp
100

Val

Ser

Val

Thr

Ala

Asn

85

Phe

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Arg

Gly

455

Val

Leu

Pro

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

440

Arg

Ile

Asp

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Tyr

97

Leu

Pro

Pro

Tyr
505

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Tyr
105

Glu Thr

Ser Ala
475

Ser Ser
490

Ala Ser

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly Lys

Ser Thr

Thr Ser
75

Asp Met
90

Phe Asp

Ile

460

Ile

Ile

Gln

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Tyr

445

Leu

Pro

Pro

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Gly
Thr
Asp

Gly

510

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Trp

Asp

Lys

495

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Gln

Pro

Pro

480

Glu

Pro

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Thr
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
Pro
Fhe
Val
Phe
Pro
290
Thr
Val

Ala

Gln

Leu

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

Thrx

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

bhsn

Gly

340

Glu

Gly

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met
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Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

98

Lys

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Fhe

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

345

Gln

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Sex

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Gly

Ser

140

Val

Fhe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Pro

125

Thr

Thr

Fro

Thr

Asp

205

Tyr

Fro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

279

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val



Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Thr

Thr

465

Lys

Ser

Val

Asn

Ile

545

Thr

Ala

Ala

Gly

370

FPro

Ser

Glu

His

Thr

450

Asp

Pro

Lys

Leu

Pro

530

Val

Lys

Pro

Asn

355

Phe

Glu

Fhe

Gly

Tyr

435

Glu

Asp

Gly

Gly

Glu

515

Thr

Phe

Asp

Asn

Asn
595

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thy

Fro

Leu

Asp

Ile

300

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

580

Asp

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Ala

Asp

Thr

485

Ala

Ile

Ser

Phe

Val

565

Leu

Leu
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Ser

Tyr

390

Tyx

Fhe

Lys

Thr

Ala

470

Val

Asn

Glu

Phe

Ala

550

FPhe

Ser

Val

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

455

Val

Asn

Cys

Ile

Asp

535

Glu

Ala

Val

Glu

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Thr

Lrg

Ile

Asp

Lys

520

Thr

Asp

Thr

Ile

Gln
600

99

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Thr

Ile

Pro

Phe

505

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

385

Lys

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Pro

Lys

Val

490

Val

Gly

val

Gly

Val

570

Phe

Thr

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Val

Val

475

Arg

Tyr

Glu

Tyr

Thr

555

Ala

val

Gln

Trp

380

Val

Asp

His

Leu

Thr

460

Asp

FPhe

Ser

Leu

Pro

540

Gly

Lys

Glu

Phe

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Thr

Thr

Ser

Tyr

Ile

525

Asp

Ala

Val

Val

Phe
605

Ser

4Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Vval

Gly

Asp

510

Val

Arg

Tyx

Lys

Gly

590

Asp

Asn

Ser

AYg

415

Leu

Ala

Thr

Asn

Ile

495

Preo

Asp

Lys

Ala

Glu

575

Gly

Gly

Gly

Asp

400

Trp

His

Ser

Thr

Ala

480

Pro

Asn

Pro

Met

Ile

560

Gly

Fhe

Gly
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Val Asn Val Gly Asp Thr
610

<210> 43
<211> 308
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintetizado quimicamente

<400> 43

Leu

1

Lys

Ser

Val

Asn

65

Ile

Thr

'Ala

Ala

Val

145

Thr

Gly

Asp

Pro

Lys

Leu

50

Pro

Val

Lys

Pro

Asn

130

Asn

Thr

Gln

Asp
Gly
Gly
35

Glu
Asp
Phe
Asp
Asn
115
Asn
Val
Pro

Asp

Leu

Asp

20

Ile

Ile

Lys

Leu

Gly

100

Gly

Asp

Gly

Thr

Arg

Asp

Thr

Ala

Ile

Ser

Phe

85

Val

Leu

Leu

Asp

Thr

165

His

Ala

Val

Asn

Glu

Phe

70

Ala

Phe

Ser

Val

Thr

150

Thr

Met:

