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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal capaz de unirse con epitopo discontinuo especifico que aparece en la region AD1 de la
glucoproteina gB de citomegalovirus humano, y fragmento de unién a antigeno del mismo

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une con citomegalovirus humano (en lo
sucesivo en el presente documento, denominado en ocasiones “HCMV”), y un fragmento de unién a antigeno del
mismo. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal humano que se une con la
region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV y un fragmento de unidn a antigeno del mismo.

Antecedentes de la técnica

Junto con el herpesvirus humano 6 (HHV-6) y el herpesvirus humano 7 (HHV-7), el citomegalovirus humano (HCMV)
pertenece a beta herpesvirus de Herpesviridae. El HCMV es un virus de ADN bicatenario que es el mayor entre los
Herpesviridae con un diametro de aproximadamente 180 nm, cuya cepa silvestre codifica 165 genes con un tamafio
de genoma de aproximadamente 235 kpb (Documentos No de Patente 1y 2).

El HCMV es altamente especifico de especie y no infecta a animales distintos del ser humano pero infecta
ampliamente al ser humano y tiene afinidad por tipos generales de tejidos en el cuerpo humano.

Ademas, una vez infectado, el HCMV no se elimina incluso después del establecimiento de inmunidad en el
hospedador y permanece durante toda la vida.

Una vez infectado, el HCMV permanece latente durante toda la vida. Mas del 90 % de los adultos Japoneses ya se
han infectado y portan el virus, aunque el virus esta pocas veces activado y pocas veces produce enfermedades en
personas sanas.

Sin embargo, un estado de inmunodeficiencia debido al SIDA, debido al cancer, después de trasplante de 6rganos,
después de trasplante de médula ésea, después de hemodialisis o similares podria provocar la reactivacion del
HCMV latente, lo que puede provocar una grave infeccion por HCMV que puede ser letal tal como neumonia
intersticial, retinitis, gastroenteritis, encefalitis o similares (Documentos No de Patente 3 y 4).

Ademas, cuando una mujer embaraza experimenta infeccion primaria por HCMV durante el periodo fetal, la infeccion
por HCMV puede transmitirse al feto de la mujer embarazada a través de la placenta, en cuyo caso el feto puede
desarrollar infeccion por CMV congénita (enfermedad de citomegalovirus congénita; también denominada
enfermedad de inclusion citomegalica o enfermedad de inclusidon citomegalica congénita), y puede dar como
resultado aborto, mortinato o muerte poco después del nacimiento. Incluso en el caso de supervivencia, puede dar
como resultado bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura trombocitopénica, microcefalia,
trastorno del desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis, alteracion de la audicion o similares.
Ademas, incluso durante el periodo neonatal o la infancia, si el anticuerpo de HCMV transmitido de la madre es
insuficiente, la infeccién por HCMV a través del canal de parto, leche materna, orina, saliva o similares puede
desarrollar anomalia de la funcion hepatica, neumonia intersticial, mononucleosis o similares (Documentos no de
Patente 3, 4 y 5).

La infeccion por HCMV se ha convertido en un problema mundial y se estan desarrollando en la actualidad farmacos
profilacticos y terapéuticos que son capaces de suprimir la aparicion de diversas afecciones patoldgicas debidas al
HCMV anteriormente descrito, o que son capaces de aliviar dichas afecciones patolégicas. Recientemente, se han
desarrollado ganciclovir (Documentos No de Patente 6 y 7), foscarnet (Documento No de Patente 8), valganciclovir
(Documento No de Patente 9) y similares como farmacos antivirales para suprimir la proliferacion de HCMV.

El ganciclovir es un farmaco antiviral que bloquea la sintesis de ADN viral, que se activa a ganciclovir trifosfato en
células y antagoniza de forma competitiva el desoxiguanosin trifosfato (dGTP), es decir, un sustrato de ADN
polimerasa, inhibiendo de esta manera la ADN polimerasa. Por lo tanto, se usa para tratar la retinitis por
citomegalovirus en un estado de inmunodeficiencia, principalmente SIDA, o se usa para suprimir la aparicion de
retinitis por citomegalovirus en infeccion por VIH avanzada con 100 o menos linfocitos CD4/mm?, y esta aprobado
como un producto farmacéutico.

Se ha informado de diversos efectos secundarios de agentes antivirales tales como ganciclovir, sin embargo, tales
como trastorno hematopoyético, y su modo de uso ha sido muy limitado como se ha descrito anteriormente.

El efecto secundario de aparicion mas frecuente y que requiere mas atencion entre los efectos secundarios del
ganciclovir es los trastornos sanguineos asociados con la supresion de médula ésea, en los que los numeros de
leucocitos, eritrocitos y plaquetas se reducen de forma anémala. Los sintomas tempranos incluyen fiebre, dolor de
garganta, inactividad anémala y tendencia al sangrado tal como sangrado debajo de la piel. En algunos casos,
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puede provocar anomalia en el sistema psiconeurético, dando como resultado cefalea, mareos, insomnio, dificultad
al pensar, sensacion de ansiedad o similares.

Ademas, se ha presentado teratogénesis, mutagenicidad y carcinogenicidad en experimentos animales, y por lo
tanto no puede usarse durante el embarazo.

Ademas, aunque se cree que el uso de ganciclovir en varios casos de infeccion por HCMV congénita es eficaz en la
reduccion de la aparicion de efectos posteriores neurologicos y en la mejora de la progresion de la pérdida de
audicion (Documento No de Patente 10), los problemas de supresion de la médula 6sea, teratogénesis o
carcinogenicidad como efectos secundarios de ganciclovir aun requieren suficiente y cuidadosa consideracion.

El valganciclovir es éster de L-valina de ganciclovir que se convierte a ganciclovir con esterasas intestinales y
hepaticas después de la administracion oral. En consecuencia, su mecanismo de accion y efectos secundarios son
iguales que los de ganciclovir y por lo tanto esta asociado con los problemas de supresion de la médula ésea,
teratogénesis y carcinogenicidad. En Japon, el valganciclovir estd aprobado como un farmaco terapéutico para
retinitis por citomegalovirus en estados de inmunodeficiencia, principalmente SIDA.

Al mismo tiempo, el foscarnet es un analogo de acido pirofosférico y suprime la proliferacion del HCMV actuando
directamente en el sitio de unién a acido pirofosférico de la ADN polimerasa para inhibir la ADN polimerasa. También
es eficaz contra HCMV resistente a ganciclovir. Los principales efectos secundarios incluyen sensacion de mareo,
anemia, aumento de la creatinina en suero, vomitos, hipomagnesemia, hipocalemia, sensacién anémala y similares.
En particular, se produce frecuentemente choque y dafio renal y por lo tanto requiere administracion cuidadosa. En
Japon, el uso del foscarnet esta permitido solamente en pacientes que se ha diagnosticado de forma decisiva que
tienen retinitis por HCMV o pacientes altamente y clinicamente sospechosos de retinitis por HCMV entre los
pacientes con SIDA, y no debe usarse para el fin de prevenir la infeccion (Documento No de Patente 8).

Por lo tanto, se desea en gran medida el desarrollo de un farmaco capaz de prevenir la aparicion de diversas
enfermedades debido al HCMV anteriormente descrito o aliviar los sintomas del mismo sin ningun efecto secundario.
En estas circunstancias, se han llevado a cabo desarrollos clinicos de dos anticuerpos anti HCMV, en los que uno es
anticuerpo anti HCMV “C23 (también denominado TI-23 en el momento del desarrollo)” descrito en el Documento de
Patente 3 que es un anticuerpo que reconoce la region AD2 de la glucoproteina gB, y el otro es un anticuerpo anti
HCMV “SDZ MSL 109” descrito en el Documento de Patente 4 que es un anticuerpo monoclonal que reconoce la
glucoproteina gH en la superficie del HCMV. Particularmente, el desarrollo del C23 se abandoné durante la
investigacion a pesar de su alta actividad neutralizante, es decir concentracién inhibidora al 50 % de 0,5 pg/ml como
se determind por el método de placas (Documento No de Patente 11).

Por el momento, se ha realizado intensamente desarrollo de vacunas de HCMV pero aun no esta disponible ninguna
vacuna que pueda soportar el uso clinico. Se ha desarrollado recientemente una formulacion de gamma globulina de
alta titulacion anti CMV derivada de ser humano, que esta aprobada en los Estados Unidos para su uso para
prevenir la aparicion de infeccion por HCMV asociada con trasplante de rifion. Sin embargo, ya que una formulacion
de gamma globulina de alta titulacion anti CMV es una preparacion de sangre derivada de ser humano, tiene
diversos problemas. Por ejemplo, una mezcla de gamma globulina derivada de seres humanos da como resultado
variaciones entre lotes significativas en la actividad, baja actividad y aporte limitado, asi como constantes riesgos
tales como contaminacién de patégenos o virus patégenos desconocidos.

En consecuencia, ya que puede esperarse que un anticuerpo monoclonal (en lo sucesivo en el presente documento,
en ocasiones denominado “anticuerpo anti HCMV”) que se une con HCMV vy neutraliza la infecciosidad del mismo
(es decir, que aniquila la actividad biolégica del mismo) sea un farmaco profilactico o terapéutico para diversas
afecciones patologicas provocadas por el HCMV, es Uutil, por ejemplo, con respecto a estrategia de prevencion o
tratamiento contra diversas enfermedades provocadas por el HCMV en un paciente con una afecciéon de
inmunodeficiencia.

Especificamente, un anticuerpo anti HCMV derivado de ser humano que tiene fuerte afinidad y alta capacidad
neutralizante contra HCMV para aniquilar la actividad HCMV para evitar la aparicion de las enfermedades o aliviar
los sintomas y que no provoca ninguna reaccion alérgica parece ser eficaz para administrar como un llamado
“farmaco de anticuerpo”.

Sin embargo, los anticuerpos inhibidores de HCMV presentados hasta la fecha (por ejemplo, Documentos de
Patente 1, 2, 3, 4 y 5) han sido insuficientes con respecto a afinidad, capacidad neutralizante y similares contra
HCMV, y por lo tanto no se espera que bloqueen suficientemente las bioactividades de HCMV para evitar la
aparicion de diversas enfermedades provocadas por el HCMV o para aliviar los sintomas de las mismas.

Por lo tanto, se desea en gran medida el desarrollo de un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que es un anticuerpo monoclonal humano que no reconoce o responde a una sustancia ajena, que tiene
excelente afinidad, especificidad y capacidad neutralizante para HCMV, y que puede esperarse su uso como un
farmaco profilactico o terapéutico.
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Recientemente, para suprimir la proliferaciéon de HCMV in vivo, se han mencionado no solamente la actividad
neutralizante sino también la importancia de bloquear la infeccion de célula a célula (Documentos No de Patente 12
y 13), y por lo tanto ha habido una gran necesidad de un anticuerpo anti HCMV que también tenga una actividad
para inhibir la infeccién célula a célula.

Adicionalmente, el Documento US 2009/0004198 A1 (Nakajima et al.) describe un anticuerpo monoclonal humano
que se une con citomegalovirus humano y su parte de unién a antigeno.

Documentos de la técnica anterior

Documentos de patente

Documento de Patente 1: Publicacién de Solicitud de Patente Japonesa N° 8-502403
Documento de Patente 2: Publicacién de Solicitud de Patente Japonesa N° 8-506325
Documento de Patente 3: WO87/03602

Documento de Patente 4: W0O93/021952

Documento de Patente 5: WO2007/094423

Documentos no de patente

Documento No de Patente 1: Davison, A. J. et al., The human cytomegalovirus genome revisited: comparison with
the chimpanzee cytomegalovirus genome. J. Gen. Virol., 2003; 84: p 17-28

Documento No de Patente 2: Dolan, A. et al., Genetic content of wild-type human cytomegalovirus. J. Gen. Viral.,
2004; 85: p 1301-1312

Documento No de Patente 3: Keiko TAYA, Discussion of Infection: Cytomegalovirus infection, Infectious Diseases
Weekly Report Japan. 2003; Week 15:1 0-14

Documento No de Patente 4: Griffiths, P. D., The treatment of cytomegalovirus infection. J. Anti. Chemo., 2002; 49: p
243-253

Documento No de Patente 5: Demmler, G. J., Congential cytomegalovirus infection and disease. Seminars in
Pediatric Infection Diseases. Seminare in Pediatric Infectious Diseases, 1999; 10: p 195-200

Documento No de Patente 6: Freitas, V. R. et al., Actlvity of 9-(1,3-dihydroxy-2-Propoxymethel)guanine compared
with that of acyclovir against human, monkey, and rodent cytomegalovirases. Anti. Agent Chemo., 1985; 28: p 240-
245

Documento No de Patente 7: Prospecto para el agente quimioterapéutico anti citomegalovirus, Denosina para
infusion intravenosa, 500 mg, formulacion de ganciclovir, Mitsubishi Tanabe Pharma (revisado en octubre de 2007)
Documento No de Patente 8: Prospecto para agente antiviral para inyeccién en gotas, Foscavir, 24 mg/ml, inyeccion
de foscarnet sédico hidratado, AstraZeneca (revisado en junio de 2007)

Documento No de Patente 9: Prospecto para agente quimioterapéutico anti citomegalovirus, comprimido Valixa
(4500 mg), formulacion de clorhidrato de valganciclovir, Mitsubishi Tanabe Pharma (revisado en octubre de 2007)
Documento No de Patente 10: Kimberlin, D. W. et al., Effect of ganciclovir therapy on hearing in symptomatic
congenial cytomegalovirus disease involving the central nervous system; randomized, controlled trial. J. Pediatr.,
2003; 143: 16-25

Documento No de Patente 11: Masuho, T., et al, Human monoclonal antibodies neutralizing human cytomegalovirus.
J. Gen. Virol, 1987; 68: p 1457-1461

Documento No de Patente 12: Navarro, D. et al, Glycoprotein B of human cytomegalovirus promotes virion
penetration into cells, transmission of infection frora cell to cell, and fusion of infected cells, Virology, 1993; 197: p
143-158

Documento No de Patente 13: Ohizumi, Y., Neutralizing mechanism of two human monoclonal antibodies against
human cytomegalovirus glycoprotein 130/55. J. Gen. Virol., 1992; 73: p 2705-2707

Sumario de la invenciéon

Problemas para resolver por la invencién

Por lo tanto, un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se une especificamente con HCMV y que inhibe
suficientemente la bioactividad del mismo parece ser (til contra diversas enfermedades provocadas por el HCMV
desde una perspectiva de estrategia de tratamiento o prevencion.

En la actualidad, la mayoria de los farmacos de anticuerpos que estan aprobados como productos farmacéuticos
tienen que administrarse en una gran cantidad de varios mg a varios cientos de mg por dia y son caros. Muchos de
los productos biofarmacéuticos que estan disponibles en el mercado hasta la fecha distintos de los productos
farmacéuticos de anticuerpos tienen que administrarse de de varias decenas de pg a 1 mg por dia. En comparacion,
las dosificaciones diarias de productos farmacéuticos de anticuerpos varian en gran medida de aproximadamente 10
a 1000 veces el producto biofarmacéutico convencional. EI HCMV conduce a diversas enfermedades, y los
tratamientos de estas enfermedades tienen problemas importantes tales como mayor actividad, menor dosis
terapéutica y mantener el coste de tratamiento bajo, considerar el posible efecto en el neonato, nifio y una mujer
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embarazada. En otras palabras, no se desea cualquier farmaco de anticuerpo sino uno con alta bioactividad, que es
mas util con mas afinidad excelente y mayor capacidad neutralizante como un producto farmacéutico con respecto a
gastos de cuidados sanitarios.

Aunque la cantidad de produccioén de los productos farmacéuticos de anticuerpos necesaria esta creciendo en gran
medida, las instalaciones de producciéon son insuficientes a nivel global. En estas circunstancias, se desea un
anticuerpo monoclonal anti HCMV humano con mayor afinidad y capacidad neutralizante ya que un anticuerpo con
excelente afinidad y capacidad neutralizante puede ejercer efectos con menos cantidad. Lo que es mas, ya que el
HCMV es fundamentalmente infeccioso para tipos generales de tejidos y células en cuerpos (Sinzger, C. et al., Curr
Top Microbiol Immunol., 2008; 325: p 63-83), es importante que el anticuerpo anti HCMV ejerza efectos clinicos que
tengan una actividad neutralizante eficaz para cualquiera de célula fibroblastica, célula epitelial y célula endotelial
como una célula hospedadora para infectar.

Dada la forma de proliferacion de la infeccion por HCMV in vivo, es muy necesario un anticuerpo anti HCMV que no
solamente tenga capacidad neutralizante sino que también tenga capacidad de bloqueo de la infeccion de célula a
célula. Ademas, a la vista de la eficacia y seguridad como un producto farmacéutico, se desea la provision de una
composicion farmacéutica que comprenda un anticuerpo monoclonal derivado de ser humano o un fragmento de
union a antigeno del mismo que tenga alta capacidad neutralizante y capacidad de bloqueo de infeccion de célula a
célula frente a HCMV que provoca diversas patologias.

Medios para resolver los problemas

Para adquirir el anticuerpo anteriormente descrito, los presentes inventores han realizado estudios intensos y han
tenido éxito con ingenio en la obtencién de un anticuerpo monoclonal humano que reconoce especificamente un
epitopo discontinuo no indicado previamente presente en la region AD1 de la glucoproteina gB del HCMV, que
también tiene alta capacidad neutralizante y alta capacidad de bloqueo de infeccién de célula a célula, consiguiendo
de este modo la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal anti HCMV o un fragmento de unién del
mismo, ADN (polinucleétido) que codifica el anticuerpo o el fragmento de unidn, un vector que contiene el ADN, y
una célula hospedadora que contiene el vector descrito en las reivindicaciones.

La divulgacion describe

[1] Un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo que se une con la regién AD1 de la glucoproteina
gB de citomegalovirus humano (HCMV), y que reconoce, como un epitopo, una secuencia discontinua que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 25, la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 26 y la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 27 presente en la region AD1.

[2] Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente con la region AD1 de la glucoproteina gB de
citomegalovirus humano (HCMV) y que es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma, en el que

(i) la region variable de la cadena pesada comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 13 y una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercién, adicion
0 una combinacion de dos o0 mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 13;

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 14 y una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercion, adicion
0 una combinacién de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N° 14; y

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 15, una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercion, adiciéon
0 una combinacion de dos o0 mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N° 15, y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 22,y

(ii) la region variable de la cadena ligera comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 16 y una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercién, adicion
0 una combinacién de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 16;

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 17 y una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercién, adicion
0 una combinacion de dos o0 mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 17; y
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(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 18 y una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercion, adicion
0 una combinacién de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 18, o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

[3] El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con [2] anterior, que se une
especificamente con un epitopo que comprende dos o mas secuencias discontinuas presentes en regiones de una
secuencia de aminoacidos (SEC ID N°: 23) que consiste en los restos de aminoacidos continuos en las posiciones
549-580 y una secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 24) que consiste en los restos de aminoacidos continuos en
las posiciones 596-640 de la glucoproteina gB de HCMV.

[4] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con [2] anterior, que reconoce, como un
epitopo, una secuencia discontinua que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 25, la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 26 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 27 en la region AD1 de la
glucoproteina gB de HCMV.

[5] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con uno de [3] y [4] anterior,
comprendiendo el anticuerpo:

@)

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 13

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 14;y

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SECID N°: 22,y

(ii)

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 16

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
IDN°:17;y

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 18.

[6] El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con [5] anterior, comprendiendo el
anticuerpo:

@)

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 13

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 14; y

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 15,y

(ii)

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 16

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
IDN°:17;y

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 18.

[7] el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con [2] anterior, que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada (HCVR) que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10,
una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucién, insercion, adicion o una combinaciéon de dos o mas
de estas mutaciones para de uno o a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
10, o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 10; y

(b) una region variable de cadena ligera (LCVR) que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12, una
secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, inserciéon, adicion o una combinacién de dos o mas de
estas mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12, o
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una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 12.

[8] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con [7] anterior, que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10; y
(b) una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12.

[9] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con [2] anterior, que comprende:

(a) una cadena pesada (cadena H) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 o 6, una secuencia de
aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercién, adicion o una combinacion de dos o mas de estas
mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 6, o una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
206;y

(b) una cadena ligera (cadena L) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4 u 8, una secuencia de
aminoacidos que tiene delecion, sustitucion, insercién, adicion o una combinacion de dos o mas de estas
mutaciones para de uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4 u 8, o una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
4 u 8.

[10] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con [9] anterior, que comprende:

(a) una cadena pesada (cadena H) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 6; y
(b) una cadena ligera (cadena L) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4 u 8.

[11] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de [1]-[10] anterior, en el que el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humano.

[12] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de [1]-[11] anterior, en el que la
clase (subclase) del anticuerpo es IgG1 (A).

[13] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de [1]-[12] anterior, cuya
concentracion inhibidora al 50 % para la formacién de placas es de 0,05 pg/ml (aproximadamente 0,3 nM) o menos
para la cepa de laboratorio de HCMV (AD169) en presencia de una célula de fibroblasto humano.

[14] El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de [1]-[13] anterior, que tiene
capacidad de bloqueo de la infeccién de célula a célula del 50 % o mayor a 0,2 ng/ml (aproximadamente 1,3 nM) o
menos en una linea celular de fibroblastos humanos (MRC-5) infectada con la cepa de laboratorio de HCMV
(AD169).

[15] Una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad relacionada con citomegalovirus humano
(HCMV), que comprende el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con uno cualquiera de [1]-[14]
anterior y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[16] La composicién farmacéutica de acuerdo con [15] anterior, en la que la enfermedad relacionada con HCMV es
(a) neumonia intersticial, retinitis, gastroenteritis o encefalitis provocada por reactivacion del HCMV en un estado de
inmunodeficiencia, (b) infeccion por CMV congénita debido a transmision de la infeccion de HCMV de una mujer
embarazada a un feto, (c) aborto, mortinato o muerte poco después del nacimiento provocado por la infeccion por
CMV congénita anteriormente descrita, (d) bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura
trombocitopénica, microcefalia, trastorno del desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis o
alteracion de la audicion en el caso de supervivencia a través de la infeccién por CMV congénita anteriormente
descrita; o (e) anomalia de la funcién hepatica, neumonia intersticial o mononucleosis que esta provocada por
infeccion por HCMV durante la periodo neonatal o la infancia.

[17] Un acido nucleico que codifica un anticuerpo monoclonal anti HCMV o un fragmento de union a antigeno del
mismo que se une especificamente con la region AD1 de la glucoproteina gB del HCMV y que es capaz de
neutralizar la bioactividad de la misma, en el que el acido nucleico aislado se selecciona de acidos nucleicos que
codifican secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-18 y
22, y acidos nucleicos que hibridan con los mismos en condiciones altamente rigurosas.

[18] Un vector que incorpora un acido nucleico de acuerdo con [17] anterior.

[19] Una célula hospedadora que incorpora el vector de acuerdo con [18] anterior.

