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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CD40 y usos de los mismos
Campo técnico de lainvencion

La pr esente i nvenciéon ser efiere en general al c ampo de | ai nmunizacién, y mas particularmente, a n uevos
anticuerpos anti-CD40 y vacunas basadas en anticuerpos anti-CD40.

Antecedentes de la técnica

Sin limitar el alcance de la invencién, su antecedente se describe en conexion con presentacion de antigenos. Un
ejemplo de vacunas y métodos para presentacion de antigenos se ensefia en el documento de Patente de Estados
Unidos n.® 7.118.751, expedida por Ledbetter, et al., para vacunas de ADN que codifican un antigeno en el extremo
amino-terminal unido a un dominio en el extremo carboxi-terminal que se une a CD40. En resumen, se ensefa que
algunas vacunas que dirigen uno o mas antigenos a un receptor de superficie celular para aumentar la respuesta
inmunoldgica humoral y celular especifica del antigeno. El antigeno o antigenos unidos a un dominio que se une a
un r eceptor d e s uperficie ¢ elular es tan i nternalizados, portando an tigeno o an tigenos en un ¢ ompartimento
intracelular en el que el antigeno o a ntigenos s e digieren en pép tidos y se cargan e n moléculas de MHC. Los
linfocitos T especificos para los antigenos peptidicos se activan, lo que conduce a un aumento de la respuesta
inmunolégica. La vacuna puede comprender antigeno o antigenos unidos a un do minio que se une al menos a un
receptor o un antigeno o antigenos que codifican plasmidos de ADN unidos a un dominio que se une al menos a un
receptor. Una realizacién preferente de la invencion dirige el antigeno env del VIH-1 al receptor CD40, dando como
resultado el suministro de antigeno a células positivas para CD40, y activacion selectiva del receptor de CD40 en
células que presentan antigenos de env del VIH-1 a linfocitos T.

Otro ejemplo se encuentra en la solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 20080254026, presentada por Li, et al.,
para ant icuerpos m onoclonales anti-CD40 antagonistas y m étodos p aras uu so. Enr esumen, s e des velan
composiciones y m étodos para su uso en terapia paratratar enf ermedades mediadas por e stimulacionde la
sefalizacion de CD40 en células que expresan CD40. Los métodos comprenden administrar una c antidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unién a antigeno del mismo a un
paciente con necesidad del mismo. El anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unién a antigeno del mismo
esta libre de actividad agonista significativa, representa actividad antagonista cuando el anticuerpo se une a un
antigeno CD40 en una c élula que expresa CD40 humano. La actividad antagonista del anticuerpo anti-CD40 o
fragmento de unién a antigeno del mismo inhibe de forma beneficiosa la proliferacion y/o diferenciacion de células
que expresan CD40 humano, tales como linfocitos B.

Ademas, en la solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 20080241139, presentada por Delucia se ensefa otro
ejemplo para una combinacion de adyuvante que comprende un agonista de TLR microbiano, un agonista de CD40
o de 4-1BB, y opcionalmente un antigeno y el uso del mismo para inducir un aumento sinérgico en la inmunidad
celular. En resumen, se dice que la presente solicitud ensefia combinaciones de adyuvante que comprenden al
menos un ago nista de TLR microbiano tal como un virus, bacteria o levadura completos o parte de |os mismos tal
como una membrana, esferoplasto, citotoplasto, o fantasma, un agonista de CD40 o de 4-1BB y opcionalmente un
antigeno en el que | os 3 restos pueden estar separados o pueden comprender el mismo microorganismo o virus
recombinante se desvelan. También se proporciona el uso de estos adyuvantes inmunitarios para el tratamiento de
diversas enfermedades cronicas tales como canceres e infeccion por VIH.

La s olicitud d e P atente de Estados U nidos n.° 20080199471, presentada por Bernett, et al., ser efierea la
anticuerpos CD40 optimizados y m étodos de uso de los mismos. En resumen, se dice que | a presente solicitud
ensefia anticuerpos que s e dirigen a CD40, en la que los anticuerpos comprenden al menos una m odificaciéon con
respecto a un anticuerpo precursor, en los que la modificacion altera la afinidad con respecto a un FcyR o altera la
funcién efectora en comparacion con el anticuerpo precursor. También se desvelan métodos para el uso de los
anticuerpos de la invencion.

La solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 20080181915, presentada por Tripp, et al., se refiere a un adyuvante
de ligando de CD40 para virus sincitial respiratorio. En resumen, se dice que la presente solicitud ensefia métodos y
adyuvantes par a aum entar u na r espuesta inmunolégica con respecto al RSV en un hos pedador, enlaquel os
métodos y adyuvantes comprenden una fuente de una proteina de uniéon a CD40. Preferentemente, la proteina de
unién a CD40 es CD40L y la fuente es un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a una region
codificante de CD40L. El aumento de la respuesta inmunoldgica producida por los adyuvantes y métodos de la
presente invencion incluyen tanto aumento de | a expresion de citoquinas Th1 como aumento de | a produccion de
anticuerpos.

El documento WO 2007/130493 desvela una combinacién de adyuvante sinérgico de anticuerpo agonista de
CD40/Interferén de tipo 1, conjugados que contienen los mismos y uso de los mismos como un agente terapéutico
para aumentar la inmunidad celular.
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El do cumento WO 20 07/051169 desvela el us o d e ag entes d e ex pansiéon de |infocitos B enla generaciénde
anticuerpos.

El documento US 2004/120948 desvela un anticuerpo monoclonal anti-CD40.
Divulgacion de la invencion

En una realizacion, la presente invencion es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une a C D40, que comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de
secuencias de un 90 % con al menos una regioén variable de cadena ligera de anticuerpo de la SEQ ID NO: 7; y al
menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 % con una region variable de cadena
pesada de anticuerpo de la SEQ ID NO: 6 y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del anticuerpo
anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7. En un
aspecto, el anticuerpo comprende adicionalmente una region constante de cadena pe sada, en el que |a region
constante de cadena pesada comprende una region constante de cadena pesada humana gamma-1, gamma-2,
gamma-3, o gam ma-4 o una v ariante d e | a r egion c onstante d e c adena p esada humana. En un as pecto, el
anticuerpo comprende adicionalmente una region constante de cadena ligera, en el que la region constante de
cadena ligera comprende una r egidon c onstante de cadena ligera humana lambda o kappa. En otro as pecto, el
fragmento de union se selecciona entre el grupo que consiste en Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, yun
diacuerpo. En otro aspecto, el anticuerpo comprende la s ecuencia de polipéptidosde la SEQ ID NO:6, y el
anticuerpo comprende la secuencia de polipéptidos de la SEQ ID NO: 7. En otro aspecto, el anticuerpo se produce
por un hibridoma anti-CD40_11B6.1C3 (Presentacion en Depdsito n.° HS440, n.° de Registroenla ATCC _ _). En
otro aspecto, el anticuerpo solo es capaz de hacer que las células dendriticas secreten al menos uno de IL-6, MIP-
1a, IL-12p40 o T NFalfa sin activacion anterior de las células dendriticas. En un aspecto, el anticuerpo es capaz de
hacer que las células dendriticas activadas con GM-CSF e Interferon alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-
10, IL-10 o IL-12p40. En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende al menos una identidad de secuencias
de un 95 %, 99 % o un 100 % con al menos una region variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7; y
al menos una regioén variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. El anticuerpo estd humanizado.