Val

Arg

Cys

Ile

55

Asp

Glu

Ala

Val

Glu

135

Thr

Asp

Ile

Arg

Ile

Asp

Glu

Thr

Asp

Thr

Iie

1290

Gln

Glu

Asp

Arg

100

Ile

Pro

25

Phe

Pro

Ala

Ser

Ile

105

Lys

Lys

Pro

Leu

Met

Lys

10

Val

Val

Gly

Val

Gly

Val

Phe

Thr

Ala

Asp

170

Arg

Val

Arg

Tyr

Asp

Tyr

15

Thr

Ala

Val

Gin

Thr

155

Ala

Gln

Asp

FPhe

Ser

Ile

60

Pro

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Pro

Leu

Leu

Thr
Ser
Tyr
45

Ile
Asp
Ala
Val
Val
125
Phe
Thr

Glu

Ile

Val

Gly

30

Asp

Val

Arg

Tyr

Lys

110

Gly

Asp

Thx

Ala

Asp

Asn

15

Ile

Pro

Asp

Lys

Ala

95

Glu

Gly

Gly

Pro

Asp

175

Ile

Ala

Pro

Asn

Pro

Ile

80

Ile

Gly

Phe

Gly

Val
160

Gln

Val



Asp

Ala

Phe

225

Ile

Asn

Ser

Leu

Ser
305

Gln

Pro

210

Gln

Ile

Ala

Tyr

Leu

2390

Glu

Leu

195

Glu

Lys

Asn

Gly

Glu

275

Gln

Asp

180

Lys

Asp

Ala

Val

Arg

260

Lys

Lys

Ser

Asn

Val

Gln

Ser

245

Arg

Lys

Met
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Tyr

Glu

Leu

230

Ile

Glin

Pro

Ile

Val

Thr

215

Lys

Lys

Lys

Pro

His
295

Asn

200

Asn

Ser

Lys

His

Lys

280

Gln

101

185

Asp

Cys

Ala

Leu

Arg

265

Glu

His

Leu

Glu

Asn

Lys

250

Leu

Phe

Leu

Val

Trp

Thr

235

Arg

Thr

Leu

Ser

Pro

Ser

220

Gly

Lys

Cvys

Glu

Ser
300

Glu

205

Ala

Asn

Pro

Pro

Arg

285

Arg

190

Phe

Phe

Asn

Pro

Ser

270

Phe

Thr

Leu

Ser

Glu

Ser

255

Cys

Lys

His

Pro

Cys

Arg

240

Thr

Asp

Ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2536 900 T3

REIVINDICACIONES

1. Una vacuna que comprende un anticuerpo monoclonal recombinante (rAb) que comprende un dominio especifico
de antigeno unido a uno o mas dominios que comprenden una primera mitad de un par de unién de cohesina-
dockerina, la primera mitad del par de union de cohesina-dockerina unida a una segunda mitad del par de union de
cohesina-dockerina, la segunda mitad caracterizada por que es complementaria de la primera mitad y ademas
caracterizada por que la segunda mitad del par de union de cohesina-dockerina esta en una proteina de fusion con
un antigeno; y

el dominio especifico de antigeno caracterizado por que se dirige al MHC de clase |, MHC de clase Il, CD1, CD2,
CD3, CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31, CD40, CD43, CD44, CD45 , CD54, CD56,
CD57, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205,
receptor de manosa, Langerina, DECTIN-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y, receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de Fcy
u otro receptor expresado especificamente por células presentadoras de antigenos.

2. La vacuna de la reivindicacioén 1, en la que la vacuna se define ademas como:

un rAb.Doc:Coh.antigeno;

un rAb.Coh:Doc.antigeno;

un rAb.(Coh)x:(Doc.antigeno)y;

un rAb.(Doc)x:(Coh.antigeno)y;

un rAb.(Coh.Doc)y:(Doc.antigeno')(Coh.antigeno?); o

un rAb. (Coh)x(Doc).: (Doc.antigeno’)(Coh.antigeno?)s;

en los que “Doc” representa un dominio de dockerina, “Coh” representa un dominio de cohesina, “.” representa
una fusion entre el polipéptido antes y el polipéptido después del “.”, “:” representa una interaccion entre cohesina

“,”

y dockerina que da como resultado la formacion de un complejo y en los que “x” es 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 90 10.