[20] Un método para producir el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de acuerdo con uno cualquiera de [1]-
[14] anterior, que comprende una etapa de cultivar la célula hospedadora de acuerdo con [19] anterior.

Efectos de la invencion

Un anticuerpo anti HCMV de la presente invencion, en particular, un anticuerpo que se une especificamente con la
region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo puede unirse
especificamente con HCMV que es causante de diversas enfermedades, por ejemplo, en un estado de
inmunodeficiencia, y destruir (neutralizar) la bioactividad de HCMV, ejerciendo de esta manera una capacidad
neutralizante excelente contra HCMV. Ademas, una realizacion en la que el anticuerpo anti AD1 de glucoproteina gB
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de HCMV de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal humano es ventajosa porque no tiene
inmunogenicidad y porque no produce respuesta inmunitaria.

Una realizacion del anticuerpo anti HCMV de la presente invencién tiene alta capacidad de bloqueo de la infeccion
de célula a célula o actividad inhibidora de la infeccién de célula a célula contra HCMV. A la vista del modo de
propagacion de la infeccion de HCMV in vivo, es ventajoso que el anticuerpo anti HCMV no solamente tenga
capacidad neutralizante sino que también tenga capacidad de bloqueo de la infeccién de célula a célula.

Un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencion tiene alta
capacidad neutralizante y actividad inhibidora de la propagacion de la infeccion contra HCMV. Ya que un anticuerpo
monoclonal humano no tiene inmunogenicidad, es probable que sea util como un farmaco profilactico o terapéutico
para diversas enfermedades provocadas por HCMV, por ejemplo: (a) enfermedades tales como la neumonia
intersticial, retinitis, gastroenteritis, encefalitis y similares debido a la reactivacion de HCMV en estados de
inmunodeficiencia tales como SIDA, cancer, después del trasplante de 6rganos, después de trasplante de médula
Osea, y después de hemodialisis; (b) infeccion por CMV congénita debido a la transmision de infeccion por HCMV de
una mujer embarazada a un feto; (c) aborto, mortinato y muerte poco después del nacimiento provocados por la
infeccion por CMV congénita anteriormente descrita; (d) bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura
trombocitopénica, microcefalia, trastorno del desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis y
alteracion de la audicion en el caso de supervivencia a través de la infeccion por CMV congénita descrita
anteriormente; y (e) anomalia de la funcidon hepatica, neumonia intersticial y mononucleosis debidas a la infeccion
por HCMV durante el periodo neonatal o la infancia (Documentos No de Patente 3, 4 y 5).

Ademas, una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo monoclonal humano particularmente preferible
de la presente invencion es eficaz con una cantidad extremadamente pequefia,

Recientemente, se han realizado estudios para un anticuerpo anti HCMV contra diversos antigenos de superficie
distintos de glucoproteina gB, por ejemplo, gH, gL o similares. Sin embargo, dadas las circunstancias mencionadas
en (1)-(3) posteriores, un anticuerpo que se une especificamente con glucoproteina gB, particularmente la region
AD1 de la misma, y que tiene alta actividad neutralizante, como el anticuerpo de la presente invencion, es altamente
util como un farmaco profilactico o terapéutico para la infeccion por HCMV.

(1) Para suprimir la proliferacion viral tal como HCMV in vivo, se ha observado la importancia no solamente de la
actividad neutralizante sino también del bloqueo de la infeccion de célula a célula (Documentos No de Patente 12 y
13). Mientras tanto, estudios de glucoproteina gB recientes muestran que gB desempeifia un papel importante en la
entrada de particulas virales en células y la infeccion de célula a célula (Isaacson, M. K. et al, Human
cytomegalovirus glycoprotein B is required for virus entry and cell-to-cell spread but not for virion attachment,
assembly, or egress. J. Virology, 2009; 83: p 3891-3903). Por lo tanto, es muy probable que un anticuerpo contra gB
también contribuya a la inhibicién de la infeccion de célula a célula.

(2) Entre la glucoproteina gB esencial para la infeccion por HCMV, la region AD1 es necesaria para las funciones y
la formacion de la conformacion de gB (Qadri, I. et al., Assembly of conformational-dependent neutralizing domains
on glycoprotein B of human cytomegalovirus. J. GeaVirol, 1992; 73; p 2913-2921; y Britt, WJ. et al, Antigenic domain
is required for oligomerization of human cytomegalovirus glycoprotein B. J. Virol., 2005; 79: p 4066-4079), y también
se conoce como una parte con menos mutacidon de una cepa de virus aislada clinicamente. Por lo tanto, un
anticuerpo contra AD1 posiblemente tenga un amplio espectro.

(3) Un anticuerpo de AD1 que reconoce epitopos discontinuos por toda una region mas larga en gB en comparacion
con un anticuerpo contra la region AD2, tiene mayor especificidad y por lo tanto parece que tiene menos
posibilidades de provocar efectos secundarios inesperados por reactividad cruzada con otra molécula biolégica.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de flujo que muestra un procedimiento para separar un clon celular productor de
anticuerpos para producir un anticuerpo anti HCMV de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 2 muestra la evaluacion de las capacidades de secuencias de 16 restos de aminoacidos que forman
EV2038 CDR-H3 para unirse con AD1, cuando se someten a sustituciones de aminoacidos no conservativas.

La Figura 3 muestra la evaluacion de las capacidades de la secuencia para unirse con AD1, cuando se somete a
sustituciones de aminoacidos conservativas en las posiciones 121, 123,124 y 126 de la cadena H de EV2038.

La Figura 4 muestra la evolucion de las capacidades de la secuencia para unirse con AD1 cuando se sustituye
prolina en la posicion 125 de la cadena H de EV2038 con todos los aminoacidos distintos de prolina y arginina.

La Figura 5 muestra la evaluacién de las capacidades de la secuencia para unirse con AD1 cuando se somete a
sustituciones de aminoacidos conservativas de los restos de aminoacidos entre los aminoacidos que forman EV2038
CDR-H3 cuyas capacidades de union con AD1 no se redujeron cuando se sometié a las sustituciones de
aminoacidos no conservativas mostradas en la Figura 2.

La Figura 6 muestra la evaluacion de las capacidades de unidn de variantes con AD1. Se preparé un total de cuatro
tipos de variantes por sustituciéon simultinea de dos o cuatro de los restos de aminoacidos que mostraron
capacidades de unién reducidas con AD1 tras las sustituciones de aminoacidos no conservativas entre los
aminoacidos que forman EV2038 CDR-H3 distintas de prolina en la posicion 125 (concretamente, un total de cuatro
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restos en las posiciones 121, 123, 124 y 126) (productos con dos aminoacidos sustituidos: 1124V/G126A e
1124V/GI26S, productos con cuatro aminoacidos sustituidos: L1211/W123Y/1124VIG126A y
L1211/W123Y/1124V/G126S).

La Figura 7 muestra la evaluacion de las capacidades de unién de variantes con AD1. Se prepard y se sometio a la
evaluacion una de cada una de las variantes de delecion e insercion (E122del y G126_D127insE) para los restos de
aminoacidos en las posiciones 121, 123, 124 y 126 (se excluyd prolina en la posicion 325), es decir, cuatro restos en
total, en los aminoacidos que formaban EV2038 CDR-H3, las sustituciones de aminoacidos no conservativas que
mostraron capacidades de unién reducidas con AD1.

La Figura 8 muestra la evaluacion de la capacidad de unién de AD1 de una variante que tiene mutacion en el resto
de aminoacido 79° de la region EV2038 CDR-H2.

La Figura 9(A) muestra una vista de clones de mutantes con regién AD1 de glucoproteina gB suprimida usados para
analizar regiones de epitopos, mientras que la Figura 9(B) es una vista que muestra resultados del analisis de
transferencia de Western usando estos mutantes de delecion.

La Figura 10(A) muestra resultados de mapeo de epitopos de EV2038 usando una matriz peptidica. La Figura 10(B)
muestra los resultados anteriormente mencionados del andlisis junto con la secuencia de aminoacidos de la
glucoproteina gB, asi como resultados de un analisis usando un mutante de delecién de EV2038 y secuencia
epitépica previamente indicada de ITC52.

La Figura 11 es una grafica que muestra los resultados de la evaluacién de la actividad neutralizante de un
anticuerpo anti HCMV de la presente invencion. La Figura 11(A) es una grafica que muestra las actividades
neutralizantes de un anticuerpo monoclonal humano (hlgG) como un control negativo que no tiene especificidad por
HCMV y EV2001 como un anticuerpo anti AD1 (desvelado en el Documento de Patente 5), contra citomegalovirus
humano (cepa AD169) en presencia de un complemento; la Figura 11(B) es una grafica que muestra las actividades
neutralizantes de higG y anticuerpos monoclonales anti HCVM (EV2038 y HCMV16), contra citomegalovirus humano
(cepa AD169) en presencia de un complemento; la Figura 11(C) es una grafica que muestra las actividades
neutralizantes de higG como un control negativo y EV2001, contra citomegalovirus humano (cepa AD169) en
ausencia de un complemento; y la Figura 11(D) muestra las actividades neutralizantes de higG y anticuerpos
monoclonales anti HCMV (EV2038 y HCMV 16), contra citomegalovirus humano (cepa AD169) en ausencia de un
complemento.

Realizacioén para llevar a cabo la invencion

1. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencién

De acuerdo con una realizaciéon de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo o un fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente con la glucoproteina gB de citomegalovirus humano (HCMV) y que
es capaz de neutralizar la bioactividad del mismo. De acuerdo con una realizacién mas especifica, se proporciona un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente con un epitopo discontinuo
presente en la regiéon AD1 de la glucoproteina gB de HCMV y que es capaz de neutralizar la bioactividad de la
proteina.

La “glucoproteina gB de citomegalovirus humano (HCMV)” (o “glucoproteina gB de HCMV” o “glucoproteina gB de
HCMV”) es una de las glucoproteinas principales que forman la envoltura de HCMV, que se sabe que contribuye a la
entrada de particulas virales en células, fusion celular y la infecciéon de célula a célula por un virus. La secuencia de
aminoacidos de la glucoproteina gB de HCMV (secuencia de aminoacidos de la cepa AD169 como una cepa
representativa del virus de HCMV) esta disponible como la secuencia de aminoacidos (SEC ID N°: 137) de la
proteina del N° de Referencia: P06473 de una base de datos de secuencias disponible al publico (Swiss-Prot).

La “region AD1 de glucoproteina gB de citomegalovirus humano (HCMV)” o “regiéon AD1 de glucoproteina gB de
HCMV” se refieren a una regiéon que consiste en restos de aminoacidos continuos en las posiciones 552-635 de la
secuencia de aminoacidos de la glucoproteina gB de HCMV (Wagner et al., Journal of Virology, Vol. 66, N° 9, Sept.
1992, p. 5290-5297).

En el presente documento, el término “epitopo” se usa con un significado general en este campo y se refiere a una
estructura parcial pequefia de una molécula de antigeno como un compafiero de uniéon de un anticuerpo (Iwanami
Biological Dictionary, 42 Ed. (12 Ed. publicada en 1996)).

De acuerdo con una realizacion aun mas especifica de la invencion, existe un epitopo discontinuo presente en la
region AD1 en la secuencia de aminoacidos de los restos de aminoacidos continuos en las posiciones 549-580 (SEC
ID N°: 23) y la secuencia de aminoacidos de los restos de aminoacidos continuos en las posiciones 596-640 (SEC ID
N°: 24) de la glucoproteina gB de citomegalovirus humano (HCMV). Aun mas especificamente, el epitopo
discontinuo consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 25, la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
26 y la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 27.

De acuerdo con una realizacion, un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo de la presente
invencion incluye:
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(a) una cadena pesada (cadena H) que contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 6; y

(b) una cadena ligera (cadena L) que contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4 u 8, donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une especificamente con la glucoproteina gB de citomegalovirus
humano y es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma.

Como alternativa, un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencion incluye:

(a) una region variable de cadena pesada (HCVR) que contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10; y
(b) una regién variable de cadena ligera (LCVR) que contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12,

en el que se une especificamente con la glucoproteina gB de citomegalovirus humano y es capaz de neutralizar la
bioactividad de la misma.

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la presente invencién se une especificamente con la glucoproteina
gB de citomegalovirus humano y es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma, en el que

(i) las secuencias de aminoacidos de CDR (Region Determinante de Complementariedad) 1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de la cadena pesada incluyen:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 13;
(b) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 14; y
(c) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 15, respectivamente, y

(ii) las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera incluyen:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16;
(b) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17; y
(c) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 18, respectivamente.

Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo también comprende un equivalente funcional del
anticuerpo anteriormente descrito o fragmento de unién a antigeno, que se une especificamente con la
glucoproteina gB de citomegalovirus humano y es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma. La descripcion
desvela

(a) una cadena pesada (cadena H) mostrada por una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion,
insercién, adicion o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a varios restos
de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 o 6, o una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 6; y

(b) una cadena ligera (cadena L) mostrada por una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion,
insercién, adicion o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a varios restos
de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4 u 8, o una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4 u 8.

Como alternativa, un equivalente funcional del anticuerpo anteriormente descrito o fragmento de unién a antigeno
desvelado en la descripcion también incluye:

(a) una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
delecion, sustitucion, insercién, adicidon o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de
uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 10, o una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10; y

(b) una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene delecion,
sustitucioén, insercién, adicion o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a
varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12, o una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad del 95 % o mas con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12.

La descripcion describe un equivalente funcional del anticuerpo anteriormente descrito o fragmento de unién a
antigeno que incluye ademas:

@)

(a) CDR1 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen
delecion, sustitucién, insercion, adicién o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de
uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 13,

(b) CDR2 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen
delecion, sustitucion, insercién, adicidon o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de
uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 14,y
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(c) CDR3 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen
delecion, sustitucion, insercién, adiciéon o una combinacion de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de
uno a varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 15 y la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 22, y

(ii)

(a) CDR1 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen delecion,
sustitucioén, insercioén, adicion o una combinaciéon de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a
varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16,

(b) CDR2 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen delecion,
sustitucioén, insercion, adicion o una combinaciéon de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a
varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17,y

(c) CDR3 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos que tienen delecion,
sustitucioén, insercioén, adicion o una combinaciéon de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones para de uno a
varios restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 18.

El limite superior del nimero de mutaciones contenido en la secuencia de aminoacidos del equivalente funcional
anteriormente descrito puede determinarse basandose en si el equivalente puede unirse especificamente con la
glucoproteina gB de HCMV y es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma. La actividad neutralizante de
HCMV puede evaluarse, por ejemplo, de acuerdo con métodos descritos en los Ejemplos 9 y 10 posteriores. La
capacidad para bloquear la infeccion de célula a célula puede evaluarse de acuerdo con un método descrito en el
Ejemplo 11 posterior.

El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de inmunoglobulina que
consiste en cuatro cadenas polipeptidicas, es decir, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), que estan
conectadas entre si mediante enlaces disulfuro. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencion
también consiste en una molécula de inmunoglobulina que contiene dos de cada una de las cadenas ligeras
(cadenas L) y cadenas pesadas (cadenas H). Cada una de las cadenas H consiste en una region variable de cadena
H (denominada en ocasiones “HCVR” o “Vy”) y una region constante de cadena H (la regién constante de cadena H
consiste en tres dominios, que pueden denominarse en ocasiones “Cpy1”, “Cp2” y “Cu3” (denominados
colectivamente Ch)). Cada una de las cadenas L consiste en una region variable de cadena L (denominada en
ocasiones “LCVR” o “V|") y una region constante de cadena L (la region constante de cadena L consiste en un Unico
dominio, que puede en ocasiones denominarse “C.”).

En particular, HCVR y LCVR son importantes porque son responsables de la especificidad de uniéon de un
anticuerpo. Ya que un anticuerpo interacciona con un antigeno diana principalmente mediante los restos de
aminoacidos de LCVR y HCVR, la secuencia de aminoacidos dentro de la region variable varia en gran medida entre
diversos anticuerpos en comparacion con la secuencia fuera de la region variable. HCVR y LCVR pueden
clasificarse ademas en una region llamada regiéon marco conservada (FR) y una region hipervariable denominada
region determinante de complementariedad (CDR), que son mas constantes entre diversos anticuerpos. HCVR y
LCVR consisten cada una en tres CDR y cuatro FR, que se alinean secuencialmente en el orden de FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4 del extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal.

La expresion “fragmento de unién a antigeno” (o simplemente “fragmento de anticuerpo”) de un anticuerpo se refiere
a un fragmento de uno o mas anticuerpos capaces de unirse especificamente con un antigeno (por ejemplo, HCMV).
En este caso, este fragmento deberia contener un péptido que tuviera una secuencia de aminoacidos minima que se
uniera especificamente con el antigeno. Ademas, también se incluyen en los “fragmentos de unioén a antigeno” un
anticuerpo monocatenario (scFV), un antigeno biespecifico, un antigeno poliespecifico y similares que tienen la
region variable o la region determinante de complementariedad del anticuerpo que se une especificamente con el
antigeno. En el presente documento, para mayor simplicidad, “un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno”
puede denominarse simplemente un “anticuerpo”.

Un “anticuerpo capaz de neutralizar la bioactividad de HCMV” se refiere a un anticuerpo que inhibe la bioactividad
del HCMV uniéndose con HCMV o una célula infectada por HCMV.

La “bioactividad de HCMV” tipica incluye, pero sin limitacion, actividades de HCMV que provocan las siguientes
enfermedades (a)-(e) ejemplificadas a continuacion, e incluye actividades de HCMV que inducen diversas
enfermedades provocadas por la accion del HCMV activado:

(a) diversas enfermedades tales como neumonia intersticial, retinitis, gastroenteritis o encefalitis provocadas por la
reactivacion del HCMV en un estado de inmunodeficiencia tal como SIDA, cancer, después del trasplante de
organos, después del trasplante de médula ésea o después de hemodialisis;

(b) infeccién por CMV congénita debida a la transmision de la infeccion por HCMV de una mujer embarazada a un
feto;
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(c) aborto, mortinato o muerte poco después del nacimiento provocados por la infeccion por CMV congénita
anteriormente descrita;

(d) bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura trombocitopénica, microcefalia, trastorno del
desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis o alteracién de la audicion en el caso de
supervivencia a través de la infeccion por CMV congénita descrita anteriormente; o

(e) anomalia de la funcion hepatica, neumonia intersticial o mononucleosis que esta provocada por la infeccion por
HCMV durante el periodo neonatal o la infancia (Documentos No de Patente 3, 4 y 5).

La expresion “enfermedad provocada por HCMV” como se usa en el presente documento incluye, ademas de otras
enfermedades, una enfermedad que se ha descubierto o parece que esta provocada por que un sujeto diana que
padece esa enfermedad tiene HCVM como la causa de las afecciones patoldgicas de esa enfermedad o como una
causa del empeoramiento de esa enfermedad. Por lo tanto, las enfermedades provocadas por la bioactividad de
HCMV son aquellas cuyos sintomas y/o progresion se espera que se alivien por la inhibicién de la bioactividad de
HCMV. Los sintomas de dichas enfermedades pueden aliviarse o tratarse, por ejemplo, usando el anticuerpo anti
HCMV anteriormente descrito. Especificamente, la enfermedad anteriormente mencionada puede demostrarse
aumentando el nivel de anticuerpo anti HCMV en el fluido bioldgico del sujeto diana que padece esa enfermedad
(por ejemplo, aumentando el nivel de anticuerpo anti HCMV en el suero, plasma o liquido sinovial del sujeto diana).
Las expresiones tales como “efecto inhibidor”, “inhibicion”, “supresion” y “capaz de inhibir’” como se usa en el
presente documento se refieren a reducir la bioactividad resultante del antigeno (HCMV) en aproximadamente 5-100
%, preferentemente 10-100 %, mas preferentemente 20-100 %, mas preferentemente 30-100 %, mas
preferentemente 40-10 0%, mas preferentemente 50-100 %, mas preferentemente 60-100 %, mas preferentemente
70-100 % y aun mas preferentemente 80-100 %.

Ya que la secuencia de aminoacidos de la region variable es responsable de la mayoria de la interaccion de
anticuerpo-antigeno, un anticuerpo recombinante que replica una propiedad de un anticuerpo de origen natural
particular puede expresarse construyendo un vector de expresion que contiene una secuencia de la region variable o
una secuencia del resto de CDR derivado del anticuerpo de origen natural particular, injertado en una region
constante o una secuencia marco conservada derivada de un anticuerpo diferente que tiene una propiedad diferente.

En consecuencia, para rehacer un anticuerpo recombinante intacto que tiene la misma caracteristica de unién que el
anticuerpo original, no existe la necesidad de obtener la secuencia completa del anticuerpo particular. La secuencia
de la region variable o el resto de CDR de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo pueden ser suficientes para
este fin.

SEC ID N°: 13, 14 y 15 representan secuencias de aminoacidos correspondientes a CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada, respectivamente. SEC ID N° 16, 17 y 18 son secuencias de aminoacidos correspondientes a
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera, respectivamente. Por lo tanto, el anticuerpo de la presente invencion tiene
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera correspondiente a SEC ID
N°: 13, 14, 15, 16, 17 y 18, respectivamente. Sin embargo, en la presente divulgacion, CDR1, CDR2 y CDR3 de la
cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera pueden no corresponder necesariamente a SEC ID N°:
13, 14, 15, 16, 17 y 18, respectivamente, siempre que el anticuerpo monoclonal se una especificamente con HCMV
y sea capaz de neutralizar la bioactividad del mismo. CDR3 de la cadena pesada de la presente divulgacion, en
particular, puede ser una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 22. Ademas, la secuencia de CDR puede ser una secuencia de aminoacidos que tiene delecion, sustitucion,
insercion, adicion o una combinacion de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios (especificamente, 1-9,
1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1) restos de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 13, 14, 15, 16, 17 y 18, siempre que tenga la
actividad neutralizante anteriormente descrita.

De acuerdo con la presente divulgacion, la secuencia de aminoacidos distinta de CDR no esta particularmente
limitada, y un anticuerpo denominado con injertos de CDR en el que la secuencia de aminoacidos distinta de CDR
deriva de otro anticuerpo, en particular, un anticuerpo de otra especie, también esta abarcado por la presente
invencioén. La secuencia de aminoacidos distinta de CDR es preferentemente un anticuerpo derivado de ser humano,
pero si es necesario, la region marco conservada (FR) puede incluir delecién, sustitucion, insercion, adicion o una
combinacion de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios (siendo el numero especifico el mismo que se
ha mencionado anteriormente) restos de aminoacidos. Dichos anticuerpos pueden prepararse de acuerdo con un
método conocido (Riechmann L, et al., Reshaping human antibodies for therapy. Nature, 332: 323-327, 1988). De
acuerdo con la presente invencioén, un anticuerpo humano completo es, por supuesto, favorable.