Otra realizacion de la presente invencion es una composicion que comprende un anticuerpo o un fragmento de union
a antigeno del mismo, en combinacion con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el
anticuerpo es el anticuerpo de la invencion.

Otra realizaciéon de la presente invencién es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unién a
antigeno del mismo, de los cuales ambos se unen a CD40, que comprende: a) al menos una region variable de
cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7; y b) al menos una regién variable de cadena pesada de anticuerpo de
SEQ ID NO: 6. En un aspecto, el anticuerpo comprende adicionalmente una regién constante de cadena pesada, en
el que la region constante de cadena pesada comprende una regién constante de cadena pesada humana gamma-
1, gam ma-2, gam ma-3, 0 g amma-4 o una v ariante de | a r egion c onstante de ¢ adena pes ada humana. Enun
aspecto, el anticuerpo comprende a dicionalmente una regién c onstante de c adena ligera, en el quelaregion
constante de cadena ligera comprende una region constante de cadena ligera humana lambda o kappa. En otro
aspecto, el fragmento de unién se selecciona entre el grupo que consiste en Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y
un diacuerpo. En otro aspecto, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende la secuencia
de polipéptidos de la SEQ ID NO: 6, y/o la secuencia de polipéptidos de la SEQ ID NO: 7. En un as pecto, el
anticuerpo comprende al menos la region variable de anti-CD40_11B6.1C3 (Presentacién en D epdsito n.° HS440,
n.° de Registro en la ATCC _ ). En otro aspecto, el anticuerpo humanizado comprende las regiones determinantes
de la complementariedad de: a) al menos una region variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7;y b)
al menos una region variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 en un armazén de anticuerpo
humano.

Otra realizacion de la presente invencién es una composicion que comprende un anticuerpo o un fragmento de union
a antigeno del mismo, en combinaciéon con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el
anticuerpo es un anticuerpo recombinante o un fragmento de union a antigeno del mismo, de los cuales ambos se
unen a CD40, que comprende: al menos una region variable de cadena ligera de anticuerpo of SEQ ID NO: 7; y al
menos una region variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. En otro aspecto, el anticuerpo
comprende al menos la region variable de el anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 (Presentacion en la ATCC n.° HS440,
n.° de Registro _ ). En otro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad
de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y/o SEQ
IDNO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de las SEQ ID
NOS: 1, 3 06, y/o SEQID NOS.:2,4,5,0 7. Enun aspecto de la divulgacion, los acidos nucleicos comprenden
adicionalmente secuencias de acidos nucleicos de anticuerpos humanos que humanizan el anticuerpo. En otro
aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %,
99 % o un 100 %con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.
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Otra realizacion de la presente divulgacion es un vector de expresion que comprende el acido nucleico aislado que
codifica el polipéptido de las SEQIDNOS: 1,3 06, y/o SEQID NOS:2,4,5,0 7, unido de forma operativa a
secuencias d e control r econocidas por un a c élula hospedadora t ransfectada c on el vector. En o tro as pecto, el
anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un
100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es una célula hospedadora que comprende el vector que codifica el acido
nucleico aislado que codifica el polipéptido de las SEQ ID NOS: 1,3 06, y/o SEQID NOS:2,4,5,0 7. Enotro
aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %,
99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.

Otra realizaciéon de la presente divulgacion es un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar la
célula hospedadora que comprende acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de las SEQ ID NOS: 1, 3 0 6,
y/o SEQ ID NOS: 2, 4, 5, o 7, en condiciones en las que la secuencia de acidos nucleicos se expresa, produciendo
de ese modo el polipéptido, y recuperar el polipéptido de la célula hospedadora. En otro aspecto, el anticuerpo
comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con
un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es un vector de expresion que comprende el acido nucleico aislado que
codifica el polipéptido de las SEQIDNOS: 1,3 06, y/o SEQID NOS:2,4,5,0 7, unido de forma operativa a
secuencias d e control r econocidas por un a c élula hospedadora t ransfectada c on el v ector. En o tro as pecto, el
anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un
100 %con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacidon de la presente divulgacion es un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar la
célula hospedadora que comprende un vector que comprende acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de
las SEQ ID NOS: 1, 3 0 6, y/o SEQ ID NOS: 2, 4, 5, 0 7, en condiciones en las que la secuencia de acidos nucleicos
se expresa, produciendo de ese modo el polipéptido, y recuperar el polipéptido de la célula hospedadora.

Otra realizacién de la presente divulgacién es una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica un anticuerpo
especifico para C D40 que c omprende una cadena ligera que tiene la secuencia de ac idos nucleicos de SEQ ID
NO: 9, 11, 12 0 14 y una cadena pesada que tiene la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 8, 10 0 13. En
un aspecto, el fragmento de unién es un fragmento de anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en Fab,
Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y un d iacuerpo. En otro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio
variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena
pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es un método para identificar una secuencia de linea germinal aceptora
para un anticuerpo humanizado, método que comprende las etapas de: a) identificar un anticuerpo no humano que
tiene la actividad biolégica deseada seleccionado entre al menos una regién variable de cadena ligera de anticuerpo
de SEQ ID NO: 2, 4, 5 0 7; y al menos una regién variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 1,3 07;
b) determinar la secuencia de aminoacidos de dominios VH y VL de un anticuerpo no humano; y c) comparar la
secuencia d el an ticuerpo no hum ano c on un gr upo d e s ecuencias de linea g erminal hu mana, enel quela
comparacion comprende las subetapas de: 1) asignar la secuencia de numeros de restos de secuencias de dominios
VHy VL nohum anos; 2) definir las regiones CDRy FRen | a secuencia; 3) asignar una pu ntuacién nu mérica
determinada previamente a cada p osicion del resto para el que las secuencias de | inea germinal no humana y
humana son idénticas; y 4) sumar todas las puntuaciones de los restos para generar una puntuacion total para cada
secuencia de linea germinal humana; y d) identificar la secuencia de linea germinal humana con la puntuacion del
resto total mas elevada como la secuencia de linea germinal aceptora. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo
no humano es especifico para CD40. En otro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un d ominio variable que
tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ
ID NO: 6,y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es un anticuerpo generado con el método que comprende a) identificar un
anticuerpo no humano que tiene la actividad bioldgica deseada seleccionado entre al menos una region variable de
cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 2, 4, 5 o 7;y al menos una region variable de cadena pesada de
anticuerpode SEQID NO:1,3 o7; b) determinar la s ecuencia de a minoacidos de dominios VHy VLdeu n
anticuerpo no humano; y ¢) comparar la secuencia del anticuerpo no humano con un grupo de secuencias de linea
germinal humana, en el que la comparacién comprende las subetapas de: 1) asignar la secuencia de nimeros de
restos de secuencias de dominios VH y VL no humanos; 2) definir las regiones CDR y FR en la secuencia; 3) asignar
una puntuaciéon numérica determinada previamente a cada posicion del resto para el que las secuencias de | inea
germinal no humana y humana son idénticas; y 4) sumar todas las puntuaciones de los restos para generar una
puntuacion total para cada secuencia de linea germinal humana; y d) identificar | a s ecuencia de | inea ger minal
humana con la puntuacion del resto total mas elevada como la secuencia de linea germinal aceptora. En un aspecto
de la divulgacion, el anticuerpo no humano es especifico para CD40. En otro aspecto, el anticuerpo comprende al
menos un d ominio variable que tiene una identidad de s ecuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio
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variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NOS.: 7.