3. Un acido nucleico aislado que comprende un segmento que codifica

un rAb.Doc;

un rAb.Coh;

un rAb (Coh)y;

un rAb (Doc)y;

un rAb (Coh.Doc)y; o

un rAb (Coh)x (Doc)x;

en los que “Doc” representa un dominio de dockerina, “Coh” representa un dominio de cohesina, “.” representa una
fusion entre el polipéptido antes de y el polipéptido después del “.” y en los que “x" es 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 0 10.

4. Un vector que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo monoclonal recombinante (rAb) como se
define en la reivindicacion 1 o 2.

5. Una célula hospedadora aislada que comprende un vector de acuerdo con la reivindicacion 4.
6. Un método para preparar un rAb como se define en la reivindicacién 1 o 2 que comprende:

combinar un dominio especifico de antigeno unido con uno o mas dominios que comprenden una mitad de un
par de unién de cohesina-dockerina.
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Proteinas de fusion de mAb-antigeno de direccién individual
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Carril 1: mIgG2b ~1 ug

Carril 2: anti-DCIR _2C9.doc 15 ul

Carril 3: anti-ASGPR 49C11.doc 15 ul
Carril 4: anti-DCSIGN/L 1 6E7.doc 15 ul
Carril 5: anti-LOX1 15C4.PSA 15 ul

Figura 3
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—&— DC-SIGNL1GE7-LV-hIgG&-C x DC-SIGNL16ETHLV-higGaH-C
~i¥- DC-SIGNL18E7K-LV-hIgGK-C x DC-SIANL16EH-LV-higGaH-C-Dockering
DC-SIANL1BE7K-LV-higGK-C x DC-SIGNL16E7HHLV-higEAH-C-Flex- FluHat -1

i - DC-SIGNLBEZ-LV-higG-C x DC-SIGNL16E7THHM-hlgGAH-C-Rles FluHAS-1
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[y

8 9 10 1112

mlgG2b 2,5 ug
2 mlgG2b 1 ug

Anti-DC_rAb.FluHA1.1
Anti-DC_rAb. FluHAT1.1
mlgG2b.FluHAL.1
migG2b.FluHA.1
mlgG2b.FluHAS.14

10 mIgG2b FIuHAS.20

O 00 3 N LA

11 mIgG2b.doc
12 mlgG2b.doc
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Unidades de AP arbitrarias

B

Figura 7B
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Unién de proG-AP
~con migG2a, migG2b y rAb.doc

U de AP arbitrarias .

'Unién de Coh-AP
con migG2a, migG2b y rAb.doc

Unidades de AP arbitrarias

: . Figura 8B
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establecidos de AP
mAb con mAb en exceso

% de actividad de AP méxima

+18071::240 7300
or (min)

Cinética de disociacion de complejos
establecidos de AP: mAb en suero humano

de actividad de AP méxima

[Suero humano] mg/ml

Figura 10
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1.rAb.doc:Coh2 AP
2.rAb.doc
3.mIgG2b

cadena H de mIg6 4.rAb.doc.:Coh2 AP
5.rAb.doc
6.mlgG2b

cadena L de mIg6

1. rAb.doc:coh.Flu HAS.1 5 ul

2. rAb.doc:coh.Flu HAS.1 10 ul
3. rAb.doc:coh.Flu HAS.1 15l
4. rAb.doc:coh.Flu HAS.1 50 ul
5.rAb.doc 0,5 ug
6.
7.
8.

rAb.doc 1 ug
rAb.doc 2,5 ug
rAb.doc 5 ug

Figura 12
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1: Cohesina-hgp100-Péptido A
2: Cohesina-hMART-1-Péptido B

3: Cohesina-Flex-hMART-1-Péptido A
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