De acuerdo con la presente divulgacion, la delecion, la delecion, sustitucion, insercién, adicion o una combinacion de
dos 0 mas de estas mutaciones para uno o mas restos de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la presente invencion significa que la delecion, sustitucion, insercion y adicion de uno o varios restos de
aminoacidos estan presentes en una cualquiera o mas posiciones de la misma secuencia de aminoacidos, en la que
dos o mas de la delecién, sustitucion, insercion y adicion pueden producirse simultaneamente.
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Los aminoacidos que forman proteinas de origen natural pueden clasificarse de acuerdo con las propiedades de sus
cadenas laterales. Por ejemplo, los ejemplos de grupos de aminoacidos que tienen propiedades similares incluyen
aminoacidos aromaticos (tirosina, fenilalanina, triptéfano), aminoacidos basicos (lisina, arginina, histidina),
aminoacidos acidos (acido aspartico, acido glutamico), aminoacidos neutros (serina, treonina, asparagina,
glutamina), aminoacidos que tienen una cadena de hidrocarburo (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina) y otros
(glicina, metionina, cisteina).

Los restos de aminoacidos mutuamente reemplazables incluyendo aminoacidos no nativos también pueden
clasificarse, por ejemplo, de la siguiente manera, en la que los restos de aminoacidos en el mismo grupo pueden ser
mutuamente reemplazables entre si. Grupo A: leucina, isoleucina, norleucina, valina, norvalina, alanina, acido 2-
aminobutanoico, metionina, o-metilserina, t-butilglicina, t-butilalanina, ciclohexilalanina; Grupo B: acido aspartico,
acido glutamico, acido isoaspartico, acido isoglutamico, acido 2-aminoadipico, acido 2-aminosubérico; Grupo C:
asparagina, glutamina; Grupo D: lisina, arginina, ornitina, acido 2,4-diaminobutanoico, acido 2,3-diaminopropionico;
Grupo E: prolina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina; Grupo F: serina, treonina, homoserina; y Grupo G: fenilalanina,
tirosina, triptéfano.

De acuerdo con la presente divulgacion, los anticuerpos mas preferibles incluyen (a) una region variable de cadena
pesada (HCVR) mostrada por: la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10; una secuencia de aminoacidos que
tiene delecion, sustitucion, insercion, adicién o una combinacién de dos o mas de estas mutaciones para de uno a
varios (especificamente, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 o 1) restos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 10; o una secuencia de aminoacidos que tiene identidad del 95 % o mayor
(preferentemente, 96 % o mayor, 97 % o mayor, 98 % o mayor, 99 % o mayor 0 99,5 % o mayor) con la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 10 y (b) una region variable de cadena ligera (LCVR) mostrada por: la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 12; una secuencia de aminoacidos que tiene delecién, sustitucion, insercién, adiciéon o
una combinacion de dos o mas de estas mutaciones de uno a varios (siendo el nimero especifico el mismo que se
ha mencionado anteriormente) restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos que tiene identidad del 95 %
o mas (siendo el porcentaje especifico el mismo que se ha mencionado anteriormente) con la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 12.

Aqui, la identidad de una secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos puede determinarse empleando
el algoritmo BLAST de Karlin y Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci: USA 872264-2268, 1990; Proc Natl Acad Sci USA 90:
5873, 1993). Se han desarrollado programas llamados BLASTN y BLASTX basandose en el algoritmo de BLAST
(Altschul SF, et al: J Mol Biol 215: 403, 1990). Para analizar una secuencia de nucleétidos usando BLASTN, los
parametros se ajustan, por ejemplo, a puntuacion = 100 y longitud de palabra = 12. Para analizar una secuencia de
aminoacidos usando BLASTX, los parametros se ajustan, por ejemplo, a puntuacién = 50 y longitud de palabra = 3.
En el caso de usar programas BLAST y BLAST con Huecos, se usan los parametros por defecto para cada
programa.

De acuerdo con la presente invencion, un anticuerpo aun mas preferible incluye (a) una regién variable de cadena
pesada (HCVR) representada por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 10 y (b) una region variable de
cadena ligera (LCVR) representada por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12.

De acuerdo con la presente divulgacion, un anticuerpo ain mas preferible incluye (a) una cadena pesada (cadena H)
mostrada por: la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6; una secuencia de aminoacidos que tiene delecion,
sustitucion, insercion, adiciéon o una combinacion de dos o mas de estas mutaciones para de uno a varios (siendo el
numero especifico el mismo que se ha mencionado anteriormente) restos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 6; o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 95 % o mayor (siendo el
porcentaje especifico el mismo que se ha mencionado anteriormente) con la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 6 y (b) una cadena ligera (cadena L) mostrada por: la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8; una secuencia
de aminoacidos que tiene delecién, sustitucién, inserciéon, adicién o una combinacion de dos o mas de estas
mutaciones para de uno a varios (siendo el nimero especifico el mismo que se ha mencionado anteriormente)
restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8; o una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad del 95 % o mayor (siendo el porcentaje especifico el mismo que se ha mencionado anteriormente) con
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8.

El anticuerpo mas preferible de acuerdo con la presente invencién es un anticuerpo monoclonal humano completo
que incluye una cadena pesada (cadena H) representada por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6 y una
cadena ligera (cadena L) representada por la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 8. Ademas, la clase
(subclase) de un anticuerpo preferible de la invencion es IgG1 ().

El anticuerpo anti HCMV anteriormente descrito o un fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con la
presente invencion se une especificamente con HCMV causante de diversas enfermedades, neutraliza la
bioactividad del mismo, y tiene una capacidad de neutralizacion mucho mayor que la de un anticuerpo anti HCMV
convencional.
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La expresion “se une especificamente con” como se usa en el presente documento significa que reconoce y se une
con un antigeno predeterminado.

Tipicamente, una constante de disociacion (valor Kd) entre HCMV (especialmente, HCMV humano) y un anticuerpo
de la invencién es preferentemente 1 x 10" M o menos, mas preferentemente 1 x 108 Mo menos, aun mas
preferentemente 1 x 10° M o menos, y mas preferentemente 1 x 10" M o menos. Una constante de disociacion
entre un anticuerpo y HCMV puede determinarse de acuerdo con un método conocido. Por ejemplo, un anticuerpo
anti HCMV inmovilizado en una microplaca puede usarse para la determinacién usando un analizador de interaccién
de proteinas tal como BIACORET100 (marca registrada).

La capacidad neutralizante de un anticuerpo anti HCMV puede evaluarse determinando una velocidad de bloqueo de
la infeccion o una velocidad de bloqueo de formacion de placas por inmunotincién. Especificamente, una cepa de
HCMV tipica tal como la cepa AD169 y la cepa Towne se pone en contacto con diversos niveles de anticuerpos anti
HCMV durante un tiempo predeterminado antes de inocularla en un sistema de cultivo celular infectable.
Posteriormente, se inoculan en células. Veinticuatro horas después de la infeccién, el nimero de células infectadas
por HCMV puede contarse por inmunotincion para determinar la velocidad de bloqueo de la infeccion, o el nimero
de placas formadas 5-6 dias después de la infeccion puede contarse para determinar la velocidad de bloqueo de las
mismas, determinando de esta manera la actividad neutralizante del anticuerpo anti HCMV.

Un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion tiene
aproximadamente 50 % de capacidad de bloqueo de formacion de placas, es decir, una actividad neutralizante
contra la cepa AD169, preferentemente a 1 pug/ml (aproximadamente 7 nM) o menor, mas preferentemente a 0,1
pg/ml (aproximadamente 0,7 nM) o menor, adin mas preferentemente a 0,05 ug/ml (aproximadamente 0,3 nM) o
menor y mas preferentemente aproximadamente a 0,03 pg/ml (aproximadamente 0,2 nM) o menor.

Ademas, como una capacidad de bloqueo de la infeccion de célula a célula, un efecto inhibidor para la infeccion de
célula a célula puede evaluarse cultivando una célula infectada por HCMV durante un tiempo predeterminado y
afiadiendo después diversos niveles de anticuerpos anti HCMV a ese sistema de cultivo celular.

Un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion tiene
50 % o mayor de capacidad de bloqueo de infeccion de célula a célula a una concentracion final de preferentemente
2 pg/ml (aproximadamente 13 nM) o menor, mas preferentemente a 0,5 ug/ml (aproximadamente 3 nM) o menor, y
aun mas preferentemente a 0,2 pug/ml (aproximadamente 0,13 nM) o menor.

Un anticuerpo de la presente invencion puede ser un anticuerpo monoclonal humano recombinante, un anticuerpo
monoclonal (incluyendo anticuerpo quimérico y anticuerpo humanizado) o un fragmento de unién a antigeno del
mismo que puede unirse especificamente con HCMV y es capaz de neutralizar la bioactividad del mismo, que puede
obtenerse de acuerdo con una técnica bien conocida en este campo basandose en un anticuerpo de longitud
completa, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una secuencia de aminoacidos de una region variable de
SEC ID N°: 6, 8, 10 0 12, y una secuencia de aminoacidos de una region determinante de complementariedad (CDR)
representada por una cualquiera de SEC ID N°: 13-18. Estos anticuerpos quedan dentro del alcance técnico de la
presente invencion.

Por ejemplo, se escinden secuencias sefial de cadenas pesadas y ligeras en el transcurso de la maduracion de
proteinas, y por lo tanto no contribuyen a la propiedad del anticuerpo final. Para afiadir la secuencia que falta, puede
combinarse una secuencia de ADNc clonada con un oligonucleétido sintético por ligamiento o amplificacion por
PCR.

Como alternativa, la region variable completa puede sintetizarse combinando un conjunto de oligonucleétidos
solapantes cortos por amplificacion por PCR, preparando de este modo un clon completamente artificial de la regién
variable.

2. Acido nucleico que codifica anticuerpos o similares de la presente invencion

De acuerdo con otra realizacién de la presente invencién, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica un
anticuerpo monoclonal anti HCMV o un fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente con
HCMV y que es capaz de neutralizar la bioactividad del mismo, en el que el acido nucleico se selecciona de acidos
nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos del grupo que consiste en SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-18
y 22 y acidos nucleicos que hibridan con estos acidos nucleicos en condiciones altamente rigurosas.

Preferentemente, el acido nucleico anteriormente descrito es ADN o ARN, y mas preferentemente ADN.
Un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo monoclonal anti HCMV o un fragmento de unién a antigeno del

mismo que se une con HCMV y que es capaz de neutralizar la bioactividad del mismo, que tiene alta identidad con
un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 2,
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4,6, 8,10, 12, 13-18 y 22 también esta abarcado por la presente divulgacion. La expresion “que tiene alta identidad”
como se usa en el presente documento se refiere a identidad de secuencia que es suficiente para hibridar con una
secuencia de acido nucleico predeterminada en condiciones altamente rigurosas, lo que significa, por ejemplo,
identidad del 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mayor.

Las “condiciones altamente rigurosas” significan, por ejemplo, condiciones de SSC 5 x, solucion de Denhardt 5 x,
SDS 0,5 % y formamida al 50 % a 50 °C (véase, por ejemplo, J. Sambrook ef al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), en particular, la seccion 11.45 “Conditions for
Hybridization of Oligonucleotide Probes”). En estas condiciones, se espera que una mayor temperatura proporcione
eficazmente a un polinucledtido (por ejemplo, ADN) mayor identidad. Parece haber, sin embargo, multiples factores
que influyen en la rigurosidad de la hibridacion tales como temperatura, concentracion de la sonda, longitud de la
sonda, fuerza idnica, tiempo y concentracidon salina, y los expertos en la materia deberian ser capaces de
seleccionar apropiadamente estos factores para conseguir una rigurosidad similar.

Los ejemplos de los acidos nucleicos desvelados en el presente documento sometidos a hibridacion en las
condiciones altamente rigurosas anteriormente descritas incluyen acidos nucleicos que tienen identidad de, por
ejemplo, el 70 % o mayor, 80 % o mayor, 90 % o mayor, 95 % o mayor, 97 % o mayor 0 99 % o mayor con un acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-18 y 22.

La identidad de una secuencia de nucledtidos puede determinarse utilizando el algoritmo de busqueda de identidad
anteriormente descrito (Proa Nati. Acad. Sci. USA 872264-2268, 1990; Proc Nati Acad Sci USA 90: 5873,1993).

Un acido nucleico preferible de acuerdo con la presente invencién es ADN que codifica ambas secuencias de
aminoacidos de SEC ID N°: 10 y 12, y mas preferentemente ADN que codifica ambas secuencias de aminoacidos de
SEC ID N°: 6 y 8. Un acido nucleico aun mas preferible es ADN que codifica ambas secuencias de aminoacidos de
SECID N°% 2y 4.

Un acido nucleico aun mas preferible es un acido nucleico que contiene ambos acidos nucleicos de SEC ID N°: 5y
7,y un acido nucleico ain mas preferible es un acido nucleico que contiene ambos acidos nucleicos de SEC ID N°: 1
y 3.

3. Vector, célula hospedadora y método para preparar un anticuerpo de la invencion

La presente invencién también se refiere a un vector que incorpora el acido nucleico anteriormente descrito, una
célula hospedadora a la que se ha introducido el vector, y un método para preparar un anticuerpo usando los
mismos.

Un anticuerpo de la presente invencion también puede prepararse como un anticuerpo humano recombinante de
acuerdo con un método conocido (véase Nature, 312; 643, 1984, Nature, 321: 522, 1986, etc.). Por ejemplo, un
anticuerpo de la presente invencién puede prepararse cultivando una célula hospedadora a la que se ha introducido
un vector de la invencion, y purificando el anticuerpo producido del sobrenadante de cultivo o similares. Mas
especificamente, un anticuerpo puede prepararse insertando ADNc que codifican Vi y Vi en vectores de expresion
de células animales que contienen genes que codifican Cy de anticuerpo humano y/o C. de anticuerpo humano
preparados de la misma célula o diferentes células humanas para construir un vector de expresion de anticuerpo
humano e introducir el vector en una célula animal para expresion.

Los vectores en los que se han incorporado acidos nucleicos que codifican V4 o Vi del anticuerpo de la presente
invencion no estan necesariamente limitados, pero son preferentemente vectores usados en general para la
expresion de un gen de una proteina o similares, y particularmente un vector o un vector de alta expresiéon que es
adecuado para la expresion de un gen de anticuerpo. Los ejemplos preferibles incluyen vectores que contienen un
promotor de EF y/o un potenciador de CMV. En general, se preparan vectores de expresion que incorporan cada
uno un acido nucleico que codifica V4 0 VL y se usan para cotransfectar una célula hospedadora, pero los acidos
nucleicos también pueden incorporarse en un unico vector de expresion.

La célula hospedadora para introducir el vector de expresidn no estd necesariamente limitada, pero es
preferentemente una célula que se usa en general para la expresion de un gen de proteina o similares, y
particularmente una célula que es adecuada para la expresion de un gen del anticuerpo. Los ejemplos incluyen una
bacteria (E. coli, etc.), actinomicetos, una levadura, una célula de insecto (SF9, etc.), y una célula de mamifero
(COS-1, CHO, célula de mieloma o similares).

Para producir a escala industrial un anticuerpo recombinante, se utiliza en general una cepa celular animal
recombinante tal como la cepa celular CHO que es altamente y establemente productivo del anticuerpo. Pueden
emplearse métodos de amplificacion y exploracion de genes conocidos para preparacion, clonacion y alta expresion
de dicha cepa celular recombinante (por ejemplo, véase Omasa T.: J. Biosci. Bioeng., 94, 600-605, 2002, etc.).
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Aparte de un anticuerpo que consiste en dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, la presente invencion también
comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo de la presente invencion. Los ejemplos de
fragmentos de unién a antigeno incluyen Fab (fragmento de unién a antigeno), Fab’ y F(ab’),. Los ejemplos de los
obtenidos uniendo los fragmentos activos del anticuerpo mediante un enlazador o similares incluyen un anticuerpo
monocatenario (Fv monocatenario: scFv) y un anticuerpo estabilizado por disulfuro (Fv estabilizado por disulfuro:
dsFv). Un ejemplo de un péptido que contiene un fragmento activo del anticuerpo incluye un péptido que contiene
CDR. Estos pueden producirse de acuerdo con un método conocido tal como un método en el que el anticuerpo de
la presente invencion se trata con una enzima proteolitica apropiada o una técnica de recombinacion génica.

La purificacion del anticuerpo puede llevarse a cabo usando una técnica de purificacién conocida tal como método
de precipitacion por adicion de sal, filtracion en gel, cromatografia de intercambio idnico o cromatografia de afinidad.

Ademas, los genes de Vy y Vi pueden redistribuirse artificialmente para expresar un anticuerpo scFv diversificado
(Fragmento monocatenario de region variable) como una proteina de fusion de fagos por una técnica de
presentacion de anticuerpos en fagos recientemente desarrollada en la que un anticuerpo recombinante se expresa
en una superficie de un fago por una técnica de ingenieria genética, obteniendo de esta manera un anticuerpo
especifico. Esta técnica se aprecia mucho por ser capaz de escapar al sistema inmunitario y ademas como una
técnica para preparar un anticuerpo humanizado como una alternativa al método de fusién celular. Un anticuerpo
especifico o un fragmento de unién a antigeno del mismo preparado usando esta técnica con respecto a la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-18 y 22 del presente documento pertenece al alcance
técnico de la presente divulgacion.

Ademas, un anticuerpo obtenido aplicando la técnica de Potelligent recientemente desarrollada en la que la actividad
de ADCC de un anticuerpo se mejora ampliamente modificando el resto de la cadena de azlcar del anticuerpo
puede aplicarse a un anticuerpo de la presente invencion (véase Niwa R., et al, Clin. Cancer Res., 10, 6248-6255
(2004)) y un anticuerpo obtenido aplicando la técnica Complegnent que mejora la actividad de CDC a un anticuerpo
de la presente invencion (véase Kanda S., et al, Giycobiology, 17,104-118 (2007)) también quedan dentro del
alcance técnico de la presente invencion.

Un anticuerpo se prepara en general obteniendo un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal utilizando un
animal experimental tal como un ratén, un conejo, una cabra o similares. Ya que dicho anticuerpo tiene una
secuencia que es caracteristica de la especie de animal usada, se reconoceria como una sustancia ajena por el
sistema inmunitario humano si se administrara directamente, lo que puede dar como resultado una respuesta
humana anti anticuerpo animal (en otras palabras, se produce un anticuerpo contra un anticuerpo).

Puede obtenerse un anticuerpo monoclonal anti HCMV o un fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo
con la presente invencién a partir de una célula productora de anticuerpos derivada de sangre de un ser humano
sano, que es un anticuerpo humano completo. Cuando este anticuerpo humano completo se administra a un ser
humano como un farmaco de anticuerpo, no tiene inmunogenicidad y por lo tanto no deberia mostrar respuesta
inmunitaria.

Ya que un anticuerpo monoclonal anti HCMV de la presente invencién tiene una mayor capacidad neutralizante que
la de un anticuerpo monoclonal anti HCMV convencional, puede esperarse un nivel similar del efecto terapéutico con
menos dosificacion.

En lo sucesivo en el presente documento, se describira un procedimiento para obtener un anticuerpo monoclonal
anti HCMV y un fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la presente invencion, pero un procedimiento para
obtener un anticuerpo o similares de la presente invencion no deberia limitarse a estas descripciones y resulta
evidente que cualquier modificacién que se realice en general en la técnica puede llevarse a cabo.

Un anticuerpo monoclonal anti HCMV y un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente
invencion pueden obtenerse: separando un clon celular que produce el anticuerpo de sangre de un ser humano sano
a través de varias etapas, recogiendo el anticuerpo del sobrenadante de cultivo del clon celular productor de
anticuerpo; y llevando a cabo purificacion de afinidad para el anticuerpo obtenido.

1) Separacién del clon celular que produce anticuerpo humano completo contra HCMV

Se separan linfocitos B de sangre humana sana para inducir la proliferacion de los linfocitos B. Se conoce en si
mismo un método para inducir la proliferaciéon, y puede llevarse a cabo, por ejemplo, por un método de
transformacion usando “virus de Epstein-Barr (virus EB)” (en lo sucesivo en el presente documento, denominado
VEB) como un factor inductor de cancer (D. Kozbor et al.).

Especificamente, el linfocito B anteriormente mencionado se infecta con VEB para inducir la proliferacion, y las
células proliferadas se usan como una biblioteca de células productoras de anticuerpo.
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2) Recogida de anticuerpo monoclonal de biblioteca de células productoras de anticuerpo

Puede recogerse un anticuerpo monoclonal de células inducidas por proliferacion de acuerdo con un método bien
conocido usado habitualmente para la preparacion de un anticuerpo monoclonal.

A partir de la biblioteca de células productoras de anticuerpo anteriormente descritas, se clasifica un clon de linfocito
que produce un anticuerpo que se une con HCMV, y el anticuerpo se retira del sobrenadante de cultivo del mismo.
Especificamente, se selecciona una poblacién celular (clones) que produce un anticuerpo de uniéon a HCMV de la
biblioteca de células productoras de anticuerpo anteriormente descritas por el método de dilucién limitante.

Para detectar un clon que se une con HCMV, se emplea preferentemente ELISA usando un antigeno derivado de
HCMV y un anticuerpo de ratén anti IgG humano marcado.

Repitiendo el cultivo y la exploracion de la poblacion de células positivas para anticuerpo seleccionadas, puede
obtenerse una poblacion celular (clones) que produce solamente el anticuerpo de interés.

Se muestra en la Figura 1 un diagrama de flujo que indica las etapas hasta la separacion de un clon de una célula
productora de anticuerpo.

3) Purificacion de afinidad usando proteina Ao G

Para purificar el anticuerpo anti HCMV, puede hacerse proliferar la célula seleccionada en un frasco rotatorio, un
matraz de Agitacion de 2 |, u otro sistema de cultivo.

El sobrenadante de cultivo resultante se filira para concentrarlo y después se somete a cromatografia de afinidad
con proteina A o proteina G-sepharose (GE Healthcare) o similares, purificando de este modo la proteina. El tampdn
puede reemplazarse con PBS para determinar la concentracion por DOy 0 preferentemente por analisis con
neferémetro.

El isotipo puede examinarse por un método especifico para el antigeno de isotipo.

Ya que el anticuerpo anti HCMV obtenido de esta manera es un anticuerpo humano completo preparado a partir de
un linfocito B sensibilizado en un cuerpo humano, la probabilidad de provocar respuesta inmunitaria contra el
anticuerpo es baja.

Esta preparacién de un clon celular productor de anticuerpo también se caracteriza por el uso de virus EB que esta
activo en infeccion e induccion de proliferacion del linfocito B.

Las ventajas del método de virus EB son que puede prepararse un anticuerpo natural realizado en un cuerpo
humano y que puede obtenerse un anticuerpo con alta afinidad. Por ejemplo, se ha descubierto que un anticuerpo
humano contra HCMV tiene una afinidad que es aproximadamente 10-100 veces mayor que la de un anticuerpo
preparado por inmunizacion artificial de un ratén.

Una poblacién de linfocitos B que ha proliferado por infecciéon por virus EB puede ser una biblioteca de células
productoras de anticuerpo.

Un clon celular productor de anticuerpos especifico puede separarse de esta biblioteca para obtener un anticuerpo
humano.