Otra realizacion de la presente invencion es un método para preparar un anticuerpo que comprende expresar en una
célula hospedadora un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de los
cuales ambos se unen a C D40, que comprende: al menos una r egion variable de c adena ligera de anticuerpo de
SEQ ID NO: 7; y al menos una region variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 en el que la célula
hospedadora es una célula bac teriana, fungica, de i nsecto, o de m amifero y el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene
una c adena pesadade S EQ ID NO: 6 yunac adenaligerade SEQID NO: 7. En o tro as pecto, el anticuerpo
comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 %,95 %, 99 % o un 100 %
con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6,y SEQ ID NO: 7.

Otra realizacion de la presente divulgacion es un anticuerpo recombinante o un fragmento de union a antigeno del
mismo que se une a CD40, en el que el anticuerpo solo es capaz de hacer que las células dendriticas secreten al
menos uno de IL-6, MIP-1a, IL-12p40 o TNFalfa sin activacion anterior de las células dendriticas. El anticuerpo
comprende al menos un dominio variable que t iene una identidad de s ecuencias de un 90 % con al menos una
region variable de cadena ligera de anticuerpo de la SEQ ID NO: 7; y al menos un do minio variable que tiene una
identidad de secuencias de un 90 % con una region variable de cadena pesada de anticuerpo de la SEQ ID NO: 6.
En otro as pecto, el a nticuerpo comprende la secuencia de po lipéptidos de la SEQ ID NO: 6, la s ecuencia de
polipéptidos de la SEQ ID NO: 7,0 ambas. En otro as pecto, el anticuerpo es producido por un hibridoma anti-
CD40_11B6.1C3 (Presentacién en la ATCC n.° HS440, n.° de Registro _ _). El anticuerpo esta humanizado. En otro
aspecto, el anticuerpo es capaz de hacer que las células dendriticas ac tivadas con GM-CSF e | nterferén al fa
secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40. En otro aspecto, el anticuerpo solo es capaz de
causar una proliferacion de linfocitos B de al menos un 10 %, 20 %, 25 %, 28 %, 30 % o un 35 %.

Otra realizaciéon de la presente invencidén es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une a CD40, en la que el anticuerpo solo es capaz de causar la proliferacion de linfocitos
B de al menos un 10 % de | os linfocitos B, en la que el anticuerpo comprende al menos un dom inio variable que
tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con al menos una region variable de cadena ligera
de anticuerpo de SEQ ID NO: 7 y al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %,
99 % o un 100 % con unaregion v ariable de c adena p esada de anticuerpode SEQID NO:6 y enelqueel
anticuerpo tiene las CDR obtenidas a par tir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de
SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7. En un aspecto, el porcentaje de linfocitos B que proliferan es al
menos un 15 %, 20 %, 25 %, 28 %, 30 % o un 3 5 %. El anticuerpo comprende al menos un do minio variable que
tiene una identidad de secuencias de un 90 % con al menos una regién variable de cadena ligera de anticuerpo de
SEQ ID NO: 7; y al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 % con una region
variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. En otro aspecto, el anticuerpo comprende la secuencia
de polipéptidos de SEQ ID NO: 6, la secuencia d e polipéptidos de SEQ ID NO: 7, 0 ambas. En otro as pecto, el
anticuerpo esta producido por un hibridoma anti-CD40_11B6.1C3 (Presentacion en la ATCC n.° HS440, n.° de
Registro _ ). El anticuerpo esta humanizado. En otro aspecto, el anticuerpo solo es capaz de causar que las células
dendriticas secreten al menos uno de IL-6, M IP-1a, IL-12p40 o TNFalfa sin a ctivacién ant erior d e | as c élulas
dendriticas. En otro aspecto, el anticuerpo es capaz de hacer que las células dendriticas activadas con GM-CSF e
Interferén alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40.

Descripcion de las Figuras

Para una comprension mas completa de | as caracteristicas y ventajas de |l a presente invencién, ahora se hace
referencia a la descripcion detallada de la invencion junto con las figuras adjuntas y en las que:

La Fig. 1 muestra anticuerpos recombinantes de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversos péptidos
del VIH (calles 1 a 5) secretados a partir de células 29 3F transfectadas, analizados mediante SDS-PAGE de
reduccion y tincion con Azul Brillante de Coomassie.

La Fig. 2 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversos
péptidos del VIH (Calles 1y 2) secretados a par tir de ¢ élulas 2 93F transfectadas, a continuacién analizados
mediante SDS-PAGE de reduccion y tincion con Azul Brillante de Coomassie.

La Fig. 3 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversas
cadenas de péptidos de VIH (Calles 1 a 5) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuacion
analizados mediante SDS-PAGE de reduccién y tincion con Azul Brillante de Coomassie.

La Fig. 4 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversas
cadenas de péptidos de VIH (Calles 1 a 6) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuacion
analizados mediante SDS-PAGE de reduccion y tincion con Azul Brillante de Coomassie.

La Fig. 5 describe el protocolo usado in vitro para someter a ensayo la potencia del anticuerpo recombinante de
fusion del péptido del VIH aCD40.LIPOS (rAb de aCD40.LIPO5) para provocar la expansion de linfocitos T
especificos de antigeno en el contexto de un cultivo de PBMC.

La Fig. 6A-C muestra produccién de IFNy especifico de péptidos del VIH en PBMC de p acientes con V |H
incubadas con diversas concentraciones de vacuna de cadena de pé ptidos anti-CD40.LIPO5. C es el grupo de
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control, que no recibié vacuna, y define la respuesta del valor inicial del cultivo a cada péptido.

La Fig. 7 es un resumen de respuestas de la vacuna de péptidos de aCD40.LIPO5 frente a las 5 regiones de
péptidos de 8 pacientes con VIH.

La Fig. 8A-C muestra que |a vacuna de pé ptidos del VIH aCD40.LIPO5 provoca ex pansion de | infocitos T
especificos de péptidos del VIH capaces de secretar multiples citoquinas — una caracteristica deseable en una
vacuna. La Fig. 8A-C también muestra que |la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 provoca respuestas
especificas de | os pépt idos gag253, nef 66, nef 116 y pol325 caracterizadas por p roduccion de m Ultiples
citoquinas (paciente A5).

La Fig. 9 muestra el protocolo para someter al ensayo la vacuna d e pé ptidos del VIH aCD40.LIPO5 por su
capacidad para dirigir la expansion de linfocitos T especificos de antigenos que resulta de una captacion dirigida
por las DC y presentacion de epitopos peptidicos en su complejo MHC de superficie.

La Fig. 10A-B muestra la secrecion de citoquina como respuesta a péptidos del VIH a partir de cocultivos de
células DC-linfocitos T tratados con diversas dosis de vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 (paciente A10).
La Fig. 11A-B muestra las PBMC del paciente A4 tratado conla vacuna de p éptidos del VIH aCD40.LIPO5
provocan la expansion de linfocitos T especificos de antigeno con especificidad hacia la regién gag253, pero no
hacia las secuencias conectoras flexibles.

La Fig. 12A es la secuencia de cadena pesada de la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 que muestra las
regiones conectoras flexibles en letra negrita, las secuencias de unién subrayadas y las regiones de péptidos del
VIH sombreadas en color gris. La Fig. 12A muestra que las PBMC del paciente A3 tratado con la vacuna de
péptidos del VIH oCD40.LIPO5 provocan la expansién de linfocitos T especificos de antigeno con
especificidades hacia las regiones gag253, nef66, y nef116, pero no hacia las secuencias conectoras flexibles.
La Fig. 12B-1 y 12B-2 muestra respuestas de linfocitos T especificas de antigeno de VIH provocadas a partir de
las PBMC del paciente A17 con VIH incubadas con 30 nM de tres vacunas diferentes de direccion de DC del
péptido HIV5. La Fig. 12C-1 y 12C-2 es un estudio similar al que se muestra en la Fig. 12B-1y 12B-2, excepto en
que las PBMC son de un paciente con VIH diferente (A2). La Fig. 12D muestra 15 respuestas de péptidos del
VIH diferentes [5 regiones de péptidos de las que se toman muestras en 3 pacientes], se encontrd que la vacuna
anti-CD40.HIV5pep era superior a la mezcla anti-DCIR.HIV5pep, anti-LOX-1.HIV5pep y no LIPO5 para provocar
una amplia gama de respuestas de linfocitos T CD8" y CD4" especificos de péptidos del VIH.

La Fig. 13 muestra la internalizacion de mAb anti-CD40:IL-4DC. Las IL-4DC se trataron con 500 ng/ml de anti-
CD40-Alexa 568.

La Fig. 14 muestra proliferacion de linfocitos T CD4 y CD8 por las DC dirigidas con anti-CD40-HA1. 5 x 10e3
IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-HA o Ig-HA1 de control se cocultivaron con linfocitos T CD4" o CD8"
autologos etiquetados con CFSE (2 x 10e5) durante 7 dias. A continuacion, las células se sometieron a tincién
con anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8. La proliferacion celular se sometié a ensayo midiendo la dilucién de CFSE.
La Fig. 15 muestra una valoracién de proteina de fusién de HA1 en la proliferacién de linfocitos T CD4". Las
IFNDC (5 K) cargadas con proteinas d e fusién s e cocultivaron con linfocitos T CD4" etiquetados con C FSE
(200 K) durante 7 dias.

La Fig. 16 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4" especificos de HA1 activados con anti-CD40-HA1.
Los linfocitos T CD4" se volvieron a estimular con las DC cargadas con 5 uM de los péptidos indicados, y a
continuacion el IFNy intracelular se sometio a tincion.

La Fig. 17 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4" especificos de HA1 activados con anti-CD40-HA1.
Los linfocitos T CD4" se volvieron a estimular con las DC cargadas con los péptidos indicados durante 36 h, y a
continuacion el sobrenadante del cultivo se analizd para la mediciéon de IFNy.

La Fig. 18 muestra que la direccién de CD40 da como resultado la sensibilizacién cruzada de linfocitos T CD8"
especificos de MART-1. Las IFNDC (5 K/pocillo) cargadas con proteinas de fusion se cocultivaron con linfocitos
T CD8 " purificados dur ante 10 dias. Las c élulas s e tifieron con anti-CD8 y tetramero. Las células s on de
donantes sanos (HLA-A*0201+).

La Fig. 19 muestra que la direccién de CD40 da como resultado la sensibilizacién cruzada de linfocitos T CD8"
especificos de MART-1 (Resumen de 8 experimentos repetidos usando células de diferentes donantes sanos).
La Fig. 20 muestra que los CTL CD8" inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-MART-1 son funcionales.
Los linfocitos T CD8" cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteinas de fusién se mezclaron con células T2
cargadas con epitopo de péptido 10 uM.

La Fig. 21 muestra que los CTL CD8" inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-Flu M1 son funcionales.
Los linfocitos T CD8" cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteinas de fusién se mezclaron con células T2
cargadas con epitopo de péptido 1,0 nM.

La Fig. 22 muestra un esbozo del protocolo para someter a ensayo la capacidad de una vacuna formada por anti-
CD4012E12 unido a PSA (antigeno especifico de prostata) para provocar la expansion de una pobl acion de
linfocitos T sin tratamiento previo. Los linfocitos T CD4" especificos de PSA corresponden a una matriz amplia de
epitopos de PSA. En resumen, las DC obtenidas mediante cultivo con IFNa y GM-CSF de monocitos de un
donante sano se incuban con la vacuna. Al dia siguiente, las células se colocan en medio recién preparado y se
afiaden linfocitos T CD4" puros del mismo donante. Varios dias mas tarde, se afiaden péptidos de PSA vy,
después de cuatro horas, se determinan los niveles de gamma-IFN secretado en los sobrenadantes del cultivo.
La Fig. 23 muestra que muchos péptidos de PSA provocan potentes respuestas de produccién de gamma-IFN lo
que indica que anti-CD4012E12 y algunos agentes anti-CD40 similares pueden suministrar antigeno a las DC de
forma eficaz, dando como resultado la sensibilizacion de respuestas inmunes frente a multiples epitopos del
antigeno.
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La Fig. 24 muestra que las DC dirigidas con anti-CD40-PSA inducen respuestas de linfocitos T CD8" especificas
de PSA. Las IFNDC se dirigieron con 1 ug de proteina de fusiéon de mAb con PSA. Los linfocitos T CD8"
autélogos purificados se cocultivaron durante 10 dias. Las células se tifieron con anti-CD8 y tetramero de PSA
(KLQCVDLHV). Las células son de un donante sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados demuestran que
anti-CD40 suministra PSA a las DC de forma eficaz, que a su vez provocan la expansién de linfocitos T CD8"
especificos de PSA.