4. Composicién farmacéutica gue contiene anticuerpo de la invencion

A continuacién, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una
enfermedad asociada con citomegalovirus humano (HCMV), que comprende el anticuerpo anteriormente descrito o
un sitio de unién a antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ya que un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente
invencion tiene mayor capacidad neutralizante contra HCMV que la de un anticuerpo convencional anti HCMV, es
util como un farmaco profilactico o terapéutico para una enfermedad relacionada con HCMV (diversas enfermedades
provocadas por HCMV). Una enfermedad provocada por HCMV es una enfermedad cuyos sintomas y/o progresion
se espera que se alivien por la inhibicién de la actividad de HCMV.

La expresién “enfermedad relacionada con HCMV” como se usa en el presente documento comprende, ademas de
otras enfermedades, una enfermedad que se ha descubierto que esta o que parece que esta provocada por que un
sujeto diana que padece esa enfermedad tiene HCMV como la causa de las afecciones patologicas de esa
enfermedad o como una causa de empeoramiento de esa enfermedad. En otras palabras, ya que un anticuerpo anti
HCMV o un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion tiene una alta capacidad
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neutralizante contra HCMV, puede esperarse como un farmaco profilactico o terapéutico para diversas
enfermedades provocadas por HCMV, por ejemplo: (a) enfermedades tales como neumonia intersticial, retinitis,
gastroenteritis, encefalitis y similares debido a la reactivacion de HCMV en estados de inmunodeficiencia tales como
SIDA, cancer, después de trasplante de érganos, después de trasplante de médula ésea, después de hemodialisis;
(b) infeccion por CMV congénita debido a la transmision de infeccién por HCMV de una mujer embarazada a un feto;
(c) aborto, mortinato y muerte poco después del nacimiento provocados por la infeccion por CMV congénita
anteriormente descrita; (d) bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura trombocitopénica,
microcefalia, trastorno del desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis y alteracion de la
audicién en el caso de supervivencia a través de la infeccion por CMV congénita anteriormente descrita; y (e)
anomalia de la funcion hepatica, neumonia intersticial y mononucleosis debido a infeccion por HCMV durante la
periodo neonatal o la infancia (Documentos No de Patente 3, 4 y 5).

Un “vehiculo aceptable como un producto farmacéutico” usado en el presente documento comprende cualquiera
fisiolégicamente adaptable o cualquier disolvente, medio de dispersién, recubrimiento, agente isoténico, retardante
de la absorcién y similares.

Los ejemplos de vehiculos aceptables como productos farmacéuticos incluyen uno o mas, o una combinacion de
agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares. Para uso como
un agente inyectable, o similares, la composicion contiene preferentemente un regulador de pH o un agente
isotonico, por ejemplo, azucar o polialcohol tal como manitol y sorbitol o cloruro sédico. Un vehiculo aceptable como
un producto farmacéutico puede contener ademas una cantidad pequefia de sustancia adyuvante para potenciar la
propiedad conservativa o eficacia del anticuerpo o el resto de anticuerpo tal como un agente humectante, un
emulsionante, un agente antiséptico, un tampon, un estabilizador o similares.

Una composicion de la presente invencion puede prepararse en diversas formas de dosificacion. Los ejemplos de
dichas composiciones incluyen formas de dosificacion liquidas, semisdlidas y sélidas tales como una solucién (por
ejemplo, una solucion inyectable e infundible), una dispersién, una suspension, un comprimido, una capsula, una
gragea, una pildora, polvo, un liposoma, un supositorio y similares. La forma preferible difiere dependiendo del modo
de administracion pretendido y el tratamiento aplicado. Una composicion preferible en general es en una forma de
solucion inyectable o infundible tal como una composiciéon similar a las usadas para inmunizar de forma pasiva a un
ser humano con otro anticuerpo. Un modo de administraciéon preferible es parenteral (por ejemplo, intravenoso,
subcutaneo, intraperitoneal o intramuscular). De acuerdo con una realizacion preferible, el anticuerpo se administra
por infusién intravenosa o inyeccion intravenosa. De acuerdo con ofra realizacion preferible, el anticuerpo se
administra por inyeccion intramuscular o inyeccién subcutanea.

Un anticuerpo y un fragmento de anticuerpo de acuerdo con la presente invencidon pueden incorporarse en una
composicion farmacéutica adecuada para administracién parenteral. Cuando se usa un Unico tipo de anticuerpo o
resto de anticuerpo, este se prepara preferentemente como una formulacion inyectable que contiene el anticuerpo
para 0,1-250 mg/ml. Por otro lado, cuando se usan multiples tipos de anticuerpos como una mezcla, se preparan
preferentemente como una formulacion inyectable que contiene el anticuerpo para 0,001-100 mg/ml. La proporcion
de mezcla de los multiples tipos de anticuerpos puede determinarse en consecuencia.

Una formulacién inyectable puede ser un producto obtenido disolviendo el componente eficaz en un liquido o un
producto liofilizado del componente eficaz, que se coloca en un vial de silex u ocre, una ampolla o una jeringa
precargada. El tampon puede ser L-histidina (1-50 mM) a pH 5,0-7,0 (6ptimamente pH 6,0), y 6ptimamente L-
histidina 5-10 mM. Los ejemplos de otros tampones adecuados incluyen, pero sin limitacion, succinato sédico, citrato
sédico, fosfato sodico o fosfato potasico. Para alterar una presién osmética de una solucién a una concentracion de
0-300 mM (6ptimamente 150 mM en el caso de una forma de dosificacion liquida), puede usarse cloruro sddico. La
forma de dosificacion liofilizada puede contener un crioprotector, principalmente 0-10 % (6ptimamente 0,5-5,0 %) de
sacarosa. Otros crioprotectores apropiados incluyen manitol, trehalosa y lactosa. La forma de dosificacion liofilizada
puede contener una carga, principalmente 1-10 % (6ptimamente 2-4 %) de manitol. Para las formas de dosificacion
tanto liquida como liofilizada, puede usarse un estabilizador, principalmente L-metionina 1-50 mM (éptimamente 5-10
mM). Otros estabilizadores apropiados incluyen glicina, arginina y polisorbato 80 y similares. En el caso de
polisorbato 80, puede estar contenido en 0-0,05 % (6ptimamente 0,005-0,01 %). Otros tensioactivos incluyen, pero
sin limitacion, polisorbato 20 y tensioactivo BRIJ.

Esta composicion farmacéutica deberia ser en general estéril y estable en las condiciones de produccion y
almacenamiento. Esta composicion puede formularse en otra estructura ordenada que es apropiada para una
solucién, una microemulsion, una dispersion, un liposoma o una alta concentracion de farmaco. Puede prepararse
una solucidn inyectable estéril mezclando una cantidad requerida de compuesto activo (es decir, el anticuerpo o el
resto del anticuerpo) con un disolvente apropiado y, si es necesario, con uno cualquiera de o en combinacién con los
componentes anteriormente descritos, y sometiendo después el resultante a esterilizacion por filtracion. En general,
se prepara una dispersion mezclando el compuesto activo con un medio de dispersion basico y un vehiculo estéril
que contiene otros componentes necesarios seleccionados entre los componentes anteriormente enumerados. Un
método preferible para preparar una formulacion de polvo estéril usada para preparar una solucion inyectable esteéril
comprende someter la solucién filtrada estéril anteriormente descrita a liofilizacion al vacio y secado por
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pulverizacién, obteniendo de este modo una composiciéon que contiene cualquier otro componente deseado asi
como el polvo de componente activo. Puede mantenerse una fluidez apropiada de la solucién usando, por ejemplo,
un agente de recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafio de particulas requerido en el caso de la
dispersion, o usando un tensioactivo. Puede conseguirse absorcion de larga duracion de la composicion inyectable
afadiendo un agente que puede retardar la absorcion, por ejemplo, monoestearato o gelatina a la composicion.

La composicion farmacéutica de la invencion también puede contener un compuesto activo complementario. De
acuerdo con una realizacién, un anticuerpo o un resto de anticuerpo de la presente invencién se formula junto con
uno o mas farmacos terapéuticos adicionales que son Utiles para tratar una enfermedad provocada por el HCMV, o
se administra con dicho otro farmaco terapéutico. Por ejemplo, un anticuerpo anti HCMV o un resto de anticuerpo de
la presente invenciéon pueden formularse junto con uno o mas anticuerpos adicionales que se unen con otra diana
(por ejemplo, un anticuerpo que se une con otro sitio de uniéon de HCMV), o se administra de forma simultanea con
dicho otro anticuerpo. Ademas, pueden usarse uno o mas anticuerpos de la presente invencién combinando dos o
mas tipos de los farmacos terapéuticos anteriormente descritos. Dicha terapia combinada puede utilizar
provechosamente dosis menores de los farmacos terapéuticos administrados y por lo tanto puede evitarse una
posible toxicidad o complicacién asociada con diversas terapias individuales.

Aqui, las relaciones entre los nucledtidos o las secuencias de aminoacidos con los nimeros de secuencia
mencionados en la presente memoria descriptiva son las siguientes.

SEC ID N°: 1 representa una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena H de un anticuerpo contra la region
AD1 de la glucoproteina gB del HCMV (en lo sucesivo en el presente documento, “anticuerpo anti AD1”) (EV2038)
con una secuencia sefal.

SEC ID N°: 2 representa una secuencia de aminoacidos de una cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) con
una secuencia sefal.

SEC ID N°: 3 representa una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena L de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) con una secuencia sefial.

SEC ID N°: 4 representa una secuencia de aminoacidos de una cadena L de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) con
una secuencia sefal.

SEC ID N°: 5 representa una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) sin una secuencia sefal.

SEC ID N°: 6 representa una secuencia de aminoacidos de una cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) sin
una secuencia sefal.

SEC ID N°: 7 representa una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena L de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) sin una secuencia sefal.

SEC ID N°: 8 representa una secuencia de aminoacidos de una cadena L de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) sin
una secuencia sefal.

SEC ID N° 9 representa una secuencia de nucledtidos que codifica una region variable de cadena H de un
anticuerpo anti AD1 (EV2038).

SEC ID N°: 10 representa una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038).

SEC ID N° 11 representa una secuencia de nucleétidos que codifica una region variable de cadena L de un
anticuerpo anti AD1 (EV2038).

SEC ID N°: 12 representa una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena L de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038).

SEC ID N°: 13 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR1 de cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 14 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR2 de cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 15 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR3 de cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 16 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR1 de cadena L de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 17 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR2 de cadena L de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 18 representa una secuencia de aminoacidos de una CDR3 de cadena L de un anticuerpo anti AD1
(EV2038).

SEC ID N°: 19 representa una secuencia de nucleotidos del cebador 38 Hind-S usada para producir una variante de
CDR-H3 de EV2038 en un ejemplo de trabajo.

SEC ID N°: 20 representa una secuencia de nucleétidos del cebador 38 Not-A usada para producir una variante de
CDR-H3 de EV2038 en un ejemplo de trabajo.

SEC ID N°: 21 representa una secuencia de nucleétidos de un cebador para verificar una secuencia de nucleétidos
usada para producir una variante de CDR-H3 de EV2038 en un ejemplo de trabajo.

SEC ID N°: 22 representa una secuencia de aminoacidos consenso en la secuencia de aminoacidos de CDR-H3 de
un anticuerpo anti AD1.

SEC ID N°: 23 representa una secuencia de aminoacidos que tiene restos de aminoacidos en las posiciones 549-
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580 de la region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, que se ha identificado como una regién en la que existe
epitopo por una técnica de mutacién de delecién descrita en el ejemplo.

SEC ID N°: 24 representa una secuencia de aminoacidos que tiene restos de aminoacidos en las posiciones 596-
640 de la region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, que se ha identificado como una regiéon en la que existe
epitopo por una técnica de mutacion de delecion descrita en el ejemplo.

SEC ID N°: 25 representa una secuencia de aminoacidos que tiene restos de aminoacidos en las posiciones 549-
560 de la region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, que se ha identificado como una regién epitdpica por una
técnica de matriz de péptidos descrita en el ejemplo.

SEC ID N°: 26 representa una secuencia de aminoacidos que tiene restos de aminoacidos en las posiciones 569-
576 de la region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, que se ha identificado como una regién epitdpica por una
técnica de matriz de péptidos descrita en el ejemplo.

SEC ID N°: 27 representa una secuencia de aminoacidos que tiene restos de aminoacidos en las posiciones 625-
632 de la region AD1 de la glucoproteina gB de HCMV, que se ha identificado como una region epitdpica por una
técnica de matriz de péptidos descrita en el ejemplo.

SEC ID N°: 28 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
lisina (K) en la posicion 117 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 29 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido treonina (T) con
triptéfano (W) en la posicién 118 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV203S) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 30 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido arginina (R) con
valina (V) en la posicion 119 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 31 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con isoleucina (1) en la posiciéon 120 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 32 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
acido glutamico (E) en la posicién 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena de H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 33 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido glutamico
(E) con leucina (L) en la posicion 122 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 34 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
treonina (T) en la posicién 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 35 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
acido aspartico (D) en la posicion 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 36 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
arginina (R) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 37 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
fenilalanina (F) en la posicion 126 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 38 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con isoleucina (1) en la posicién 127 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 39 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
asparagina (N) en la posicion 128 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 40 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
asparagina (N) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N° 41 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido metionina (M)
con glutamina (Q) en la posicién 130 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 42 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con isoleucina (I) en la posiciéon 131 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N° 43 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
lisina (K) en la posicién 132 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 44 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
isoleucina (1) en la posicidon 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 45 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
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valina (V) en la posicion 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 46 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
alanina (A) en la posicion 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 47 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
fenilalanina (F) en la posicion 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 48 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
prolina (P) en la posicion 121 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 49 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
tirosina (Y) en la posicion 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 50 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
fenilalanina (F) en la posicion 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 51 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
prolina (P) en la posicion 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 52 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
leucina (L) en la posicion 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 53 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido triptéfano (W) con
isoleucina (l) en la posicién 123 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 54 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
leucina (L) en la posicidon 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 55 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
metionina (M) en la posicion 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 56 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
prolina (P) en la posicion 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 57 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
valina (V) en la posicion 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 58 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina () con
alanina (A) en la posicion 124 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 59 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
prolina (P) en la posicion 126 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 60 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
alanina (A) en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente
divulgacion.

SEC ID N°: 61 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
serme (S) en la posicién 126 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 62 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
asparagina (N) en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente
divulgacion.

SEC ID N°: 63 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido glicina (G) con
treonina (T) en la posicién 126 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 64 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
glicina (G) en la posicién 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 65 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
isoleucina (l) en la posicién 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 66 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
alanina (A) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 67 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
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leucina (L) en la posicidon 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 68 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
valina (V) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 69 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
serina (S) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 70 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
treonina (T) en la posicion. 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 71 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
asparagina (N) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 72 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
glutamina (Q) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 73 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
acido aspartico (D) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 74 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
acido glutamico (E) en la posicién 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 75 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
lisina (K) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 76 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
histidina (H) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 77 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
cisteina (C) en la posicion en la posicién 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 78 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
metionina (M) en la posicidon 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 79 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
tirosina (Y) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 80 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
triptéfano (W) en la posicién 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 81 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido prolina (P) con
fenilalanina (F) en la posicion 125 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 82 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
leucina (L) en la posicidon 117 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 83 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
isoleucina (1) en la posicion 117 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 84 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido treonina (T) con
serina (S) en la posicion 118 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 85 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido treonina (T) con
lisina (K) en la posicion 118 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 86 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido arginina (R) con
lisina (K) en la posicion 119 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N°: 87 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido arginina (R) con
treonina (T) en la posicién 119 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 88 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con acido glutamico (E) en la posicion 120 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 89 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
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(D) con alanina (A) en la posicién 120 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 90 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido glutamico
(E) con acido aspartico (D) en la posicion 122 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 91 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido glutamico
(E) con alanina (A) en la posicidon 122 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 92 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con acido glutamico (E) en la posicion 127 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 93 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con alanina (A) en la posicién 127 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 94 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
fenilalanina (F) en la posicion 128 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 95 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
triptéfano (W) en la posicién 128 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 96 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
fenilalanina (F) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 97 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido tirosina (Y) con
triptéfano (W) en la posicién 129 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 98 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido metionina (M)
con fenilalanina (F) en la posiciéon 130 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N° 99 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido metionina (M)
con isoleucina (I) en la posicion 130 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 100 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con acido glutamico (E) at positron 131 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti
AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 101 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido acido aspartico
(D) con alanina (A) en la posicién 131 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 102 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
tirosina (Y) en la posicion. 132 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038)
de la presente divulgacion.

SEC ID N°103 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido valina (V) con
serina (S) en la posicion 132 en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de
la presente divulgacion.

SEC ID N° 104 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina (1)
con valina (V) en la posicidon 124 y se ha sustituido glicina (G) con alanina (A) en la posicion 126 en la secuencia de
aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N° 105 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido isoleucina (1)
con valina (V) en la posicion 124 y se ha sustituido glicina (G) con serina (S) en la posicion 126 en la secuencia de
aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 106 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
isoleucina (I) en la posicion 121, se ha sustituido triptéfano (W) con tirosina (Y) en la posicion 123, se ha sustituido
isoleucina () con valina (V) en la posicion 124, y se ha sustituido glicina (G) con alanina (A) en la posiciéon 126 en la
secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 107 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido leucina (L) con
isoleucina (I) en la posicion 121, se ha sustituido triptéfano (W) con tirosina (Y) en la posicion 123, se ha sustituido
isoleucina (1) con valina (V) en la posicién 124, y se ha sustituido glicina (G) con serina (S) en la posicion 126 en la
secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 108 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha suprimido acido glutamico
(E) en la posicién de 122 de la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la
presente divulgacion.

SEC ID N°: 109 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha insertado acido glutamico
(E) entre glicina (G) en la posicion 126 y acido aspartico (D) en la posicion 127 en la secuencia de aminoacidos de la
cadena H de un anticuerpo anti AD1 (EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N°: 110 representa una secuencia de aminoacidos de un mutante en el que se ha sustituido asparagina (N)
en la posicién 79 con glutamina (Q) en la secuencia de aminoacidos de la cadena H de un anticuerpo anti AD1
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(EV2038) de la presente divulgacion.

SEC ID N° 111 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 112 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 113 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 114 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N°: 115 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 116 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N°: 117 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N°: 118 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 119 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 120 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 121 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
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SEC ID N°122 representa una secuencia de aminoacidos de un péptido

preparado y usado en el Ejemplo 8.

SEC ID N° 123 representa una secuencia de aminoacidos

preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 124 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 125 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 126 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N°: 127 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 128 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 129 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 130 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 131 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 132 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 133 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 134 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 135 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
SEC ID N° 136 representa una secuencia
preparado y usado en el Ejemplo 8.
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aminoacidos de la glucoproteina gB del citomegalovirus humano

Aqui, las relaciones entre las secuencias de nucleétidos o las secuencias de aminoacidos que aparecen en los
Ejemplos 1-6 de la presente solicitud y los niumeros de secuencia son como se muestran en la Tabla 1 a

continuacion.
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Tabla 1
Con Sin Region CDR1 CDR2 CDR3
secuencia | secuencia variable
sefal sefal
Cadena H N° de 1 5 9 - - -
secuencia de
nucledtidos
N° de 2 6 10 13 14 15
secuencia de
aminoacidos
Cadena L N° de 3 7 11 - - -
secuencia de
nucledtidos
N° de 4 8 12 16 17 18
secuencia de
aminoacidos

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira mas especificamente por medio de
ejemplos, aunque la presente invencion no deberia limitarse de ninguna manera a estos ejemplos.

A no ser que se indique de otro modo, los procedimientos usados en los ejemplos pueden referirse en Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Edicion) (Sambrook et al., Cold Spring Harbour Laboratory Press, 2001).

Ejemplos

Ejemplo 1. Separacién de clon celular que produce anticuerpo humano completo contra HCMV

Se muestra en la Figura 1 un diagrama de flujo de etapas para la separacioén de un clon de célula productora de
anticuerpo.

Se separd linfocito B de sangre periférica humana cuyo nivel de anticuerpo anti HCMV en suero es alto, y se infecto
con VEB. La célula infectada se sembré en una placa de 96 pocillos. Después de aproximadamente 3 semanas de
cultivo, se realiz6é exploracion con respecto a un anticuerpo anti HCMV en el sobrenadante de cultivo (exploracion
primaria). La exploracion se realizé por el método de ELISA usando una placa de 96 pocillos recubierta con HCMV-
AD1 fusionada con GST o HCMV-AD2 fusionada con GST, dirigiéndose a anticuerpos para los epitopos
neutralizantes principales AD1 y AD2 de HCMV (J. Virol, 65, 138-146 (1991), J. Gen. Virol., 73, 2375-2383 (1992), J.
Virol., 66, 5290-5297 (1992), J. Virol., 67,703-710 (1993)). Las células en cada pocillo cuya produccion de anticuerpo
anti HCMV se habia confirmado se diluyeron, y se sembraron en una nueva placa de 96 pocillos. Después de
aproximadamente 3 semanas de cultivo, se realizd exploraciéon secundaria con respecto a produccion de anticuerpo
anti HCMV. Se sembraron células en los pocillos positivos para anticuerpo resultantes en una nueva placa de 96
pocillos a 1-30 células/pocillo. Como resultado de esta manipulacion de clonacién por cultivo de dilucién limitante, se
obtuvo un clon celular productor de un anticuerpo de interés.

Ejemplo 2. Identificacién de isotipo y subclase de anticuerpo

El sobrenadante de cultivo del clon celular productor de anticuerpo separado se usé para identificar el isotipo del
anticuerpo producido por el método de ELISA (referencia bibliografica: véase Curr Protoc Immunol. May 2001;
Capitulo 2: Unidad 2.2). Para ELISA, se usaron una placa de 96 pocillos recubierta con HCMV-AD1 o AD2 fusionada
con GST y un anticuerpo especifico para cada uno de los isotipos y las subclases como un anticuerpo secundario.
Los resultados del isotipo y la subclase del anticuerpo anti HCMV resultante se muestran en la Tabla 2.

Tabla2

Numero de anticuerpo Antigeno diana Subclase
EV2038 AD1 IgG1A
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Ejemplo 3. Clonacion de ADN que codifica anticuerpo anti HCMV

Se obtuvo ADNc de ARN total de la célula productora de anticuerpo por transcripciéon inversa usando cebadores
oligo dT y se us6 como un molde en un método de PCR para amplificar el gen de anticuerpo. Los cebadores usados
para PCR se disefiaron basandose en la base de datos de ADNc que codifican cadenas H y L de anticuerpo IgG
humano. Para amplificar ADNc de cadena H y ADNc de cadena L de longitud completa, los cebadores 5 y 3
terminal tuvieron un sitio de inicio de la traduccion y un sitio de terminaciéon de la traduccién, respectivamente.