La Fig. 25 es un esquema (izquierda) y la produccion de IFNy por linfocitos T de las combinaciones de péptidos y
control para el Donante 2. Se cocultivaron 5 x 10e3 de las IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1
con linfocitos T CD4" autélogos purificados (2 x 10e5) durante 8 dias. A continuacién, las células se volvieron a
estimular con 5uM de péptidos individuales obt enidos a par tirde CiclinaD 1 durante 5h en presenciade
Brefeldina A. Las células se tifieron para la medicion de la expresion de IFNy intracelular.

La Fig. 26 muestra un b arrido de pé ptidos y produccion de IFNy por linfocitos T obtenidos a p artirde | as
combinaciones de péptidos mostrados en la Fig. 25 y control para el Donante 2. Se cocultivaron 5 x 10e3 de las
IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 con linfocitos T CD4" autélogos purificados (2 x 10e5)
durante 8 dias. A continuacion, las células se volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a
partir de Ciclina D1 durante 5 h en pr esencia de Brefeldina A. Las células se tifieron parala mediciondela
expresion de IFNy intracelular.

La Fig. 27 muestra la expresion y disefio de la construccion para anticuerpos de péptido anti-CD40-MART-1.

La Fig. 28 es un resumen de los epitopos inmunodominantes de CD4" y CD8" para MART-1.

La Fig. 29 muestra la expresion y disefio de la construccién para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100.

La Fig. 30 muestra el disefio para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional.

La Fig. 31 muestrala expresiony disefio de |a construccion para anticuerpos de p éptido a nti-CD40-gp100
adicional.

La Fig. 32 es un resumen de los epitopos inmunodominantes de CD4" y CD8" para gp100.

La Fig. 33 muestra|la ex presion y disefio d e | a c onstruccion para anticuerpos de p éptido a nti-CD40-gp100
adicional.

La Fig. 34 muestra los resultados obt enidos c on | os diversos an ticuerpos usando un en sayo q ue detecta
sefializacion a traveés de ligacion de CD40 - lectura como muerte celular.

La Fig. 35 muestra la unién de diversas construcciones cuando el anticuerpo se ha preparado en una proteina de
fusion con doc y a continuacion capturas.

Las Figs. 36 y 37 comparan la produccién de citoquinas con o sin la adicién de GM-CSF e IFNa (Fig. 36 A-D), y
anticuerpos solubles solos (Fig. 37A-D) incubados con las DC durante 24 horas.

La Figura 38A-B demuestra el efecto de d iversas concentraciones de anticuerpos anti-CD40 de | a presente
invencion en la proliferacion de linfocitos B.

Descripcion de lainvencién

Aunque la preparaciéon y uso de diversas realizaciones de la presente invencién se discuten con detalle a
continuacioén, se deberia observar que la presente invencién proporciona muchos conceptos inventivos aplicables
que se pueden realizar en una gran diversidad de contextos especificos. Las realizaciones especificas discutidas en
el presente documento son simplemente ilustrativas de formas especificas para preparar y usar la Invencién y no
delimitan el alcance de la invencion.

Para facilitar la comprension de la presente invencion, a continuacién se define una serie de términos. Los términos
definidos en el pr esente do cumento t ienen s ignificados c omo ent iende ¢ omunmente una p ersona ¢ on una
experiencia habitual en las areas relevantes de la presente invencién. Algunos términos tales como "un", "una" y "el"
no pretenden hacer referencia solamente a una entidad singular, pero incluyen la clase general de la que se puede
usar un ejemplo especifico par a ilustracion. En el presente documento la terminologia se usa para describir
realizaciones e specificas de | a invencion, pero s u uso no delimita | a i nvencién, excepto como se indicaen | as

reivindicaciones.

La invencién también incluye variantes y otra m odificacion de un anticuerpo (o0 "Ab") de los fragmentos de los
mismos, p or ejemplo, pr oteina de f usidn an ti-CD40 ( anticuerpo se us adef orma i ndistinta conel t érmino
"inmunoglobulina"). Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpos o fragmentos de los mismos",
incluye anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpo, por ejemplo, Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fc, y fragmentos de
Fv monocatenarios (ScFv), o cualquier fragmento biolégicamente eficaz de un inmunoglobulina que se une de forma
especifica a, por ejemplo, CD40. Lo s anticuerpos de origen humano o a nticuerpos hu manizados presentan una
reduccion o ninguna inmunogenicidad en seres humanos y tienen un numero mas bajo o ningun epitopo
inmunogénico en comparacién con los anticuerpos no humanos. Los anticuerpos y sus fragmentos por lo general se
seleccionan para que tengan un nivel reducido o ninguna antigenicidad en seres humanos.

Como se usa en el presente documento, los términos "Ag" o "antigeno" se refieren a una sustancia capaz unirse a
una region de unién a antigeno de una molécula de inmunoglobulina o de provocar una respuesta inmune, por
ejemplo, una respuesta inmunoldgica mediada por linfocitos T por la presentaciéon del antigeno en proteinas
celulares del Antigeno de Histocompatibilidad Mayor (MHC). Como se usa en el presente documento, "antigeno"
incluye, peronos el imita a, det erminantes ant igénicos, hapt enos e inmundégenos que pue den ser pép tidos,
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moléculas pequefias, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos o combinaciones de los mismos. El inmundlogo
experto reconocera que cuando se hace referencia a antigenos que se procesan para su presentacion a linfocitos T,
el término "antigeno" se refiere a aquellas partes del antigeno (por ejemplo, un fragmento de péptido) que es un
epitopo de linfocitos T presentado por MHC al receptor de linfocitos T. Cuando se usa en el contexto de una
respuesta inmune mediada por linfocitos B en forma de un anticuerpo que es especifico para un "antigeno", la parte
del antigeno que se une a las regiones determinantes de la complementariedad de los dominios variables del
anticuerpo (ligero y p esado), la parte unida p uede s er un epitopo lineal o tridimensional. En el contexto de la
presente invencion, el término antigeno se usa en ambos contextos, es decir, el anticuerpo es especifico para un
antigeno de proteina (CD40), pero también porta uno o mas epitopos de péptidos para la presentacion por MHC a
linfocitos T. E n ciertos c asos, | os antigenos a dministrados p or l a vacuna o proteina de fusiéndela p resente
invencion se internalizan y procesan por las células presentadoras de antigeno antes de presentacion, por ejemplo,
mediante escisidon de una o mas partes del anticuerpo o proteina de fusion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "péptido antigénico" se refiere a la parte de un antigeno de
polipéptido que es reconocido de forma es pecifica por cualquiera de linfocitos B o linfocitos T. Los li nfocitos B
responden a determinantes antigénicos extrafos a través de produccién de anticuerpos, mientras que los linfocitos T
estan mediados por inmunidad celular. Por lo tanto, los péptidos antigénicos son aquellas partes de un antigeno que
son reconocidas por anticuerpos, o en el contexto de un MHC, por receptores de linfocitos T.

Como se usa en el presente documento, el término "epitopo" se refiere a cualquier determinante proteico capaz de
unirse a una inmunoglobulina o de ser presentado por una proteina del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) (por ejemplo, Clase | o Clase Il) a un receptor de linfocitos T. Por lo general, los determinantes epitdpicos son
péptidos cortos de 5-30 aminoacidos de longitud que se ajustan dentro de | a ranura de la molécula del MHC que
presenta ciertos grupos laterales de aminoacidos hacia el receptor de linfocitos T y tiene otros ciertos restos en la
ranura, por ejemplo, debido a caracteristicas de carga especificas de la ranura, los grupos laterales del péptido y el
receptor de linfocitos T. Por lo general, un anticuerpo se une de forma especifica a un antigeno cuando la constante
de disociacion es 1 mM, 100 nM o incluso 10 nM.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se usa en dos contextos diferentes. Cuando el término
"vector" se usa haciendo referencia a una vacuna, un vector se usa para describir una parte no antigénica que se
usa para dirigir o en tregar la parte antigénica de la vacuna. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmentos del mismo
pueden estar unidos a o pueden formar una proteina de fusién con el antigeno que provoca la respuesta
inmunoldgica. P ara v acunas c elulares, el v ector par a suministro y/o pr esentacion del antigeno es | ac élula
presentadora de antigeno, que es proporcionada por la célula que se carga con el antigeno. En ciertos casos, el
propio vector celular puede también puede procesar y presentar el antigeno o antigenos a los linfocitos Ty activar
una respuesta inmunoldgica especifica del antigeno. Cuando se usa en el contexto de acidos nucleicos, un "vector"
se refiere a una construccion, que es capaz de entregar, y preferentemente expresar, uno o mas genes o secuencias
de polinucledtidos de interés en una célula hospedadora. Algunos ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan
a, v ectores v irales, vectores de ex presién de ADN o A RN desnudos, vectores de expresion de ADN o A RN
asociados ¢ on agen tes de ¢ ondensacion c atiénica, vectores d e ex presion de ADN o A RN enc apsulados e n
liposomas vy ciertas células eucariotas, tales como células productoras.

Como se usa en el presente documento, los términos "estable" e "inestable" cuando se refieren a proteinas se usan
para describir un péptido o proteina que mantiene su estructura y/o actividad tridimensional (estable) o que pierde
inmediatamente o con el tiempo su actividad estructura y/o actividad tridimensional (inestable). Como se usa en el
presente documento, el término "insoluble" se refiere a aquellas proteinas que cuando se producen en una célula
(por ejemplo, una proteina recombinante expresada en una célula eucariota o procariota o in vitro) no son solubles
en solucion sin el uso de condiciones o agentes de desnaturalizacion (por ejemplo, agentes de desnaturalizacién por
calor o quimicos, respectivamente). Se ha encontrado que el anticuerpo o fragmento del mismo y los conectores
ensefiados en el presente documento convierten proteinas de fusion de anticuerpo con los péptidos de insolubles y/o
inestables en proteinas que son estables y/o solubles. Otro ejemplo de estabilidad con respecto a inestabilidad es
cuando el dominio de la proteina con una conformacién estable tiene una temperatura de fusion mas elevada (Ts)
que el dominio inestable de la proteina cuando se mide en la misma solucién. Un dominio es estable con respecto a
otro do minio cuando| a diferenciaen | aT ¢ esa |l m enos a proximadamente 2°C, mas preferentemente de
aproximadamente 4 °C, a un mas preferentemente de aproximadamente 7 °C, todavia mas preferentemente de
aproximadamente 10 °C, incluso mas preferentemente de aproximadamente 15 °C, aun mas preferentemente de
aproximadamente 20 °C, incluso a un mas preferentemente de aproximadamente 25 °C, y lo mas preferentemente
aproximadamente 30 °C, cuando se mide en la misma solucién.

Comos e usa en el presente documento, "polinucleétido” o "acido nucleico" ser efiere a una hebra de

desoxirribonucledétidos o ribonucleétidos en cualquiera de una forma de una sola hebra o de doble hebra (incluyendo
andlogos c onocidos de n ucleédtidos n aturales). U na s ecuencia de acidos n ucleicos de doble cadena incluira |l a
secuencia complementaria. La s ecuencia d e pol inucledtidos p uede c¢ odificar dominios de r egién variable y/o
constante de inmunoglobulina que se forman en una proteina de fusiéon con uno o mas conectores. Para uso con la
presente divulgacion, multiples sitios de clonacion (MCS) se pueden modificar por ingenieria en los lugares en el
extremo carboxi-terminal de las cadenas pesadas y/o ligeras de los anticuerpos para permitir una insercion en fase
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del péptido par a ex presion ent re | os ¢ onectores. Comos e u sa en el pr esente doc umento, la ex presion
"polinucledtido aislado" se refiere a se refiere a un polinucledétido de origen gendémico, ADNc, o s intético o a Iguna
combinacién de los mismos. En virtud de su origen, el "polinucleétido aislado" (1) no se asocia con toda o una parte
de un pol inucleétido en el que los "polinucleétidos aislados" se encuentran en | a naturaleza, (2) se une de forma
operativa a un polinucleétido que no esta unido en la naturaleza, o (3) no se produce en la naturaleza como parte de
una secuencia de mayor tamafno. E| experto en | a materia reconocera que para disefio y puesta en marcha, un
vector se puede manipular al nivel del acido nucleico mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica, tales
como las que se ensefian en Current Protocols in Molecular Biology, 2007 de John Wiley e Hijos. En resumen, las
secuencias de acidos nucleicos de codificacién se pueden insertar usando reacciéon en cadena de la polimerasa,
inserciéon enzimatica de oligonucledtidos o fragmentos de reaccion en cadena de |a polimerasa en un vector, que
puede ser un vector de expresion. Para facilitar la insercion de insertos en el extremo carboxi terminal de la cadena
ligera de | anticuerpo, |a cadena pe sada, o ambas, un sitio de clonacién multiple (MCS) s e puede modificar por
ingenieria en secuencia con las secuencias de anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido” se refiere a un polimero de aminoacidos y no hace
referencia a una | ongitud especifica del producto; por lo tanto, péptidos, oligopéptidos, y proteinas estan incluidos
dentro de la definicidn de polipéptido. Este término tampoco hace referencia ni excluye modificaciones después de la
expresion de | polipéptido, por e jemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y si milares. Dentrode | a
definicion estan i ncluidos, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido
(incluyendo, por ej emplo, aminoacidos no naturales, e tc.), polipéptidos con e nlaces su stituidos, a si co mo o tras
modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como de origen no n atural. El término "dominio" o
"dominio del polipéptido" se refiere a la secuencia de un polipéptido que se pliega en una Unica region globular en su
conformacion nativa, y que pueden presentar propiedades de unién o funcionales separadas.