Ejemplo 4. Determinacién de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo basandose en la secuencia de nucledtidos

Se insertaron ADNc de las cadenas H y L de anticuerpo amplificadas por el método de PCR en un vector plasmidico
para identificar cada una de las secuencias de nucleétidos con el secuenciador ABI. A partir de las secuencias de
nucleodtidos resultantes, se determinaron la secuencia sefial y las secuencias de aminoacidos de las cadenas Hy L
del anticuerpo.

Ademas, se analiz6 la region determinante de complementariedad (CDR) del anticuerpo de acuerdo con el método
de Kabat (www.bioinf.org.uk:Dr.Andrew C. R. Martin's Group, Antibodies: General Information). Las secuencias de
CDR del anticuerpo anti HCMV resultante (EV2038) son de las SEC ID N°: 13-18. Especificamente, las secuencias
de aminoacidos de CDR1 de cadena H, CDR2 de cadena H, CDR3 de cadena H, CDR1 de cadena L, CDR2 de
cadena L y CDR3 de cadena L de EV2038 son de las SEC ID N°: 13, 14, 15, 16, 17 y 18, respectivamente.

Para examinar la similitud con anticuerpos monoclonales que se habian indicado previamente como anticuerpos de
AD1, las secuencias de CDR de EV2038 se compararon con anticuerpos cuyas secuencias de aminoacidos de las
regiones variables se habian registrado en GenBank o similares. Cada tipo de secuencias de CDR de anticuerpos
de AD1 derivados de ser humano o ratén se identificé por el método de Kabat, y se comparé con la secuencia de
CDR identificada de forma similar de EV2038. En la Tabla 3, se determind la homologia (%) de CDR individuales
basandose en el numero de restos de aminoacidos de la diana para comparacion (denominador) y el niumero de
restos de aminoacidos cuyas posiciones y los tipos que corresponden a los de EV2038 en el resto de CDR
(numerador). El total (%) se determiné sumando los nimeros de restos de aminoacidos como el denominador y los
numeros de restos de aminoacidos como el numerador obtenido por la comparaciéon de CDR individual, es decir,
obteniendo homologia total (%) del numero total resultante de restos de aminoacidos del denominador y el
numerador. Como puede apreciarse a partir de la Tabla 3, EV2038 no tiene alta homologia con anticuerpos de AD1
conocidos, lo que muestra que hay una gran diferencia en las secuencias de CDR de los anticuerpos de AD1
previamente presentados.

Tabla 3
Anticuerpo | N° de Referencia | Fuente Homologia de CDR de Homologia de CDR de Total
cadena H (%) cadena L (%) (%)
(HCVR/LCVR) CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3
ITC63B L26539/L.26540 Ser 20 24 32 31 57 27 31
humano
ITC52 L26537/L26538 Ser 40 24 39 23 14 9 25
humano
ITC48 L26535/L.26536 Ser 80 56 6 24 29 9 29
humano
ITC39 L26533/L26534 Ser 20 24 25 38 43 36 30
humano
ITC33 L26531/L26532 Ser 20 24 25 50 43 18 30
humano
7-17 U39898/U39901 Raton 20 35 25 25 29 18 26
27-156 U39899/U39902 Raton 40 24 25 35 29 9 26
27-287 U39900/U39903 Raton 20 24 19 27 14 9 20
EV2001 * Ser 20 24 19 25 43 9 22
humano

*Referencia: documento WO2007/094423

Ejemplo 5. Evaluacién de si el gen de anticuerpo resultante codifica o no anticuerpo anti HCMV

Los ADNCc resultantes de cadena H y cadena L se insertaron cada uno en vectores de expresion y después se
introdujeron simultaneamente en una célula 293T. La transferencia génica se realizdé con Lipofectamine (Invitrogen)
y reactivo PLUS (Invitrogen) en las condiciones recomendadas por el fabricante (Catalogo Invitrogen: Cat. N° 18324-
111, Cat. N° 18324-012 o Cat. N° 18324-020). Dos dias después, se recogioé sobrenadante de cultivo y se someti6 al
método de ELISA usando una placa de 96 pocillos recubierta con anticuerpo anti IgG humano y HCMV-AD1
fusionada con GST para evaluar si el anticuerpo en el sobrenadante de cultivo es un anticuerpo IgG humano y si se
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une con HCMV-AD1.

Ejemplo 6. Produccion de proteina de anticuerpo

El plasmido que expresaba anticuerpo anti HCMV resultante se introdujo en una célula CHO. Se realizd
transferencia génica empleando el mismo método que las células 293T anteriormente descritas. Se realiz6 cultivo en
presencia de un marcador de selecciéon para obtener un clon de células CHO que producia constantemente el
anticuerpo.

La misma célula CHO que produjo de forma estable el anticuerpo se cultivé en un medio sin suero, y se recogio el
sobrenadante de cultivo. Este sobrenadante de cultivo se afiadié a una columna de Proteina A y se someti6 a
purificacion de afinidad para obtener un anticuerpo purificado. La columna usada fue una columna preempaquetada
de rProteina A FF HiTrap (GE Healthcare), mientras que las condiciones de purificacién fueron las recomendadas
por el fabricante de la columna. Después de la purificacién, la propiedad de unién con HCMV-AD1 o HCMV-AD2 del
anticuerpo se verificd por ELISA. Ademas, la cadena H del anticuerpo de aproximadamente 50 kDa y la cadena L del
anticuerpo de aproximadamente 25 kDa se verificaron por SDS-PAGE.

Ejemplo 7. Preparacién de variantes y actividades de unién de las mismas

Para estudiar secuencias de aminoacidos que influyen en la propiedad del anticuerpo de la presente invencién o el
fragmento de unién del mismo, se estudia en particular la region CDR-H3 (aminoacidos 117-132). Aqui, los nimeros
de los restos de aminoacidos de CDR-H3 se numeran secuencialmente comenzando desde el extremo N terminal
(metionina) de la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada incluyendo la secuencia sefial de SEC ID N°: 2.

Entre tanto, los aminoacidos que constituyen proteinas en la naturaleza pueden agruparse se acuerdo con las
propiedades de sus cadenas laterales. Los ejemplos de grupos de aminoacidos que tienen la misma propiedad
incluyen aminoacidos aromaticos (tirosina, fenilalanina, triptéfano), aminoacidos basicos (lisina, arginina, histidina),
aminoacidos acidos (acido aspartico, acido glutamico), aminoacidos neutros (serina, treonina, asparagina,
glutamina), aminoacidos que tienen una cadena de hidrocarburo (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina) y otros
(glicina, metionina, cisteina).

En esta seccidn, la expresion “sustitucion de aminoacidos conservativa” se refiere a la sustitucion entre aminoacidos
con propiedades similares, es decir, sustitucion de aminoacidos principalmente entre los aminoacidos que
pertenecen al mismo grupo mencionado anteriormente. Se cree que dicha sustitucion no tiene una influencia
significativa o cambio en la propiedad de la proteina original. Por otro lado, la expresion “sustitucion de aminoacidos
no conservativa” difiere de la sustitucion anterior porque se refiere a sustitucién con un aminoacido cuya propiedad
difiere en gran medida de la del aminoacido original.

(1) Preparacion de variantes de CDR-H3 de EV2038

Para los 16 restos de aminoacidos que constituyen CDR-H3 de EV2038, cada uno de ellos se sometio a sustitucion
de aminoacidos no conservativa por método de PCR de 2 etapas para preparar variantes (V117K, T118W, R119V,
D1201, L121E, E122L, W123T, 1124D, P125R, G126F, D1271, Y128N, Y129N, M130Q, D131l y V132K). En primer
lugar, la primera mitad del fragmento génico se obtuvo con un par de 38Hind-S
(CACCAAGCTTTGTGCAAGAACATGAAGCATC: SEC ID N°: 19) y un cebador inverso para el sitio de sustitucion y
la segunda mitad del fragmento génico se obtuvo con un par de un cebador directo para el sitio de sustitucion y
38Not-A (ATAAGAATGCGGCCGCGCCGTCGCACTCATTTACC: SEC ID Ne°: 20). Se realizd6 una segunda PCR
usando estos como moldes para obtener un gen de anticuerpo variante de longitud completa. Posteriormente, el gen
de anticuerpo se proceso con la enzima de restriccion Notl para producir extremos adherentes y después se insertd
en un plasmido productor de anticuerpo. La secuencia de nucledtidos de cada variante se verificd usando un
cebador para verificar una secuencia de nucleodtidos (ACCAGACATAATAGCTGACAG: SEC ID N°: 21) con el
Analizador Genético 3130 (ABI) de acuerdo con un protocolo sugerido.

(2) Demostracion de la expresion de anticuerpo de variantes de CDR-H3 de EV2038

El plasmido variante resultante (cadena H) y el plasmido original de la cadena L se cotransfirieron a célula CHO de
acuerdo con el protocolo sugerido de Lipofectamine LTX (Invitrogen). Cuarenta y ocho horas después, se recogio el
sobrenadante de cultivo. Se permiti6 que los sobrenadantes de cultivo diluidos en serie reaccionaran con
anticuerpos anti IgG humano de fase sélida (0,25 pg/pocillo) en Placa Immuno (Maxi sorp, Nunc) a temperatura
ambiente durante una hora. Como un anticuerpo secundario, se permitié6 que antinmunoglobulina G gamma y
antiinmunoglobulina G humana lambda (MBL) reaccionaran a temperatura ambiente durante 11 horas. Se afadieron
cincuenta pl/ml de Sure Blue (MPL) que contenia sustrato TMB como un agente productor de color, se dejoé que
reposara a temperatura ambiente durante 30 minutos, y después se afiadié una cantidad igual de acido fosférico 1,5
M para determinar la absorcion a una longitud de onda de 450 nm usando un lector de microplacas (680XR, BIO-
RAD). La verificacién de la presencia o ausencia y cuantificacion del anticuerpo se realizaron basandose en la
absorbancia de las cadenas gamma y lambda.
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(3) Evaluacién de la capacidad de union de variantes de EV2038 CDR-H3 con AD1 por ELISA

Se permitié que un anticuerpo ajustado a una concentracion de 1 ug/ml basandose en la cadena lambda reaccionara
en serie de diluciones con 5 ug/ml de AD1 en fase solida en Placa Immuno (Poly sorp, Nunc). Posteriormente, se
llevd a cabo un ELISA como se ha descrito anteriormente. Las capacidades de unién de las variantes con antigeno
AD1 se evaluaron por las absorbancias a 450 nm de las variantes resultantes y EV2038 (original). Como resultado,
la sustitucion de aminoacido no conservativa de los restos 121-126 de EV2038 CDR-H3 excepto el resto 122 redujo
significativamente la capacidad de union con AD1, y por lo tanto se sugirié que estos restos eran importantes como
paratopos de AD1 (Figura 2).

(4) Preparacion de variantes de EV2038 CDR-H3 (2)

Entre los cinco restos de aminoacidos cuyas capacidades de unidon con AD1 se redujeron tras la sustitucion de
aminoacidos no conservativa, los cuatros restos de aminoacidos 121, 123, 124 y 126 se sustituyeron con
aminoacidos con propiedades similares. Se usaron cinco tipos de aminoacidos para cada resto. Especificamente, se
prepararon variantes mostradas en la Figura 3. La prolina en la posicion 125 se sustituyé con todos los aminoacidos
naturales distintos del aminoacido original (Figura 4). Las variantes se prepararon como se ha descrito
anteriormente.

(5) Evaluacién de las capacidades de unién de las variantes de CDR-H3 de EV2038 con AD1 por ELISA

Se permitié que un anticuerpo ajustado a una concentracion de 1 ug/ml basandose en la cadena lambda reaccionara
en serie de diluciones con 5 ug/ml de AD1 en fase sdlida en Placa Immuno (Poly sorp, Kunc). Posteriormente, se
llevé a cabo un ELISA como se ha descrito anteriormente para evaluar las capacidades de unién de las variantes
con AD1. Con respecto a los aminoacidos en las posiciones 121, 123, 124 y 126, la mayoria de las sustituciones de
aminoacidos por aminoacidos conservativos mantuvieron las capacidades de uniéon con AD1 (Figura 3). Sin
embargo, la prolina en la posiciéon 125 no tuvo capacidad de union con AD1 tras la sustitucion con cualquier otro
aminoacido natural (19 tipos) (Figura 4). Por lo tanto, en CDR-H3 de EV2038 de acuerdo con la presente invencion,
se ha mostrado que la prolina en la posicion 125 es un aminoacido necesario para la propiedad de unién a AD1 del
anticuerpo.

(6) Preparacion de variantes de CDR-H3 de EV2038 (3)

También se llevd a cabo una sustitucion de aminoacidos conservativa para los restos de aminoacidos cuyas
capacidades de unidn con AD1 no se reducian tras la sustitucion de aminoacidos no conservativa (total de 11 restos
en la posiciones 117-120, 122 y 127-132) de acuerdo con el mismo método para realizar la evaluacion de las
capacidades de union con AD1. Como resultado, se descubrié que las variantes con sustitucién de aminoacidos
conservativa en esta region (V117L, V1171, T118S, T118K, R119K, R119T, D120E, D120A, E122D, E122A, D127E,
D127A, Y128F, Y128W, Y129F, Y129W, M130F, M130l, D131E, D131A, V132Y y V132S) conservaban las
capacidades de unién con AD1, como sustitucién de aminoacidos no conservativa (Figura 5).

(7) Preparacioén de variantes de CDR-H3 de EV2038 (4)

Se preparé un total de cuatro tipos de variantes por sustitucion simultanea de dos o cuatro restos de aminoacidos
entre los restos de aminoacidos cuyas capacidades de unidon con AD1 se redujeron tras la sustitucion de
aminoacidos no conservativa distinta de prolina en la posicion 125 (un total de cuatro restos en las posiciones 121,
123, 124 y 126) (productos con dos aminoacidos sustituidos: 1124V/G126A y 1124V/G126S, productos con 4
aminoacidos sustituidos: L12HAV123Y/1124V/G126A y L1211/W123Y/H24V/G126S) para evaluar sus capacidades
de uniéon con AD1. Como resultado, se descubrié que todas estas variantes multisustituidas conservaban las
capacidades de unién con AD1 (Figura 6).

(8) Preparacion de variantes de CDR-H3 de EV2038 (5)

Se prepar6 una de cada una de las variantes suprimidas e insertadas (E122del, y G126_D127insE) dirigiéndose a
los restos de aminoacidos cuyas capacidades de uniéon con AD1 se redujeron tras una sustitucion de aminoacidos
no conservativa distinta de prolina en la posicion 125 (total de cuatro restos en las posiciones 121, 123, 124 y 126)
para evaluar sus capacidades de union con AD1. Como resultado, las capacidades de unién con AD1 se eliminaron
completamente tanto para E122del como para G126_D127insE. Por lo tanto, se sugirié que el nimero de restos de
aminoacidos en este sitio (posiciones 121-126) (6 restos) era importante para la union con AD1 (Figura 7).

En resumen, una secuencia de aminoacidos de EV2038 CDR-H3 puede ser la siguiente secuencia consenso.
KnXnXnXoX1XnX2X3PX4 X XnXn XnXnXn (SEC ID N°:22)
en la que, X, = cualquier aminoacido natural

Xi=L,LLV,FoA
Xo2=W,YoF
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Para estudiar si una sustitucion conservativa distinta de CDR-H3 tiene influencia en la capacidad de unién con AD1,
se prepard una variante en la que N79 situado en CDR-H2 de EV2038 se alteraba a N79Q de acuerdo con el mismo
método para preparar otras variantes para evaluar la capacidad de uniéon con AD1. A partir de los resultados,
también se ha demostrado que la capacidad de unién con AD1 no se elimina en la variante que tiene N79 en CDR-

H2 alterado a N79Q (Figura 8).

Los numeros de secuencia de las secuencias de aminoacidos de cadenas H (incluyendo secuencia sefial) de las

variantes preparadas en esta seccidon se enumeran en la Tabla 4.

e Dll\lao;‘nbre de la variante| SEC ID N°|Nombre de la variante| SEC ID N°|Nombre de la variante SEC ID N°
VH7K 28 124 A 58 D120E 88
T118W 29 G126P 59 D120A 89
R1I9V 30 G126A 60 E122D 90
D120l 31 G126S 6J E122A 91
L121E 32 G126N 62 D127E 92
E122L 33 G126T 63 D127A 93
W123T 34 P125G 64 Y128F 94
124D 35 P125I 65 Y128W 95
P125R 36 P125A 66 Y129F 96
G126F 37 P125L 67 Y129W 97
D1271 38 P125V 68 M130F 98
Y128N 39 P125S 69 M130I 99
Y129N 40 P125T 70 D131E 100
M130Q 41 P125N 71 D131A 101
D131l 42 P125Q 72 V132Y 102
V132K 43 P125D 73 V1328 103
L1211 44 P125E 74 1124V/G126A 104
L121V 45 P125K 75 1124V/G126S 105
L121A 46 P125H 76 L12137W123Y/1124V/G126A[106
L121F 47 P125C 77 L1211/W123Y/1124V/G126S (107
L121P 48 P125M 78 E122del 108
W123Y 49 P125Y 79 G126 D127insE 109
W123F 50 P125W 80 N79Q 110
W123P 51 P125F 81
W123L 52 V117L 82
W123I 53 V1171 83
124L 54 T118S 84
1124M 55 T118K 85
124P 56 R119K 86
124V 57 R119T 87
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Ejemplo 8. Mapeo de epitopos de anticuerpo anti AD1 de HCMV

Para determinar el sitio de la glucoproteina gB con el que se unen estos anticuerpos de AD1, se introdujo un vector
de expresion clonado con AD1 de gB de HCMV con mutacion de delecion por el método de PCR para preparar una
serie de mutantes de E. coli que expresan proteinas que tienen diversos sitios suprimidos en AD1. Estos mutantes
de E. coli se cultivaron y se indujeron para expresion. A continuacion, se llevd a cabo analisis de transferencia de
Western convencional usando el lisado celular como un antigeno. Se seleccionaron como controles EV2038 y dos
tipos de variantes con diferentes sitios de sustitucién que tienen capacidades de unién con AD1. Una de las
variantes seleccionadas fue una forma con sustitucion de aminoacido conservativa 1124V que se sometid a
sustitucion del resto de isoleucina en la posicion 124 (uno de los sitios cuya actividad de unién a AD1 no se ha
reconocido tras la sustitucion de aminoacidos no conservativa) cadena arriba de la estructura de bucle de CDR-H3
(Shirai, H., et al, FEBS Letters, 1996; 399: p 1-8). La otra fue una forma con sustituciéon de aminoacido no
conservativa V132K que se sometié a sustitucion de la valina en la posicién 132 en la raiz de la estructura de bucle
de CDR-H3.

EV2038, 1124V y V132K se unen todos a los numeros de clones N° 0, N° 12, N° 13, N° 14, N° 15 y N° 19, mientras
que se descubrid que EV2038 y las variantes del mismo tenian todos epitopos entre los restos de aminoacidos 549-
580 (SCVTINQTSVKVLRDMNVKE3PGRCYSRPVVI: SEC ID Ne°: 23) y 596-640
(EDNEILLGNHRTEECQLPSLKIFIAGNSAYEYVDYLFKRMIDLSS: SEC ID N° 24) (Figuras 9 y 10). Aqui, la
secuencia de aminoacidos de gB de la cepa de HCMV AD169 como el antigeno se numera comenzando desde el
codon de inicio, es decir, metionina, con referencia a la secuencia del nUmero de Referencia P06473.

Ademas, el epitopo se determiné de forma mas especifica para EV2038 con una matriz peptidica. Se sintetizaron
veintiséis tipos de péptidos desplazando cuatro restos a la vez en un péptido de 12 restos dentro de una serie de los
restos de aminoacidos 548-641 (Tabla 5). Cada péptido tiene su extremo C terminal unido a la superficie de la
membrana de celulosa derivatizada para sintesis en fase sélida como un punto individual de 3,7 mm x 3,7 mm
(método de SPOT, Sigma Genosys). El péptido con el que se une EV2038 se determind por sintesis de transferencia
puntual convencional. EV2038 se unia con los nimeros de péptidos 3, 7, 8, 21 y 22 (Figura 10) y se determiné que
los epitopos eran restos de aminoacidos 549-560 (SCVTINQTSVKYV: SEC ID N°: 25), restos de aminoacidos 569-
576 (SPGRCYSR: SEC ID N°: 26) y restos de aminoacidos 625-632 (YEYVDYLF: SEC ID N°: 27).

Con respecto a los anticuerpos que reconocen la region AD1, se han presentado ITC52 y similares que reconocen
un epitopo discontinuo de restos de aminoacidos 570-579 y 606-619 (documento W093/21952 y J. Virol, 67; p 703-
710 (1993)). Sin embargo, aparte de los restos de aminoacidos 569-576 (SPGRCYSR: SEC ID N°: 26), al menos dos
de los restos de secuencia epitdpica no se han indicado previamente, lo que muestra que EV2038 es un anticuerpo
que reconoce una secuencia discontinua que difiere de la previamente indicada para anticuerpos de AD1 (Figura
10).

Con respecto a anticuerpos que reconocen la region AD1, se han indicado ITC52 y similares que reconocen un
epitopo discontinuo de los restos de aminoacidos 570-579 y 606-619 (documento W093/21952 y J. Virol, 67; p 703-
710 (1993)). Sin embargo, aparte de los restos de aminoacidos 569-576 (SPGRCYSR: SEC ID N°: 26), al menos dos
de los restos de secuencia epitépica no se han indicado previamente, lo que muestra que EV2038 es un anticuerpo
que reconoce una secuencia discontinua que difiere de las previamente indicadas para anticuerpos de AD1 (Figura
10).

Tabla 5
Numero de péptido Secuencia de aminoacidos SEC ID N°
1 MGDVLGLASCVT 111
2 LGLASCVTINQT 112
3 SCVTINQTSVKV 113
4 INQTSVKVLRDM 114
5 SVKVLRDMNVKE 115
6 LRDMNVKESPGR 116
7 NVKESPGRCYSR 117
8 SPGRCYSRPWI 118
9 CYSRPWIFNFA 119
10 PVVIFNFANSSY 120
11 FNFANSSYVQYG 121
12 NSSYVQYGQLGE 122
13 VQYGQLGEDNEI 123
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Numero de péptido Secuencia de aminoacidos SEC ID N°
14 QLGEDNEILLGN 124
15 DNEILLGNHRTE 125
16 LLGNHRTEECQL 126
17 HRTEECQLPSLK 127
18 ECQLPSLKIFIA 128
19 PSLKIFIAGNSA 129
20 IFIAGNSAYEYV 130
21 GNSAYEYVDYLF 131
22 YEYVDYLFKRMI 132
23 DYLFKRMIDLSS 133
24 KRMIDLSSISTV 134
25 DLSSISTVDSMI 135
26 ISTVDSMIALDI 136

Ejemplo 9. Evaluacién de la actividad neutralizante

(1) Inmunotincién

Para evaluar la eficacia del anticuerpo anti HCMV (EV2038), se determiné la actividad neutralizante. La actividad
neutralizante se evalué como una tasa de bloqueo, por el anticuerpo, de infeccién por HCMV (cepa AD169) en una
célula fibroblastica normal derivada de pulmoén de feto humano (MRC-5: Riken BRC N° RCB0211). El procedimiento
siguié el método de Abai et al (Journal of Immunologicai Methods 322 2007 82-93). Brevemente, el procedimiento
fue el siguiente. Se afiadié complemento (5 %) a la solucion de virus y el anticuerpo purificado y se dej6 durante una
hora. Después, se usoé el resultante para inocular la célula MRC-5 (37 °C, 1 hora). La célula se lavé dos veces, se
cultivd durante 20 horas, y después se detectd IE1, es decir proteina inmediata-temprana de HCMV, mediante
tincion inmunofluorescente. Se contaron las células infectadas por HCMV con software de analisis de imagenes
Image J (http://rsbweb.nih.govi/ij/).