Un polipéptido o secuencia de aminoacidos "obtenido a partir de" una secuencia de acidos nucleicos designada se
refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica al a de un polipéptido codificada en la
secuencia, o una parte del mismo en el que | a parte consiste en al menos 3-5 aminoacidos, preferentemente al
menos 4-7 aminoacidos, mas preferentemente al menos 8-10 aminoacidos, e incluso méas preferentemente al menos
11-15 a minoacidos, o q ue se pued e i dentificar de forma inmunolégica c on un polipéptido n o c odificado enla
secuencia. Estat erminologia t ambién i ncluye un polipéptido ex presado a par tir de una s ecuencia de acidos
nucleicos designada.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier material que
cuando se combina con una proteina de fusion de i nmunoglobulina (Ig) de la presente invenciéon permite que la Ig
retenga actividad bioldgica y por lo general no es reactivo con el sistema inmunitario del sujeto. Algunos ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, vehiculos farmacéuticos convencionales tales como una solucién salina tamponada
con fosfato, agua, emulsiones tales como las que estan en forma de emulsion de aceite/agua, y diversos tipos de
agentes humectantes. Ciertos diluyentes se pueden usar con la presente invencion, por ejemplo, para administracion
en aerosol o parenteral, que pueden ser solucién salina tamponada con fosfato o solucion salina normal (0,85 %).

Un ant icuerpo par as u uso conl apr esente i nvencion comprende al menos | ar egidn v ariable de anti-
CD40_11B6.1C3 (n.° de Depodsito HS440, n.° de Registro en la ATCC _ ).

La divulgacion proporciona una molécula de uniéon a CD40 que comprende al menos un dominio variable de cadena
ligera de inmunoglobulina (VL) que comprende, en regiones hipervariables de secuencias CDR1L, CDR2L y CDR3L,
la region CDR1L que tiene la secuencia de aminoacidos SASQGISNYLN (SEQ ID NO: 41), la region CDR2L que
tiene | a s ecuencia de a minoacidos YTSILHS (SEQ ID NO: 42) ylaregion C DR3L que tienela s ecuenciade
aminoacidos QQFNKLPPT (SEQ ID NO: 43) cuyas secuencias de aminoacidos se muestran en la SEQ ID NO. 37; y
equivalentes directosd el asm ismas p ara los an ticuerpos an ti-CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-
CD40_12B4.2C10.

Por consiguiente la divulgacion proporciona una molécula de unién a CD40 que comprende un sitio de unién a
antigeno que comprende al menos un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) que comprende,
en regiones hipervariables de secuencias CDR1H, CDR2H y CDR3H, teniendo la region CDR1H |la secuencia de
aminoacidos GFTFSDYYMY (SEQ | D NO:44), teniendo!| ar egion C DR2H | a secuenciade a minoéacidos
YINSGGGSTYYPDTVKG (S EQI D NO:45), yt eniendol ar egion C DR3H| a secuenciade a minoacidos
RGLPFHAMDY (SEQ | D NO: 46), cuyas s ecuencias de am inoacidos se muestran enlaSEQ IDNO.38; y
equivalentes directos de las mismas los anticuerpos anti-CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-CD40_12B4.2C10.

En un aspecto la divulgacion proporciona una molécula de uniéon a CD40 de un solo dominio que comprende una
cadena ligera de inmunoglobulina aislada que comprende un dominio variable de cadena pesada (VL) como se ha
definido anteriormente. En otro aspecto la invencion proporciona una molécula de unién a CD40 de un solo dominio
que comprende una cadena pesada de inmunoglobulina aislada que comprende un dominio variable de cadena
pesada (VH) como se ha definido anteriormente.
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En ot ro as pecto la divulgacion t ambién proporciona una m olécula de un ién a C D40 que ¢ omprende dom inios
variables tanto de cadena pesada (VH) como de cadena ligera (VL) en los que la molécula de unién a CD40
comprende al menos un sitio de unién a antigeno que comprende: a) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (VL) que comprende, en regiones hipervariables de secuencias CDR1L, CDR2L y CDR3L, la regién
CDR1L que t iene la secuencia d e aminoacidos SASQGISNYLN (SEQ ID NO: 41), laregion CDR2L que tiene la
secuencia de aminoacidos YTSILHS (SEQ ID NO: 42), y la region CDR3L que tiene la secuencia de aminoacidos
QQFNKLPPT (SEQ 1D NO: 43), cuyas s ecuencias d e aminoacidos se muestranenl a SEQ ID.NO. 1, y b) un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (VH) que c omprende, en regiones hipervariables de
secuencias CDR1H, CDR2H y CDR3H, teniendo la region CDR1H la secuencia de aminoacidos GFTFSDYYMY
(SEQ ID NO: 44), teniéndola region CDR2’ la secuencia de aminoacidos YINSGGGSTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 45),
y teniendo la region CDR3H la secuencia de aminoacidos RGLPFHAMDY (SEQ ID NO: 46), cuyas secuencias de
aminoacidos s e muestranenla SEQ ID NO. 3 8; y equi valentes di rectos de | as mismas los an ticuerpos an ti-
CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-CD40_12B4.2C10.

A menos que se indique de otro modo, en el presente documento se describe cualquier cadena de polipéptidos que
tenga una secuencia de aminoacidos que comience en el extremo N-terminal y que termine en el extremo C-
terminal. Cuando el sitio de unién a antigeno comprende los dominios tanto VH como VL, éstos se pueden situar en
la misma molécula de polipéptido o, preferentemente, cada dominio puede estar en una cadena diferente, siendo el
dominio VH parte de una cadena pesada de inmunoglobulina o fragmento de la misma y siendo el dominio VL parte
de una cadena ligera inmunoglobulina o fragmento de la misma.

Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de unién a CD40" se refiere a cualquier molécula
capaz de unirse al antigeno CD40 ya sea sola o asociada con otras moléculas que tengan una o mas de las CDR de
VL y Vu ensefiadas en el presente documento, en algunos casos 2, 3, 4, 5, o las 6 CDR. La reaccién de union se
puede mostrar mediante métodos convencionales (ensayos cualitativos) que incluyen, por ejemplo, un bioensayo
para determinar, mediante bloqueo, la unién de otras moléculas a CD40 o cualquier tipo de ensayo de unién o
actividad (por ejemplo, activacion, reduccion o modulaciéon de una respuesta inmunoldgica), con referencia a un
ensayo de control negativo en el que se usa un anticuerpo de especificidad no relacionada pero del mismo isotipo,
por ejemplo, un anticuerpo anti-CD25 o anti-CD80.

La presente invencion también se puede realizar en una cadena de anticuerpo individual que tenga los dominios
variables de | as cadenas p esadas y ligeras de un anticuerpo unidos de f orma c ovalente m ediante un conector
peptidico que normalmente incluye de 10 a 30 aminoacidos, preferentemente de 15 a 25 aminoacidos. Por lo tanto,
una estructura d e e ste tipo noincluye |l a p arte constante de | as cadenas pesadasy ligeras ysecree queel
espaciador del péptido pequefio deberia ser menos antigénico que una parte constante completa.