La Figura 11 muestra los resultados de la evaluacion de la actividad neutralizante del anticuerpo anti HCMV. Se usé
como control negativo un anticuerpo monoclonal humano (hlgG) que no tiene especificidad por HCMV mientras que
se us6 como un control positivo un anticuerpo monoclonal de ratéon (nombre del clon HCMV16, AbD serotec: 2470-
5437) que se une con glucoproteina H (gH), es decir, uno de los epitopos neutralizantes de HCMV. La velocidad de
bloqueo de infeccién por HCMV de cada anticuerpo se indicé en un porcentaje con respecto a la velocidad de
bloqueo de infeccion obtenida tras la adicion de una concentracion igual de higG. La concentracion de inhibicion al
50 % (Clso) tras la adicién del complemento fue de 0,58 pg/ml para EV2038, lo que demuestra que tiene una
actividad neutralizante eficaz a una concentracién menor que EV2001. En ausencia del complemento, no se obtuvo
actividad neutralizante eficaz para EV2001 mientras que la Clso de EV2038 fue de 0,57 ug/ml, lo que demuestra que
tiene actividad neutralizante igual al caso en que haya presencia del complemento (Tabla 6).

Tabla 6
Nombre de anticuerpo Antigeno diana CI150(pg/ml)

Cp+ Cp-
higG - n.d. n.d.
EV200T AD1 3,08 n.d.
EV2038 AD1 0,58 0,57
HCMV16 gH 0,87 2,15

n.d.: no determinado

(2) Método de placas

EV2038 que mostraba alta actividad neutralizante tras la evaluacién anteriormente descrita se evalué adicionalmente
con respecto a su actividad de bloqueo de la infeccion por un método de placas (Masuho, Y, et al., J. Gen. Virol,,
1987; 68: p 1457-1461). Como cepas de virus, se usaron cepas de laboratorio de HCMV tipicas AD169, Towne,
Davis y Merlin asi como cepas de HCMV clinicamente aisladas T-137 y MDU-1. El método se llevd a cabo
brevemente de la siguiente manera. Se mezclaron una solucién de virus de 50-100 UFP y un anticuerpo purificado
diluido en serie a una concentracion predeterminada, se incubaron a 37 °C durante una hora, y se usaron para
inocular una célula fibroblastica (MRC-5) o una célula de epitelio pigmentado retiniano (ARPE-19) que se habia
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unilaminado en microplacas de 48 pocillos. Después de la inoculacion, el resultante se incubé a 37 °C durante 2
horas y después se retir6 el sobrenadante de cultivo. Después de lavar dos veces, el resultante se cultivo a 37 °C en
un medio convencional que contenia FCS al 2 %. El cultivo se continué con una cepa de laboratorio durante 5-6 dias
0 con una cepa clinicamente aislada durante 10-12 dias hasta que se confirmé claramente la formacion de placas
por muerte de las células infectadas por virus. Posteriormente, se afadié formalina al 5 % para inmovilizar las
células, y se realizé tincion con violeta cristal 0,025 %. Después de la tincién, el nimero de placas por pocillo se
conto para calcular la velocidad de bloqueo de infeccién del anticuerpo anti HCMV.

La Tabla 7 son los resultados de la evaluacién de la actividad neutralizante de EV2038 por el método de placas. Se
us6 como un control negativo un anticuerpo monoclonal humano (higG) que no tiene especificidad por HCMV,
mientras que se usé como control positivo una formulaciéon de inmunoglobulina de alta titulacion anti CMV CytoGam
(CSL Behring, globulina inmunitaria de Citomegalovirus CytoGam intravenosa, informacion de Prescripcion
(Revisado en Julio de 2008)) aprobada en los Estados Unidos para aplicar para la prevencion del desarrollo de
infeccion por HCMV asociada con trasplante de rifién.

Se ha indicado que el HCMV tiene un mecanismo de entrada diferente entre el modo de infecciéon de una célula
fibroblastica y los modos de infeccion de células epiteliales y endoteliales (Sinzger, C. et al., Curr Top Microbiol
Immunol., 2008; 325: p 63-83). En muchas de las cepas de laboratorio tipificadas por las cepas AD169 y Towne, se
cree que la infecciosidad de células epiteliales y endoteliales se elimina mediante pase varias veces con células
fibroblasticas (Dai Wang, et al., J. Virol, 2005; 79: p 10330-10338). Por otro lado, el HCMV tiene de forma intrinseca
infecciosidad de tejidos y tipos celulares amplios in vivo (Sinzger, C. et al, Curr Top Microbiol Immunol., 2008; 325: p
63-83). Por lo tanto, para que un anticuerpo anti HCMV muestre un efecto clinico, puede ser importante que el
anticuerpo tenga una actividad neutralizante eficaz tanto para el tipo celular de fibroblastos como para el tipo celular
epitelial/endotelial que se usan como las células hospedadoras infectadas.

Se ha demostrado que los anticuerpos anti HCMV (EV2038) de la presente invencién tenian Clso de 0,012-0,037
pg/ml para infeccion de una célula de fibroblastos con la cepa de laboratorio. Con la cepa clinicamente aislada
(MDU-1) que conserva la infecciosidad para células epiteliales/endoteliales, la Clso fue de 0,044 pg/ml para infeccion
de una célula fibroblastica y 0,040 ug/ml para infeccion de células fibroblasticas y epiteliales, confirmando que tiene
excelente actividad neutralizante igual tanto para tipo celular de fibroblastos como para tipos celulares
epiteliales/endoteliales. Ademas, EV2038 era altamente activo contra la cepa AD169 aproximadamente 2000 veces
en comparacion con una formulacion de inmunoglobulina de alta titulacién anti CMV disponible en el mercado
CytoGam, y altamente activa aproximadamente 20 veces en comparacion con los valores indicados de C23
clinicamente desarrollado y demostrado (Masuho, Y. et al., J. Gen. Virol, 1987; 68: p 1457-1461).

Tabla 7
Clso (ng/ml)
Nombre de Cepa de laboratorio de HCMV Cepa clinicamente aislada de HCMV
anticuerpo  Ap1{gg Towne Merlin | Davis T-137 MDU-1

Célula fibroblastica Célula Célula Célula
fibroblastica | fibroblastica epitelial

higG >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

EV2038 0,027 0,025 0,012 0,037 0,07 0,044 0,04
(0,18) (0,17) (0,08) (0,25) (0,47) (0,29) (0,27)

CytoGam 57,6 N.D. N.D. N.D. 33 51 3,8

N.D.: no determinado
(En la tabla, los valores entre paréntesis son concentraciones molares (nM) calculadas considerando que el peso
molecular del anticuerpo es de 150 kDa)

Ejemplo 10. Evaluacién de la actividad neutralizante del anticuerpo variante EV2038

Se han seleccionado dos tipos de variantes con diferentes sitios de sustitucion entre las variantes de EV2038 para
evaluar las actividades neutralizantes de las mismas. Una fue una forma con sustitucion de aminoacidos
conservativa 1124V que se sometié a sustitucion del resto de isoleucina en la posicion 124 (cadena arriba de la
estructura de bucle de CDR-H3) cuya actividad de unién a AD1 no se reconocio tras la sustitucion de aminoacidos
no conservativa. La otra fue una forma con sustituciones de aminoacidos no conservativas V123K que se someti6 a
sustitucion de valina en la posicion 132 (en la raiz de la estructura de CDR-H3) que tenia actividad de unién a AD1
igual a la forma original tras la sustitucion de aminoacidos no conservativa. El procedimiento siguié el método
anteriormente descrito de Abai et al. (Journal of Immunological Methods 322 2007 82-93). Se us6 como un control
negativo un anticuerpo monoclonal humano (higG) que no tiene especificidad para HCMV mientras que se us6 como
un control positivo un anticuerpo monoclonal de raton (nombre del clon HCMV16, AbD serotec: 2470-5437) que se
une con glucoproteina H (gH), es decir, uno de los epitopos neutralizantes de CMV, como un control positivo. La
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velocidad de bloqueo de infeccion por HCMV de cada anticuerpo se indico en porcentaje con respecto a la velocidad
de bloqueo de infeccién obtenida tras la adiciéon de una concentracion igual de higG. La concentracion de inhibicion
al 50 % (Clsp) fue de 0,45 pg/ml para 1124V y 1,20 ug/ml para V132K, y se ha mostrado que ambas tienen casi la
misma actividad que la de EV2038.

Ejemplo 11 — Evaluacion de la capacidad de bloqueo de la infeccién de célula a célula

Ademas, como una evaluacion de la eficacia de EV2038, se us6 una célula fibroblastica normal derivada de pulmén
de feto humano infectada por HCMV (MRC-5) para evaluar la actividad de bloqueo de la infeccion de célula a célula
de EV2038. El método de evaluacion se basé en el método de Navarro et al. (Virology. 1993; 197: p 143-158).
Especificamente, se us6 MRC-5 que se habia infectado con HCMV (AD169) durante 24 horas, al que se afiadio el
anticuerpo en una serie de diluciones cuadruples comenzando a partir de 10 mg/ml (aproximadamente 67 nM). La
célula se inmovilizd 6 dias después de la infeccion y se detectd la proteina de expresion de infeccion temprana IE1
por inmunotincion. Las células infectadas por HCMV se contaron con el software de analisis de imagenes Image J.
Como resultado, se ha descubierto que la adicidon de anticuerpo anti AD1 EV2038 a la célula infectada puede inhibir
significativamente la infeccion de célula a célula del virus (Tabla 8).

En la tabla, (1) +++, (2) ++, (3) +, (4) £ y (5) - representan inhibicion del 100-75 %, inhibicion del 75-50 %, inhibicién
del 50-25 %, inhibicion del 25-0 % y ningun efecto inhibidor contra la propagacion de la infeccion, respectivamente.

El informe de Navarro et al. (Virology. 1993; 197: p 143-158) ha mostrado un caso ejemplar en el que los anticuerpos
con la mayor actividad (CH177-3, CH244-4, etc.) mostraron inhibicion del 100-75 % a una concentracién de 10
mg/ml. Con EV2038, sin embargo, puede verse una inhibicion de la infeccién celular del 100-75 % a un intervalo de
concentracién de 10-0,63 pg/ml, y ademas efecto inhibidor de la infeccion de célula a célula del 75-50 % a 0.16
pg/mi (1,07 nM).

Tabla 8
Concentracion tras la adicion (ug/ml)
10 25 0,63 0,18 0,04 0,01 Sin adicion
EV2038 +++ +++ +++ ++ + -

A partir de las propiedades anteriormente descritas, un anticuerpo anti HCMV o un fragmento de union a antigeno
del mismo de acuerdo con la presente invencién parece proporcionar una nueva dimension como un farmaco
profilactico o terapéutico para diversas enfermedades provocadas por HCMV, por ejemplo, enfermedades tales
como neumonia intersticial, retinitis, gastroenteritis o encefalitis en un paciente con inmunodeficiencia, o la anomalia
de la funcién hepatica, neumonia intersticial o mononucleosis que se desarrolla debido a infeccién por HCMV
durante el periodo neonatal o la infancia.

Hasta ahora, la presente invencién se ha descrito especificamente de acuerdo con realizaciones especificas. Estas
realizaciones, sin embargo, se proporcionan solamente para descripcion y no son restrictivas. El alcance de la
presente invencion puede alterarse o modificarse de cualquier manera dentro de los requisitos del alcance de las
reivindicaciones, que quedan dentro del alcance técnico de la presente invencion.

Aplicabilidad industrial

Se espera que un anticuerpo anti HCMV de la presente invencion y una composicion farmacéutica que contenga el
anticuerpo se usen como un farmaco profilactico o terapéutico para diversas enfermedades provocadas por el
HCMV, por ejemplo: (a) enfermedades tales como la neumonia intersticial, retinitis, gastroenteritis, encefalitis y
similares provocadas por la reactivacion del HCMV en estados de inmunodeficiencia tales como SIDA, cancer,
después del trasplante de 6rganos, después del trasplante de médula dsea, y después de hemodidlisis; (b) infeccion
por CMV congénita debido a la transmision de infeccion por HCMV de una mujer embarazada a un feto; (c) aborto,
mortinato y muerte poco después del nacimiento provocados por la infeccion por CMV congénita anteriormente
descrita; (d) bajo peso al nacer, hepatoesplenomegalia, ictericia, purpura trombocitopénica, microcefalia, trastorno
del desarrollo mental, retardo del desarrollo intelectual, coriorretinitis y alteracion de la audicion en el caso de
supervivencia a través de la infeccion por CMV congénita anteriormente descrita; y (e) anomalia de la funcién
hepatica, neumonia intersticial y mononucleosis debido a infeccion por HCMV durante el periodo neonatal o la
infancia.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Evec incorporated

<120> Unién de anticuerpo monoclonal con secuencias epitopicas no contiguas especificas localizadas en la
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region AD1 de la glucoproteina gB de citomegalovirus humano y sus fragmentos de union a antigeno

<130> PCT10-0011

<150> JP 2009-89442
<151> 01-04-2009

<160> 137

<170> Patentin versioén 3.5

<210>1
<211> 1422
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
atgaagcatc

gtgecagetac
ﬁgcgctgtct
gggaagggge
tcocctcaaga
gtgagctety
ttggagtgga
gtctoctcag
accetetgggy
acggtgtegt
cagtcctceag
accoagacct
gttgageooa
ctgggaggac
cggaccceety
ttcaaotggt
cagtacaaca
satggcaagy
accatctcca
cgggatgage

agcgacatcyg

tgtggttett
agecagtggag
atggtgggtc
tggagtggat
gtcgagteac
tgaccgocege
tacceggaga
ccbccaccaa
goacagogye
ggaactcagy
gactctatic
acatctgeaa
aztettgtga
egtcagtett
aggtcacatyg
aagtggacdg
goacgtaceg
agtacaagtyg
aagccaaagy

tgaccaagaa

ccgtggagtg

acctocegtge tggacteoga

agcaggtgge agcaggggaa

caetacacge agaagagoeot

<210> 2
<211> 473

catectactg
cgoaggactg
cttcagtggt
tggggaaate
catgtcagta
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ctactacatg
gggeccateg
cotgggetye
cgcectgace
cctoagcage
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cecaggtecage

ggagageaat

cggctectte
cgtcttetea

ctocctgtet

gtggoagete
ttgaagectt
tactactgyg
aatcatagig
gacacgteca
gtgtatttet
gacgtetggg
gtecttocoeoeo
ctggteaagy
ageggeghge
gtggtgaceg
aageocages
agatgecoac
ccaaaaceca
gacgtgagee
cataatgaca
gtcctcacey
aacaaagececc
gaavcacsgy
ctgacetgee

g9gcagcegg

ttectetaca
tgetecgtga

acgggtasat

34

coagatgggt
aggagacast
getggatceg
gaagcgccaa
agaaccagtt
gtgcgagagt
gcaaagggac
tggcacccte
actactteces
acaccticce
tgecctecag
acaccaaqgt
cgtgaecageo
aggacacect
acgaagacac
agacaaagce
toctgeacea
tececageooce
tgtacacoct
tggtecanagg

agaacaacta

gcaagctoac
tgcatgaggg

ga

cctgtoncaqg
gteceteace
ceagecoooa
ctccaacecey
ctcocetgaag
aacacgagat
ecacggtcace
ctccaagagc
egaaceggtg
ggctgtecta
cagettggge
ggacaagaaa
acotgaacte
catgatetee
tgaggtcéag
gegggaggay
ggactagatyg
catcgagaaa
gecececatee
ctcctatces

caggaccacg

cgtggacaay

totgeacaac

&0
i20
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240
300
369
420
480
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Agn

iBS

Gln

Lau
10

Trp

Ala

Gln

Gly

Val

90

Ala

Glu

Thr

Cys
170

Ser

Sar

35

Val

Gly

val

Pro

Ser

75

Asp

Ala

Trp

val

Ala

155

Leau

Gly

Ala

Ala

Tyx

Pro

60

Ala

Asp

Tlie

Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Serxr

Thr

Pro

125

val

Ser

Lys

Leu

Lau
205

Pxzo

Leu

30

Gly

Lys

Ser

Lys

Ala

110

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Tyr

Leu

Ser

Gly

Asn

Asn

- 1

val

Asp

Sar

Lys

Tyx

175

Ser

Ser

Trp

Lys

Phe

Leu

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Sar

160

Phe

Gly



Ser

Ila

228

val

Ala

Pro

val

val

305

Gln

Gln

Pro

Thr
385

Tyr

Tyr

Phe

Sar
210

Cys

Glu

Pro

Lys

val

2950

Tyx

Asp

370

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
450

val

Asn

Pro

Glu

Asp

275

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

355

Glu

Asn

Ila

Thr

Ly=

435

Cys

val

Vval

Lys

Leu

260

Thr

Vel

val

Ber

Leu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

420

Leu

Ser

Thr

AEnN

Ser

245

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Asn

Pro

Gln

Val

Val

405

Pro

Thr

Val

Val

His

230

Cys

Gly

Met

His

val

316

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

390

Glu

Pro

Val

Met

ES 2539751 T3

Pre

215

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

295

His

Ser

Pro

Lys

Pro

Serxr

280

Asp

Asn

Arg Val

Lys

Glu

Tyr

375

Leu

Trp

val

Agp

His
455

Glu

Ly=

360

Thr

Thr

Glu

Lau

Lys

440

Glu

Ser

Ser

265

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
345

Leu

Cys

Ser

Asp

425

Ser

Gly

Ser

Asn

His

250

Yal

Thr

Glu

Lys

Sex

330

Lys

Ile

Pro

Lau

Asn

410

Ser

Arg

Leu

36

Lau

235

Phe

Pro

Vval

315

val

Cys

Ser

Pro

val

335

Gly

Asp

Trp

His

Gly

220

Lys

Cys

Lau

Glu

Lys

300

Lys

Leu

Lys

Lys

Sar

380

Lys

Gln

Gly

GIn

ABn
460

Thr

Yal

Pro

Phe

val

285

Phe

Pro

Thrx

val

Ala

265

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Gln

Asp

Pro

Pro

270

Thr

Aan

Val

Ser

350

Lys

hsp

Phe

Glu

Phe

430

Tyr

Thr

Lys

Cys

255

Pro

Ccys

Trp

Glua

Leu

a3s

Asn

Gly

Glu

Tyx

Asn

415

Phe

Asn

Thx

Tyxr

Lys

240

Pro

Lys

Val

Tyxr

Glu

320

His

Lys

Gln

Leu

Pro

400

Asn

Leu

val

Gln



10

15

ES 2539751 T3

Lys Sar Leu Ser Leu Sar Pre Gly Lyx
470

465

<210>3
<211>708
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atggecgget

tctgtgctga
tgttctggaa
ggaacggeec
cgattctetg
gaggatgagg
ggaactggga
tteecgeoet
gacttetace
ggagtggaga
ctgageoctga
gaagggagca
<210> 4

<211> 235
<212> PRT

tecetetect
cteagccace
gectgtecaa
ccaaactceoct
getecaagto
ctgattatta
ccaaggtcac
cctoctgagga
cgggagetgt
coaccaaaace
cgecocgagea

cegtggagaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

Mat Ala Gly Phe

p

Ser Trp Al& Gln

Pro

Ser
20

Pro Gly Gln Arg Val
35

Gly Thr Asn Tyr

50

Lys Lau
65

Arg Phe

Leu Ile

Ser Gly

val

Phe

Ser
85

cetceacecete
ctcagegtet
catoggeact
catatttaag
tggeacetea
ctgtgoagea
cgtcctaggt
getesaageo
gacagtggec
ctocaaacay
gtggaagtec

gacagtggee

ctcacteact
gguacecoey
aattatgtat
zataatoaga
gectecctgyg
tgggatgaca
cagcccaagg
aacanggeca
tggaaggcay
agcaacaaca

cacagaagct

cotacagaat

gtgeagggte
ggcagagagt
actggtacca
ggecetcagg
ccateagtgg
gectgaatgg
cocaacoocas
cactagtgtqg
atggcagecce
agtacgegygce
acagetgeca

gttoatag

ctgggeccag

cageatctat
gcaactcoca
ggtacetgas
ceteeggtee
ttatgtette
tgtcactetg
tetgatcagt
cgtcaaggeg
cageagetac

ggtcacacat

Leu Leu Leu Thr

Thr Gln
25

val Leu

Ser Ile Ser Cys

40

Tyr Trp Tyr Gln

55

Lys Asn Asn Gln

70

Lys Ser Gly Thr

37

Leu Lau
14

Pre Pro

Ser Gly

Gln Lau

Arg Pro
75

Ser Ala

90

Thr His Cys Ala Gly

15

Ser Ala Ser Gly Thr
20

Ser Leu Ser Asn Iles

45

Pro Gly Thr Ala Pro

&0

Sar Gly Val Pro Asp

Ile
95

Ser Lau Alas Seaxr

€0
120
180
249
300
360
420
480
540
&00
660

708



ES 2539751 T3

Ala
110

Ser Glu Glu Ala Ala

100

Gly Leu Arg Asp Asp

105

Tyr Tyr Cys Tep Asp

Asn Val Phe Thr Val 7hx val

120

Leu Thr

115

Ser Gly Tyr Gly Gly Ly#

125

Lau Gln Ala Thr Val Thr Leu Phe Pr¢ Pro Ser

140

Gly Pro Pro

130

Lys
135

Sar
160

Lau Ala Lau Ila

150

Glu Glu Gln Ala Leu Val

155

Sar Ann

145

Lys Cys

Phe Ala Val Thr Val Ala Ala Sar

17¢

Gly
175

Pro Gly

165

Tyr Trp Lys Asp

Gln
150

Val Al=s Val Glu Thr Ser Asn

180

Thr
185

Pro Lys Gly Lys Pro Ser Lys

Ala Ala Lau Lau Thy Pro Glu Gln

205

Lya Ser Ser Tyr Ser Trp

200

Tyr
195

His
220

Sex Gln Val Thr Glu Ser Thx

215

Ser His Ser Cys Gly

210

Lys Arg Tyr

Thr val aAla

230

val
225

Glu Thy Glu Ser

235

Lya Preo Cys

<210>5

<211> 1365

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

caggtgcage
acctygegetyg
caagggaagg
cegtecetaa
aaggtgagct
gatttggagt
agegktetect
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtect

ggcacecaga

tacageagtyg
tctatggtgg
ggctggagtag
agagtcgagt
ctgtgacege
gygataccogyg
cagoctocac
gqaggcacage
cgtggaactc
caggactata

cctacatctyg

gggcgcagga
gteetteagt
gattggggaa
caccatgtoa
cgcggacacy
agactactac
casgggecca
ggccetgggc
aggcgecetg
tteccteage

caacgtgaatl

ctgttgaage
ggttactact
atcaatecata
gtagacacgt
gectgtgtatt
atggacgtct
teggtettee
tgoctggtca
acecagoggcy
agegtggtga

CACBAJOCEA

38

ctteggagac
ggggctggat
gtggaagago
ccaagaacoa
totgtgegag
ggggcaaagy
cectggeace
aggactactt
tgcacacctt
cegtgeoecte

gcaacaccaa

cotgtecote
cegecagese
caactcoaac
gttetecctyg
agtaacacga
gaccacggte
ctcctccaag
ccocgaaccy
ceccggetgte
cagcagettg

ggtggacaag

80
120
180
240
300
360
420
480
540
€00

€60



asagttgage
cteetguaoy
toceggacoc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aasaccatct
tecegggatg
Qceagaegaca
acgectocey
aagageaggt
aaccactaca
<210> 6

<211> 454
<212> PRT

ecaaatettg
gaccgtecagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
coasaagecoaa
agetgaccaa
togeagtygga
tgctggacte
ggcaécaggg

cgcagaagag

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2539751 T3

tgacaaaact
ctteectotte
atgcgtggtyg
cggcegtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggtc
agggeagece
gaaccaggte
gtgggagage
cgacggetec
gaacgtetic

coctctocotg

cacacatgee
cccccaasac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tecaacaaag
cgagaaccac
agectgacet
aatgggoage
ttettoctet
tcatgeteeg

tctecgggta

39

caccgtgoce
ccaaggacae
gocacgaaga
ccaagacaaa
coegtectgeoa
cccteoccage
aggtgtacac
geatggtonn
cgoaganacaa
acageaaget
tgatgocatga

aatga

agcacctgaa
ccteatgate
coctgaggte
goocgegagay
ccaggactgyg
cccecatcgayg
cctgocooea
aggcttetat
ctacaagace
cacegtggac

qqgt.ctgcac

720
780
8§40
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1365



Glin

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

val

Gly

val

Leu

Trp

Glu

50

Axg

val

val

Irp

Pro

Gln

Sear

Gly

35

Ile

Val

Ser

Gly
115

Ser

Leu

Lau

20

Asn

Thr

Ser

100

Lys

Val

Gln

Ile

His

Met

val

a5

Gly

Phe

Gln

Cys

Sar

Sar

70

Thr

Leu

Thr

Pro

ES 2539751 T3

Trp

Ala

Gln

Gly

55

Val

Ala

Glu

Thr

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Trp

val

120

Ala

Ala

Tyr
25

Pro

Thr

Asp

Ile

105

T™hr

Pro

Gly

Gly

Gly

Axn

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

40

Leu

Gly

Lys

Ser

Lys

75

Ala

Gly

Ser

Sar

Leu

Sar

Gly

Asn

60

Asn

val

Asp

Ser

Lys

Lys

Phe

Pro

Gln

Tyr

Ala
125

Sar

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Phe

Tyr
110

Ser

Sar

15

Gly

Trp

Lau

Ser

Cyes

95

Met

Thr

Ser

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Asp

Lys

CGly



Gly

145

val

Phe

val

val

lys

225

Leu

Thr

val

val

Ser

305

Leu

Pro

Gln

Ala
38%

130

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

210

Sexr

Lau

Ser

Glu

290

Thr

Axn

Pro

Gln

Val

370

Val

Ala

Val

Ala

val

195

His

Cys

Gly

Hig
275

Val

Tyx

Gly

Ila

val

355

Sar

Glu

Ala

Ser

Val

180

Pro

Lys

Gly

Ile

260

Glu

His

Lys

Glu

340

Tyr

Leu

Trp

Trp

165

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Sar

Asp

Asn

val

Glu

325

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly

150

Aan

Glin

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Pro

Ala

val

310

Tyr

Thr

Cys

Ser
390

ES 2539751 T3

135

Cys

Ser

Sar

Ser

Aan

215

His

Val

Thr

Glu

Lys

295

Ser

Lys

Ils

Pro

Leu

375

Asn

Gly

Ser

Lau

200

Thr

Thr

Pha

Pro

Val

280

Thr

val

Cys

Pro
360

val

Gly

Val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Lau

Glu

265

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

345

Ser

Lys

Gln

41

Lys

Leu

170

Lau

Thr

Val

Pro

Phe

250

Val

Phe

Fro

Thx

val

330

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp
155

Thr

Tyr

Gln

hap

Bro

235

Pro

Thr

ABn

Arg

val

315

Ser

Lys

Asp

Phe

Glun
3ss

140

Tyr

Ser

Sar

Ly=s

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

300

Asn

Gly

Glu

Tyr

380

Aan,

Phe

Gly

Leu

Tyr

205

Lys

Pro

Ly=

Val

Tyr

285

Glu

His

Lys

Gin

Lau

365

Pro

Asn

Pro

Val

Ser

150

Ile

Val

Ala

Pro

Val

270

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro

350

Thrx

Ser

Tyy

Glu

His

175

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

255

Val

Tyr

Asp

Leu
338

Arg

Lys

Asp

Lys

Pro

160

Thr

val

Asn

Pro

Glu

240

Asp

Gly

Asn

320

Pro

Glu

Asn

Ile

Thc
400



10

15

ES 2539751 T3

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Sar Phe Phe Laeu Tyr Sar Lys
205 410 415

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Pha Sar Cys
420 425 430

Sar Val Met Hiz Glu Gly Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Lau
435 4440 445

Sar Ieu Ser Pro Gly Lys

450

<210>7
<211> 651
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
cagtctgtge

tettgttetg
ceaggaacgy
gacegattet
tocgaggaty
tteggaactg
etgttcoege
agtgacttot
gcgggagtgg
tacctgagec

catgaaggga

<210> 8
<211> 216
<212> PRT

tgactcages
gaagcetgte
cacacaaact
ctggetecaa
aggctgatta
ggaccaaqggt
cetectetga
acccgggagc
agaccaccaz
tgacgcecga

gcacegtgga

<213> Homo sapiens

<400> 8

acecteageg
caacategye
ecteatottt
gtetggeace
ttactgtgea
caccgtecta
ggagetecaa
tgtgacagtg
accctocaaa
gcagtggaag

gaagacagtg

tetgggacea
actaattatg
aagaataate
toAgocteRe
geatgggaty
ggtcagecoa
gccaacaagyg
goctggaagy
cagagcaaca
tcccacagaa

geccctacag

cogggoagag
tatactggta
ageggeccte
tggecatoag
acagoctgaa
aggeocaaccee
ccacactagt
cagatggeay
acaagtacge
gctacagetg

aatgttecata

ggtcageate
ceagcaacte
aggggtecet
tggceteesg
tggttatgte
cactgtcact
gtgtetgate
cecegtcaag
ggccageage
ccaggtcaca

g

Gln Ser Val lLeu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

10

15

Arg Val Ser Ile Ser Cys Ser Gly Ser Leu Ser Asn lle Gly Thr Asn
30

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gla
35

20

49

25

42

45

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Lau

60
120
180
240
300
360
420
480
540
60D

651



10

Ila

Gly

65

Ser

Asn

Pro

Leu

Pro

145

Ala

Als

Thr

Phe

50

Sar

Glu

Gly

Lys

Gln

130

Gly

Gly

Ala

Sar

Val
2140

<210>9
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4
caggtgcage tacagecagtg gggcgcagga ctgttgaage cttcggagac

Lys

Lys

Asp

Tyr

Ala

115

Ala

Ala

val

Sar

Tyr
185

Ala

Amn

Ser

Glu

Val

100

Asn

Asn

Val

Glu

Ser

1840

Ser

Pro

Asn Gln

Gly Thr
70

Ala Asp
85

Phe Gly

Pro Thr

Lys Ala

Thr Val

150

Thr Thr

1les

Tyx Leu

Cys Gln

Thr Glu

ES 2539751 T3

Ary
55

Sar

Tyr

Val

Thr

135

Ala

Lya

Ser

Val

Cys
215

Pro

Ala

Pyx

Gly

Thr
120

Trp

Pro

Thr
200

Ser

Sar

Sar

Cys

Thr

105

Leu

Val

Lys

Sar

Thr

i85

His

Gly

Ala
90

Lys

Phe

Cys

Ala

ILys

170

Pro

Glu

val

Ala

75

Ala

Val

Pro

Asp

155

Gln

Glu

Gly

Pro
&0

Ila

Trp

Pro

Ile

l40

Gly

Sar

Gln

Sax

Asp Arg Phe

Ser

val

Ser

125

Ser

Sar

Asn

Trp

Thr
205

accetgegoetg tetatgobgg gtecttoagt ggttactact ggggctggat

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata ghiggaagege

ccgtcectca agagtcgagt caccatgtca gtagacacgt ccaagazcca

aaggtgaget ctgtgacege cgoggacacg gotgtgtatt tetgigogag

gatttggagt ggatacceogyg agactactac atggeacgtct gygggcaaagy

acegtetoet ca

<210>10
<211>124

43

Gly

Asp

Leu

110

Ser

Asp

Pro

Asn

1ys

18Q

val

Leua

Ser

95

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

175

Ser

Glu

Arg

80

Lav

Gln

Glu

Tyr

Lys

160

Tyr

His

Lys

cetgtoecte

cegocagooo

caactecaac

gttctecoty

agtaacacga

gaccacggte

[1H
120
180
240
300
360

372



10

15

20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Gln Val Gin Leu Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

ES 2539751 T3

Gln Trp Gly Ala

Cys Ala Vval Tyr
25

Tyr Trxp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro

Gly Glu Ile Asn His
50

Ser Arg Val Thr Met
65

Lys Val Ser Ser Val
85

Arg val Thr Arg Asp
100

vVal Trp Gly Lys Gly
115

<210> 11

<211> 330

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
cagtetgtge tgactecagee

tettgttetg gaageectgte

ccaggaacgy cccccasact

Ser Gly Ser Ala
55

Ser Val Asp Thr
i

Thr Ala Ala Asp

Leu Glu Trp Ile
105

Thr Thr Val Thr
120

Gly

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Pro

Val

acccteoagey tetgggacee

caacategge actaattatg

coteatottt aagaataate

gacogattet ctggetecaa gtotggeace teagectocce

tocogaggaty aggetgatta ttactgtgeca geatgggaty

ttegganctyg ggaccaaggt

<210> 12

<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

cacegtecta

44

Leu Leu Lys

Gly Ser Phe

Lys Gly Leu

Ser Asn Pro

60

Lys Asn Gln

75

Ala Val Tyr

Gly Asp Tyr

Ser Ser

Pro

Ser

30

Glu

Serxr

Phe

Phe

Tyr
110

Ser
15

Gly

Trp

Ser

Cys
95

Met

cogygeagag ggteageatce

tatactggta ccageaacte

ageggecocte aggggtocct

tggeeateay tggecteegy

acagqectgaa tggttatgte

Glu

Tyxr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Asp

640
120
180
2440
300

330



10

15

20

25

30

ES 2539751 T3

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pre Pro Ser Ala Sar Gly Thr Pro Gly Gln
i 5 10 15

Axrg Val Ser Ile Ser Cys Ser Gly Ser Leu Ser Aan Ile Gly Thr Asn
20 25 30

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 415

Ile Phe Lys Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arxrg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Ser Gly Thx Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg
€5 70 75 80

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyx Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser lLeu
85 80 95

Asn Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr Val Leu
ino 105 110

<210>13

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Gly Tyr Tyr Trp Gly
1 5

<210> 14

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Ala Asn Sexr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 15

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Val Thr Arg Asp Leu Glu Trp Ile Pro Gly Asp Tyr Tyr Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 16

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539751 T3

Ser Gly Ser Leu Ser Asn lle Gly Thr Asn Tyr Val Tyr

1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Lys Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

1

<210> 19

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 38 Hind-S

<400> 19
caccaagctt tgtgcaagaa catgaagcat ¢

<210> 20

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 38 Not-A

<400> 20
ataagaatgc ggccgegecg tcgcactcat ttacc

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21

accagacata atagctgaca g 21

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>
<221> MISC_FEATURE

31

35

i0

Ala Ala Trp Asp Asp Sar Lau Asn Gly Tyr Val
5 10

46
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45

50

ES 2539751 T3

<222> (1)..(4)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa es Leu, He, Val, Phe o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7). . (7)

<223> Xaa es Trp, Tyr o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa es He, Val, Leu o Met

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa es Gly, Ser, Alao Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(16)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 22
¥aa Xaa Xas Xaa Xaa Xaa Xaa Xas Pro ¥aa Xaa Xan Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 18 15

<210> 23

<211> 32

<212> PRT

<213> Citomegalovirus humano

<400> 23

Ser Cys Val Thr Ila Asn Gln Thr Ser Val Lys Val Leu Arg Asp Met
1 5 10 15

Azn Val Lys Glu Ser Pro Gly Arg Cys Tyr Ser Arg Pro Val Val Ile
20 25 30

<210> 24

<211> 45

<212> PRT

<213> Citomegalovirus humano

<400> 24

47
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15

20

25

30

35

ES 2539751 T3

Glu Asp Asn Glu Ile Leu Leu Gly Asn His Arg Thr Glu Glu Cys Gln
1 5 10 15

Leu Prc Ser Leu Lys Ile Phe 1le Ala Gly Asn Ser Ala Tyr Glu Tyr
20 25 30

Val Asp Tyr Leu Phe Lys Arg Met Ile Asp Leu Ser Ser
35 40 45
<210> 25
<211> 12
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<400> 25

Ser Cys Val Thr Ile Asn Gln Thr Ser Val Lys Val
i 5 10

<210> 26

<211>8

<212> PRT

<213> Citomegalovirus humano

<400> 26

Ser Pro Gly Arg Cys Tyr Ser Arg
1 5

<210> 27

<211>8

<212> PRT

<213> Citomegalovirus humano

<400> 27

Tyr Glu Tyr Val Asp Tyr Leu Phe
1 5

<210> 28
<211> 473
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> V117K

<400> 28
Mat Lys His Leu Trp Phe Phe Leu lLeu Leu Val Ala Ala Pro Arg TIp
1 5 10 15

48



vVal

Pro

Ser

Glu

€5

Sar

Phe

Phe

Iyr

Ser

145

Thx

Pro

Val

Ila
225

val

ala

Ieun

Gly

Trp

Lau

Ser

Cys

Mat

130

Ser

Glu

Hix

Sear

210

Cys

Glu

Pro

Ser

Glu

35

Ile

Lys

Leu

Ala

113

Lys

Gly

Pro

Thr

185

Val

Asn,

Pro

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Sar

Lys

100

Val

Gly

Gly

Vval

180

Phe

Val

val

Lys

Leu
250

val

Leu

Trp

Glu

val

Lys

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

245

Leau

Gln

Ser

Gly

Il

Vval

Ser

Thr

Gly

Sar

150

Ala

val

Ala

val

His

230

Gly

ES 2539751 T3

Leu

Leu

Trp

55

ABn

Thr

Sar

Lys

135

val

Ala

Ser

val

215

Lys

Asp

Gly

Gln

Ile

His

Met

Val

Asp

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Gln
25

Cys

Sar

Thr

105

Leu

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gin

Ser

Sar

Thx

Ser
265

Trp

Ala

Gln

Gly

Val

90

Ala

Glu

Thr

Cys

170

Ser

Ser

Ser

Asn

His

250

Vil

49

Gly

val

2ro

Sar

75

Asp

Ala

Trp

Val

Ala

155

Gly

Ser

Leu

235

Thr

Phe

Ala

Tyr

Pro

Aln

Thr

Asp

Ile

Thr

140

Fro

Val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Pro

125

val

Ser

Lys

Leu

Tau

205

Thr

val

Pro

Phe

Leu

30

Gly

Lys

Ser

Lya

Ala

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr

190

Tyzx

Gln

Asp

Pro

Pro
270

ILeu

Ser

Gly

Asn

95

val

Asp

Ser

Lys

Tyr

175

Ser

Sar

Lys

Cys
285

Pro

Lys

Pha

Lau

Pro

80

Gln

Tyr

Tyxr

Ser

160

Phe

Gly

Lau

Tyr

Lys

240

Pro

Lys



10

Pro

Val

Vval

305

Gin

Gln

Ala

Pro

Thr

385

Sar

Tyr

Phe

Lys
465

<210>
<211>
<212>

Lys

Val
290

Asp

Tyrxr

Leu

Arg
370

Lys

Asp

Lys

Ser

Sar
450

29
473
PRT

Asp

275

hAsp

Gly

Asn

Trp

Pro

355

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

435

Cys

Leu

<213> Artificial

<220>

<223> T118W

<400>

29

Thr

Val

Val

Sar

Leu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

420

Lew

Sar

Sar

Lau

Sar

Glu

Thr

325

Aan

Pro

Gln

val

Val

405

Pro

Vval

Lau

Maet

Hix

val

310

Tyr

Gly

Ile

Val

Sex

350

Glu

Pro

val

Mat

Ser
470

ES 2539751 T3

Ile

Glu

295

Rim

Arg

Lys

Glu

Tyr

315

Trp

Val

His
455

Pre

Ser

280

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

360

Thr

Thr

Glu

Ly=s
440

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
345

Thr

Leu

Sar

Asp

425

Sar

Gly

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

330

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

410

Ser

Acg

Leu

Pro

val

Thr

315

val

Ser

Pro

val

395

Gly

Aep

Trp

His

Glu

Lys

300

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

aso

Lys

Gin

Gly

Gln

Asn
460

vVal

285

Phe

Pro

Thx

Val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Thr

Asn

Azg

val

Serx

350

Lys

Asp

Phe

Gla

Phe

430

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

33s

Asn

Gly

Glu

Asn

4158

Phe

Asn

Thr

val

Tyr

Glu

320

His

Lys

Gln

Leu

Pro

400

Asn

Leun

vVal

Gin

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

1

5

10

50

15



Val

Pro

Sar

Glu

Ser

Phe

Phe

Tyr

Ser

145

Thr

Pro

val

Ser

Ile

225

val

Ala

Ser

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

Met

1320

Thr

Sear

Glu

His

Ser

210

Gla

Pro

Ser

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leau

Ala

115

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

195

Val

Asn

Pro

Glua

Gln

Thr

Tyr

Gly

Sar

Lys

140

Arg

val

Gly

Gly

Val

180

Phe

val

Val

Lys

Lau
260

val

Leu

Trp

Glu

Val

val

Trp

Prc

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
245

Gin

Ser

Gly

Ile

KLY

Val

Ser

Trp

Gly

Ser

1so

Ala

Val

Ala

Val

His

230

Gly

ES 2539751 T3

Leu

Leu

Trp

5%

Asn

Thr

Lys

135

val

Ala

Ser

Val

Pro

215

Lya

Asp

Gly

Gln

‘Thr

40

Ile

His

Matl

Yal

Asp

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Gln Trp

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

Ser Val
%0

Thr Ala
105

lou Glu

Thr Thx

Pro Leu

Gly Cys
170

Aan Ser
185

Gln Ser

Sar Ser

Ser Asn

Thr His

250

Ser Val

265

51

Gly

Val

Pro

Ser

75

Asp

Trp

val

Ala

155

Leu

Gly

Ser

Lean

Thr

233

Thr

Phe

Ala

Tyr

Pro

Ala

Thr

Asp

Ile

Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Sar

Thr

Pro

125

val

Ser

Lys

Leu

Lau

205

Thr

val

Pro

Phe

Lau

0

Gly

Lys

Ser

Lyas

Ala

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr
150

Tyxr

Gln

Asp

Pro

Pro
279

Leu

Ser

Gly

Aan

Asn

95

Val

Asp

Ser

Lys

Tyr

175

Sarx

Sar

Thr

Lys

Cys

255

Pre

Lys

Phe

Leu

80

Gln

Tyrx

Tyr

Ala

Ser

160

FPhe

Gly

Lau

Tyr

Lys

240

Pro

Lys



10

Pro

val

val

305

Gln

Glin

Ala

Pro

Thr

385

Sar

Tyr

Tyr

Phe

Lys
265

<210>
<211>
<212>

Lys

Val
250

Asp

Tyr

Asp

Leu

370

Lys

Asp

Lys

Ser

450

Ser

30
473
PRT

Asp

275

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

3585

Glu

Amn

Ile

Thr

Lya

435

Cys

Leu

Thr

Val

Vval

Ser

Leu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

420

Leau

Ser

Ser

Lau

Sar

Glu

Thr

325

Asn

Pro

Gin

val

val

405

Pro

Val

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> R119V

<400>

30

Mat

His

vVal
310

Tyr

Gly

Ile

Val

Sar

390

Glu

Pro

val

Ser
470

ES 2539751 T3

Ile

Glu

295

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

375

Lau

Trp

val

Asp

Hisg

455

Pro

Sar
280

Asp

Val

Glu

Lys

as0

Thr

Thr

Glu

Lya
440

Gla

Gly

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

VYal Ser
330

Tyxr Lys
345

Thr Ila

Leu Pro

Sar Asn
410

Asp Ser

425

Ser Arg

Gly Leu

Lys

Pro

Val

Thr

315

val

Cys

Sarx

Pro

Val

395

Gly

Asp

Irp

His

Glu

Lys

300

Lys

Leu

Lys

Lys

Sar

380

Lya

Gln

Gly

Gln

Asn
460

Val

285

Phe

Pxo

Thr

Val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Asn

Arg

Val

Serx

350

Ly=s

Asp

Phe

Glu

Phe

430

Gly

Iyrx

Cys

Trp

Glu

Lew

33s

Ann

Gly

Glu

Tyr

Asn

415

Phe

Asn

Thx

val

Tyr

Glu

320

His

Lys

Glin

Leu

Pro

400

Asn

Leu

Val

Gln

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

1

5

10

52

15



Val

Pro

Sar

Glu

€5

Sar

Phe

Phe

Tyx

Sex

145

Thx

Pro

Val

Ser

Il

225

val

Ala

Leu

Ser

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

Met

130

Ber

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Pro

Serxr

Glu

Tyr

Ile

Lys

Ala

115

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

195

val

Aan

Pro

Glu

Glin

Thr

Tyx

Gly

Ser

Lys

100

Val

Gly

Gly

Val

180

Phe

Val

Val

Lys

Leu
260

Val

Leu

Trp

Glu

val

Val

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Sar
245

Leu

Gln

Serxr

Gly

Ile

70

val

Ser

Thr

Gly

Ser

150

Ala

Val

Val

His

230

Cys

Gly

ES 2539751 T3

Trp
1:1

Asn

Ser

val

Lys

135

Val

Ala

Ser

val

Pxo

215

Lys

Agp

Gly

Gln

Thr

40

Tle

His

val

Asp

120

Gly

Phe

Lou

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Gin

Cys

Arg

Sar

Sar

Thr

105

Thr

Pro

Gly

Agn

185

Gln

Ser

Sar

Thr

Sar
265

Trp

Ala

Gln

Gly

val

90

Ala

@lu

Thr

Leu

Cys

170

Ser

Ser

Ser

Asn

His

250

Val

53

Gly

Val

Pro

Sar
75

Asp

Ala

Trp

Val

Ala

155

Leu

Gly

Ser

Thr
235

Thr

Phe

Ala

Tyr

Pro

Ala

Thyr

Ila

Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Lau

Gly

Gly

Gly

Sar

Thr

Fro

125

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

205

Thx

Val

Pro

Pha

Leu

30

Gly

Lys

Sar

Lys

Ala

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thyr
190

Tyx

Gln

Pro

Pro
270

Len

Ser

Gly

Asn

Asn

85

val

Ser

Lys

Tyx

175

Ser

Lys

Cys
255

Pra

Lys

Phe

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Ser

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Ly=s

240

Ly=s



10

Pro

val

val

305

Gln

Gln

Pro

aBs

Ser

Tyr

Tyx

Phe

Lys
465

Lys

Val

250

Asp

Tyr

Asp

Legu

370

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

450

Ser

<210> 31
<211> 473
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> D120l

<400> 31
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

Asp

275

Asp

Gly

Asn

Trp

Fro

355

Glu

Asn

Ile

thr

Lyes

435

Cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

Lau

340

Ala

Pro

Gln

Ala

The

420

Leu

Sex

Ser

Leu

Ser

Met

Eis

Glu Val

Thr

328

Asn

Pro

Glin

Val

val

405

Pro

Thr

Val

5

Eh o

Gly

Ils

Val

Sexr

330

Glu

Pro

Val

Ber
470

ES 2539751 T3

Ile

Glu

295

His

hrg

Lys

Glu

Tyx
375

leu

Trp

val

Asp

His

455

Pro

Ser

280

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

360

Thr

Glu

Leu

Lys

440

Glu

Gly

Arg

Pro

val

Tyr

345

Thr

Cy=s

Ser

Asp

425

Sar

Gly

Lys

Thr
Glu
Lys
Ser
330
Lys
Ila
Pro
Leu
Asn

410

Ser

Teau

10

54

Pro

Val

Thr

315

val

Cys

Ser

Pro

Val

35

Gly

Asp

Txp

His

Glu

Lys

300

Lya

Lau

Lys

Lys

Sar

380

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
469

Val

285

Pro

Thr

Val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Thr

Agn

Arg

Val

Sar

350

Lys

Asp

Pha

Glu

Phe

430

Gly

Tyr

Cyos

Tzp

Glu

Lau

335

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

415

Pha

Aan

Thr

1s

Val

Tyrx

Gl

320

His

Lys

Gln

Lau

Pro

400

Asn

Leu

Val

G1ln



Val

Pro

Sar

Glu

€5

Ser

Phe

Phe

Tyr

Ser

145

Thx

Pro

Val

Ser

Ile

225

val

Sar

Gly

50

Trp

Leu

Ser

Cys

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

2140

Cysa

Glu

Pro

Sar

Glu

35

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

115

Asp

Lys

Gly

Pro

Thx

195

val

Asn

Bro

Glu

Gln
20

Thre

Tyr

Gly

Ser

Lys

100

Val

Gly

Gly

Val

180

Pha

val

val

Lys

Leu
280

Va)l Gln

Leu Searx

Trp Gly

Glu Ila
70

Arg Val
85

Val Ser

Val Thr

Trp Gly

Pro Ser
150

Thr Ala
165

Thr Val

Pro Ala

Thr Val

Asn Hia
230

Sexr Cys
245

leu Gly

ES 2539751 T3

TLeu

Trp
55

Asn

Ser

Lys

135

Val

Ala

Ser

Val

Pro

215

Lys

Asp

Gly

Gln

Thr

40

Ile

His

Val

Ila

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Lon

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Ser

Thr

105

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gln

Ser

Sax

Thr

Ser
265

Tzp

Ala

Eln

Gly

val

80

Ala

Glu

Cys

170

Ser

Ser

Ser

ASn

His
250

val

55

Gly Ala Gly

Val

Pro

Ser

75

Asp

Ala

Trp

val

Ala

155

Gly

Ser

Thr
235

Thr

Phe

Tyr

Pro

€0

Ala

Thr

Asp

Ile

Thr

140

Pro

Val

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Leu

Gly

Gly

Asn

Sar

Pro

125

val

Ser

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Phe

Gly

Lys

Ser

Lys

Ala

110

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr
190

Tyr

Gln

Pro

Pro
210

Lau

Sar

Gly

Asn

Asn

95

val

Asp

Ser

Lys

Tyx

115

Ser

Sar

Lys

Cys
255

Pro

Lys

Phe

Lau

Pro

80

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Sar

160

Phe

Gly

Tyr

Lys

240

Pro

Ly=



ES 2539751 T3

Pro Lys Asp Thr l.au Mat Ylae Ser Arg Thr Pre Glu Val Thr Cys Val
275 280 285

val Val Asp Val Ser His Glu Asp Proc Glu Val Lys Pha Asn Trp Tyr
290 295 300

val Asp Gly Val Glu Vval His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
305 310 315 320

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
325 330 335

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
340 345 350

Ala Leu Fro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
355 360 355

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
370 375 380

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Pha Tyr Pro
385 390 395 400

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
405 410 415

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Sar Asp Gly Ser Phe Phe Lau
420 425 430

Tyr Ser Lys Lau Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Ran Val
435 440 445

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Gly Leu His Asn His Tyr Thr Gln
450 455 460

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 32

<211> 473

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> L121E

<400> 32

Met Lys His Lau Trp Phe Phe leu Leu Lau Val Ala Ala Pro Axrg Trp
1 "5 10 15

56



Val

Pro

Sar

Glu

65

Sar

Phe

Pha

Tyr

Ser

145

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

225

Val

Ala

Leu

Ser

Gly
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Trp
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Trp
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Trp
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230 285 300

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
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Mat Lys Bis Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Typ
1 5 10 15

223



val

Pro

Sar

Glu

Serx

Phe

Phe

TYT

Ala

145

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

225

Lys

Pro

Sar

Gly

50

Trp

Leu

Ser

Cys

Tyr

130

Ser

Thr

Pro

val

Ser
210

Ile

Val

Sear

Glu

35

Tyr

Ile

Lys

Ala

115

Met

Thr

Ser

Glu

His

135

Ser

Cys

Glu

Pro

Gln

Thr

Tyx

Gly

Ser

Lys

100

Arg

Asp

Lys

Gly

Pro

180

val

Aen

Pro

Glu
260

val

Leu

Trp

Glu

aArg

Val

val

val

Gly

Gly

165

val

Phe

vVal

Val

Lys

245

Leu

Gln

Ser

Gly

Ile

70

val

Ser

Thr

Trp

150

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

230

Ser

Leu

ES 2539751 T3

Lau

Leu

55

Asn

Thr

Ser

Gly

135

Ser

Ala

val

Ala

val

215

His

Cys

Gly

Gln

Thr

40

Ile

His

Met

Val

Asp

120

Lys

Val

Ala

Ser

Val

200

Pro

Lys

Asp

Gly

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Ser

Thr

145

Leu

Gly

Phe

Leu

Trp

185

Leu

Sar

Pro

Lys

Pro
265

Trp

Ala

Gln

Gly

val

90

Ala

Glu

Thr

Pro

Gly

170

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

250

Sar

224

Gly

val

Pro

Ser

75

Asp

Ala

Trp

Thr

155

Cys

Ser

Sear

Ser

Asn

235

His

Val

Ala

Tyr

Pro

60

Ala

Thr

Asp

Ile

Val

140

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

220

Thr

Thr

Phe

Gly

Gly

45

Gly

Ser

Thr

Pro

125

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

20%

Gly

Lys

Cys

Leu

Gly

Lys

Ser

Lys

Ala

110

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

130

Leau

Thr

val

Pro

Phe
270

Leu

Ser

Gly

Rsn

Asn

Val

Glu

Ser

Ser

Asp

175

Thr

Tyxr

Gln

Asp

Pro

255

Pro

Lys

Phe

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Asp

Ser

Lys

160

Tyr

Sar

Lys
240

Cys

Pro



10

Lys Pro

Val val
280

Tyx Val
30%

Glu Gln

His Gln

Lys Ala

Gln Prec
3N

Leu Thr
385

Pro Ser

Asn Tyr

Lauz Tyr

Val Phe
450

Gln Lys
465

<210> 110
<211> 473
<212> PRT

Lys
275

val

Tyr

Asp

Jeu
355

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

435

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

hen

340

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

420

Lys

Cys

Leu

val

Val

Sar

325

Ala

Pro

Gln

Ala
105

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N79Q

<400> 110

Lau

Ser

Glu

310

Anry

Pro

Gln

val

390

Val

Pro

Thr

val

Leu
470

ES 2539751 T3

His

295

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

375

Glu

Pro

val

Met

455

Ser

Ile
280

Glu

His

Lys

Glu

360

Tvyr

Lau

Txp

Val

Asp

440

His

Pro

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala

Val Val

330

Glu Tyr
345

Lys Thr

Thr Lau

Thr Cys

Glu Serx

410

Leu Asp

425

Lys Sar

Glu Gly

Gly Lys

Thr

Glu

Lys

315

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

3585

Asn

Ser

Leu

Pro

Val

300

Thr

val

Cys

Ser

Pro

380

val

Gly

Asp

Trp

His
460

Glu

285

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

365

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

445

Asgn

val

Phe

Pro

Thr

val

350

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

430

Gln

His

Thr

Asn

val

335

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

415

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

320

Asn

Gly

Glu

Tyr

400

Asn

Phe

Asn

Thr

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

1

5

10

225

15



Val

Proe

Sar

Glu

65

Serx

Phe

Fhe

Tyr

Ser

145

Thr

Pro

Val

Serx

Ile

225

val

Leu

Sar

Gly

50

Ip

Lau

Ser

Cys

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Pro

Ber

Glu
35

Tyr

Ile

Lys

Lau

Ala

115

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

195

val

Asn

Pro

Glu

Gln

20

Thr

Tyr

Gly

Ser

Lys

100

Axrg

val

Gly

Gly

val

180

Phe

val

val

lys

Leu
260

Vval

Leu

Trp

Glu

Axg

B

Val
val
Trp
Pro
Thr
165
Thr
Pxo
rh?
Asn
Ser

245

Leu

Gln

Ser

Gly

Ila

70

Val

Ser

Thr

Gly

Ser

150

Ala

val

Ala

Val

His

230

Cys

Gly

ES 2539751 T3

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Thr

Ser

Arg

Lys

135

val

Ala

Ser

val

Pro

215

Lys

Asp

Gly

Gln

Thr

40

Ile

His

Het

val

Asp

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Gin
25

Cys

Ser

Ser

Thr

145

Leu

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser
265

Trp

Ala

Gln

Gly

Val

80

Ala

Glu

Thy

Cys
170

Sexr

Ser

Ser

His
250

Vval

226

Gly

Val

Pro

Ser

75

A=sp

Ala

Trp

val

Ala
155

Gly

Ser

Leu

Thr

235

Thr

Phe

Ala

Tyr

Pro

60

Ala

Thr

Asp

Ile

Thr

140

Pro

Val

Ala

Gily

Gly

220

Lys

Cys

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Pxro

125

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Phe

Lau Lau
30

Gly Ser

Lys Gly

Ser Gln

Lys Asn
85

Ala val
110

Gly Aop

Ser Ser

Ser Lys

aAsp Tyr
175

Thr Ser
190

Tyr Ser

Gln Thr

Asp Ly=s

Pro Cys
255

Pro Pro
270

Lys

Phe

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Ser

160

Pha

Gly

Leu

Tyr

Lys

240

Pro

Ly=s



10

Pro

val

Val
305

Gln

Gln

Ala

Fro

Thr

385

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
468

<210>
<211>
<212>

Lys

val

250

Asp

Tyr

Asp

Leu

370

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
4150

Sar

111
12
PRT

Asp

275

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

3ss

Glu

Asn

1le

Thr

Lys

435

Cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

TLeu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

420

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Asn

Pro

Gln

val

Val

405

Pro

Thr

Val

Lau

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400>

111

Met

His

Val

310

Tyx

Gly

Ile

val

Ser

350

Glu

Pro

Val

Met

Sarx
470

ES 2539751 T3

Ile

Glu

295

His

Arg

Lys

Gliu

Tyr

375

Trp

val

Asp

His

455

Pro

Ser

280

Asp

Aan

Val

Glu

Lya

360

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

440

Glu

Gly

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser
330

Tyr Lys
345

Thr Ile

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn

410

Aap Ser

425

Ser Arg

Gly Leu

Lys

Pro

val

Thr

315

Val

Cys

Ser

Pro

Val

385

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Lys

300

Lys

Leun

Lys

Lys

Sar

380

Lys

Gln

Gly

Gln

460

Met Gly Asp Val Leu Gly Leu Ala Ser Cys Val Thr
1 5

10

227

Val

285

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

365

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

aso0

Lys

Phe

Glu

Pha

430

Gly

YL

Trp

Glu

Leu

335

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

415

Phe

Asn

Thr

s Val

Tyxr

Glu

320

His

Lys

Gln

Leau

Pro

400

Amn

Leu

val

Gln
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ES 2539751 T3

<210> 112

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 112

Lau Gly Leu Ala Ser Cys Val Thr Ile Asn Gln Thr
1 5 10

<210> 113

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 113

Ser Cys Val Thr Ile Asn Gln Thr Ser Val Lys Val
1 5 10

<210> 114

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 114

Ile Asn Gln Thr Ser Val Lys Val Lau Arg Asp Met
1 5 e

<210> 115

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 115

Ser Val Lys Val Leu Arg Asp Mat Asan Val Lys Glu
1 5 10

<210> 116

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 116

228
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55

ES 2539751 T3

Leu Arg Asp Met Asn Val Lys Glu Ser Pro Gly Arg
1 5 10

<210> 117

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 117

Asn Val Lya Glu Sexr Pro Gly Arg Cys Tyr Ser Arg
1 - ic

<210> 118

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 118

Ser Pro Gly Arg Cys Tyr Sar Arg Pro Val Val Ile
1 5 10

<210> 119

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 119

Cys Tyxr Ser Arg Pro Val val Ile Phe Asn Phe Ala
1 » 10

<210> 120

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 120

Prc Val Val Ile Phe Asn Phe Ala Asn Ser Ser Tyr
1 5 io

<210> 121

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<:223> Péptido sintético

229



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539751 T3

<400> 121

Phe Asn Phe Ala Asn Ser Ser Tyr Val GIin Tyr Gly
i 5 10

<210> 122

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 122

Asn Sar Ser Tyr Val Gln Tyr Gly Gln Leu Gly Glu
X 5 10

<210> 123

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 123

Vval Gln Tyr Gly Gln Leu Gly Glu Asp Asn Glu Ile
1 5 10

<210> 124

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 124

Gln Leu Gly Glu Agp Asn Glu Ile Leu Leu Gly Asn
1 5 10

<210> 125

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 125

Asp Asn Glu Ile Leu lLeu Gly Asn His Arg Thr Glu
1 5 10

<210> 126
<211>12

230
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ES 2539751 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 126

Leu Iau Gly Asn His Axrg Thr Glu Glu Cys Gln Leu
1 5 10

<210> 127

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 127

His Arg Thr Glu Glu Cys Gln Leu Pro Ser Leu Lys
1 5 10

<210> 128

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 128

Glu Cys Gln Leu Pro Ser Leu Lys Ile Phe Ile Ala
1 3 10

<210> 129

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 129

Pro Ser Lau Lys Ile Phe Ile Ala Gly Asn Ser Ala
1 5 10

<210> 130

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 130
Ile Phe Ila Ala Gly Asn Ser Ala Tyr Glu Tyr Val
1 5 10

<210> 131

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

231
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ES 2539751 T3

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 131
Gly Asn Ser Ala Tyvr Glu Tyr Val Asp Tyr Leu Phe
1 5 10

<210> 132

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 132
Tyr Glu Tyr Val Asp Tyr Leu Phe Lys Arg Met Ile
1 5 10

<210> 133

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 133

Agp Tyr Leu Phe Lys Arg Met Ile Asp Leu Ser Ser
1 s 10

<210> 134

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 134

Lys Arg Mat Ila Asp lau Ser Ser lle Sar Thr Vval
1 5 10

<210> 135

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 135
Asp Leu Ser Ser Ile Ser Thr Val Asp Sar Met Ile
1 5 10

<210> 136

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

232



ES 2539751 T3

<400> 136
Ile Ser Thr Val Asp Ser Met Ile Ala Leu Asp Ils
1 5 10

<210> 137
<211> 906
<212> PRT
<213> Citomegalovirus humano

<300>

<308> Swiss-Prot/P06473
<309> 01-01-1988

<313> (1)..(906)

<400> 137
Met Glu Ser Arg Ile Trp Cys Leu Val Val Cys Val Asn Leu Cys Ile
1 5 10 15

Val Cys Leu Gly Ala Ala Val Ser Ser Ser Ser Thr Sar His Ala Thr
20 25 30

Ser Ser Thr His Agn Gly Ser His Thr Ser Arg Thr Thr Ser Ala Gln
35 40 45

Thr Arg Ser Val Tyr Ser Gln His Val Thr Ser Ser Glu Ala Val Sar
sa 55 60

His Arg Ala Asn Glu Thr Ila Tyr Asn Thr Thr Leu Lys Tyr Gly Asp
65 70 5 80

val Val Gly Val Asn Thr Thr Lys Tyr Pro Tyr Arg Val Cys Ser Mat
as 80 95

Ala Gln Gly Thr Asp Leu Ile Arg Phe Glu Arg Asn Ile Ile Cys Thr
100 105 110

233



Ser

Tyr

Lys

145

Lau

His

Ile

Lys

225

Val

Tyr

Ilae

305

Leu

Gln

Glu

Lys

130

val

Leu

His

Gly

Thr

214

Tvr

Ty

val

Phe

280

Val

val

Asp

Arg

Lysa

115

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

185

Mat

Val

Azg

Ser

Tyr

275

Gly

Ser

Ala

Glu

Thr
ass

Pro

Asn

Thr

Ser

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

250

Ile

Glu

Asp

Phe

Lys

340

Ile

Ile

Ile

Phe

Asn

165

Lys

Val

Lau

val

Thr

245

Tyr

Ser

Asn

Phe

Leu

325

hsn

Asn

val

150

Thr

Phe

Phe

Ile

Lys

230

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

310

Glu

val

Ser

ES 2539751 T3

Glu

Ala

135

Glu

Ala

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Arg

Thr

Glu

Asp

120

His

Ser

Tyr

Gln

Ala

200

Gln

Leu

His

Tyr

280

Lys=

Pro

Ala

Cys

Ala
360

Leu

Thr

Tyr

val

Cys

143

Tyr

Aap

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Gln

345

Glu

Ayp

Phe

Ala

Ala
170

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Pha

Ala

Ser

330

Leu

Asp

234

Glu

Lys

Tyr

155

Pro

Ser

Arg

Ser

Sar

235

Alx

Thr

Ile

Ala

315

Val

Thx

Ser

Gly

Val

140

Ile

Pro

Sex

Asp

Agn

220

Arg

Thy

AsSn

Phe

300

Pro

Ila

Phe

Tyr

Ile

125

Axrg

TyT

Met

Tyr

Sear

205

‘Thr

Gly

Thr

Ser

285

Pro

Glu

Ser

Trp

His
365

Met

val

Thr

Trp

Ser

190

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Glu

ase

Phe

Val

Tyr

Thr

dlu

175

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

33s

Ala

Ser

Val

Gln

Tyr

160

Xle

val

Asn

Thr

Trp

240

Thr

Asp

Ser

Thx

Arg

320

Ile

Ser

Ser



Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Sar

Asn

465

Ala

Ala

Sar

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Glu

Lys

370

Asp

Gln

val

Ile

Ser

450

Thr

Eln

Lau

Glu

Ala

530

Gly

val

Lesu

Cys
610

Met

Sar

Ile

Ser

Ly=

435

Lau

Thr

Leu

Ala

Val

515

Ile

Lau

Asp

vVal

Gly

595

Gln

Thr

Ala

Phe

val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Phe

Tyr

Ala

Mat

Ile

580

Glu

Leu

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Ils

Leu

Pha

485

Ila

Lys

Saer

Asn

565

Phea

Pro

Thr

Asp

aso

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Glu

Lys

Cys

550

Val

Asn

AEBn

Ser

ES 2539751 T3

Phe

75

Cys

Ser

Thr

Len

Hia

455

Sar

Tyr

Glu

Leu

Pra

535

Val

Ly=s

Phe

Glu

Lau
615

1leu

val

Tyxr

Ser

Val

440

Arg

Met

Asp

Ala

Ser

520

Ile

Thr

Glu

Ala

Ila

600

Lys

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Thr

Glua

Thr

Trp

505

Lys

Ala

Ile

Ser

Aan

585

Leu

Ile

Lys

Asp

Gln

410

Gly

Arg

Ser

leu

490

Cys

Ile

Ala

Asn

Pro

570

Ser

Lau

Phe

235

Lya

Glu

395

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

475

Arg

Val

Asn

Arg

Gln

555

Gly

Sar

Gly

Ile

Gin

a0

Ala

Tyxr

val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Pro

Phe

540

Thr

Arg

Tyx

Aan

Ala
620

Glu

Ile

Glu

val

Lau

445

Thr

ABn

Tyr

Gln

Sar

525

Mat

Cys

Val

His

605

Gly

vVal

Lys

Pha

439

Ala

Sar

Ile

510

Gly

val

Tyr

Gln

590

Axrg

Asn

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

Ile

Lys

Ser
575

Tyr

Thr

Ser

Met

Leu

400

Gly

Gln

Asn

Tyxr

430

Thr

Leu

Val

Val
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se une especificamente con la glucoproteina gB de
citomegalovirus humano y es capaz de neutralizar la bioactividad de la misma, en el que

(i) las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada incluyen:
(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 13;
(b) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 14: y
(c) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 15, respectivamente, y

(ii) las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera incluyen:
(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16;
(b) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17: y
(c) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 18, respectivamente.

2. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada (HCVR) que incluye la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10; y
(b) una regién variable de cadena ligera (LCVR) que incluye la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12.

3. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que
comprende:

(a) una cadena pesada (cadena H) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 6; y
(b) una cadena ligera (cadena L) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4 u 8.

4. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende:

(a) una cadena pesada (cadena H) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6; y
(b) una cadena ligera (cadena L) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8.

5. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-4, en el que la subclase del anticuerpo es IgG1A.

6. Una composicion farmacéutica, que comprende el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Un vector que incorpora un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10 y un acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12.

8. Una célula hospedadora que incorpora el vector de acuerdo con la reivindicacién 7.

9. Una célula hospedadora que incorpora un vector que comprende un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 10 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 12.

10. Un método para producir el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-5, que comprende una etapa de cultivar la célula hospedadora de acuerdo con la reivindicaciéon 8
09.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 11
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