Como se usa en el presente documento, la expresién " anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que las
regiones constantes de c adenas pes ada o ligera o ambas s on de origen hum ano mientras qu e | os dominios
variables de ambas cadenas pesada y ligera no son de origen humano (por ejemplo, ratén, hamster o r ata) o de
origen humano pero obtenidas a partir de un anticuerpo humano diferente.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo injertado con CDR" se refiere a un anticuerpo en el
que las regiones determinantes de la complementariedad hipervariables (CDR) se obtienen a partir de un anticuerpo
donante, tal como un anticuerpo no hum ano (por ejemplo, ratén) o un anticuerpo humano diferente, mientras que
todas o sustancialmente todas las otras partes de la inmunoglobulina (por ejemplo, las regiones conservadas de los
dominios variables, es decir, regiones marco conservadas), se obtienen a partir de un anticuerpo aceptor (en el caso
de un anticuerpo humanizado - un anticuerpo de origen humano). Un anticuerpo injertado con CDR puede incluir
unos pocos aminoacidos de la secuencia donante en las regiones marco conservadas, por ejemplo en las partes de
las regiones marco conservadas adyacentes a las regiones hipervariables.

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo en el que las
regiones c onstantes y v ariables de | as c adenas t anto pe sadas c omo |l igeras s on t odas de or igen hu mano, o
sustancialmente i dénticas a secuencias de or igen h umano, no ne cesariamente de | mismo a nticuerpo e i ncluye
anticuerpos producidos por ratones en los que los genes de parte variable y constante de inmunoglobulina de raton,
hamster orata se han r eemplazado por s us ho mélogos humanos, por e jemplo como se d escribe en t érminos
generales en | os documentos EP 0546073 B 1, Pat. de E stados Unidos n.° 5.545.806, Pat. de E stados Unidos n.°
5.569.825, Pat. de Estados Unidos n.° 5.625.126, Pat. de Estados Unidos n.° 5.633.425, Pat. de Estados Unidos n.°
5.661.016, Pat. de Estados Unidos n.° 5.770.429, EP 0 438474 B1 y EP 0 463151 B1.

La molécula de uniéon a CD40 de la invenciéon puede ser un a nticuerpo h umanizado que comprende las CDR
obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_12B4.2C10. Un ejemplo de un anticuerpo quimérico incluye los dominios
variables de las cadenas tanto pesada como ligera que son de origen humano, por ejemplo los dominios variables
del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que son parte de la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 7. Los dominios de region
constante también c omprenden preferentemente dominios de r egidon constante h umana ade cuados, por e jemplo
como se describe en "Sequences of Proteins of Immunological Interest", Kabat E. A. et al, US Department of Health
and Human Services, Public Health Service, National Institute of Health. Las secuencias de &acidos nucleicos se
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pueden encontrar, por ejemplo, en las SEQ ID NOS.: 8 y 9.

Algunas regiones hipervariables se pueden asociar con cualquier tipo de regiones marco conservadas, por ejemplo,
de origen humano. Algunas regiones marco conservadas adecuadas fueron descritas por Kabat E. A. Un armazon
de cadena pesada es un armazon de cadena pesada, por ejemplo el de un anticuerpo anti-CD40_12E12.3F3 que
forma parte de la SEQ ID NO: 2; anti-CD40_12B4.2C10 - SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5, y/o anti-CD40_11B6.1C3 -
SEQ ID NO: 7, o combinacién de los mismos, por ejemplo, regiones FR1., FR2,, FR3_. y FR4.. De una m anera
similar, la SEQ ID NO. 1 muestra el armazén de cadena pesada anti-CD40_12E12.3F3 (o los equivalentes para anti-
CD40_12B4.2C10 y anti-CD40_11B6.1C3, SEQ ID NOS.: 3 y 6, respectivamente) que incluye la secuencia de las
oraciones FR14, FR2y, FR34y FR44. Las CDR se pueden afiadir a un armazoén de anticuerpo humano, tales como
las que se describen en el documento 7.456.260, presentado por Rybak, et al., que ensefian nuevas regiones marco
conservadas de ¢ adena v ariable hu manas y ant icuerpos hum anizados que ¢ omprenden | as r egiones m arco
conservadas, partes relevantes y secuencias de armazon. Para conseguir el injerto a un nivel genético, la presente
divulgacion también incluye las secuencias de acidos nucleicos subyacentes para las regiones V. Y Vy asi como los
anticuerpos completos y las versiones humanizadas de los mismos. Las secuencias de acidos nucleicos de la
presente divulgacion incluyen las SEQ ID NOS.: 8 y 9, que son las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo anti-
CD40, respectivamente, asi como las secuencias de acidos nucleicos que incluyen uso de codén variable para las
mismas secuencias de aminoacidos y variaciones conservativas de las mismas que tienen una identidad de
secuencias de un 85, 90, 95 0 un 100 % al nivel del acido nucleico o del aminoacido. De forma analoga, las CDR
pueden tener una identidad de secuencias de un 85, 90, 95 0 un 100 % al nivel del acido nucleico o aminoacido,
individualmente, en grupos o 2, 3, 4 o 5 o todas en conjunto.

Algunos anticuerpos monoclonales dirigidos frente a u na proteina encontrada de f orma natural en t odos los seres
humanos por lo general se desarrollan en un s istema no humano, por ejemplo en ratones, y como tal son por lo
general proteinas no humanas. Como una consecuencia directa de esto, un anticuerpo xenogénico tal como se
produce con un hibridoma, cuando se administra a seres humanos, provoca una respuesta inmune indeseable que
esta mediada predominantemente por |la parte constante de la inmunoglobulina xenogénica. Algunos anticuerpos
xenogeénicos tienden a provocar una respuesta inmunoldgica en el hospedador, limitando de es e modo el uso de
anticuerpos de este tipo ya que no se pueden administrar durante un periodo de tiempo prolongado. Por lo tanto, es
particularmente util usar anticuerpos de una sola cadena, de un solo dominio, quiméricos, injertados con CDR, o
especialmente humanos que es probable que provoquen una respuesta alogénica sustancial cuando se administran
a s eres hu manos. La pr esente i nvencion incluye anticuerpos con ¢ ambios m enores en unas ecuencia de
aminoacidos tal como delecién, adiciéon o sustitucion de uno , unos pocos o incluso varios aminoacidos que son
simplemente formas alélicas de la proteina original que tiene sustancialmente propiedades idénticas.

La inhibiciéon de la unién de CD40 a su receptor se puede someter a ensayo de forma conveniente en diversos
ensayos incluyendo ensayos tales como los que se describen en lo sucesivo en el presente documento en el texto.
Con la expresién "hasta el mismo punto" se hace referencia las moléculas de referencia y las equivalentes
presentan, en una base estadistica, curvas de inhibicion de unién a CD40 esencialmente idénticas en uno de los
ensayos mencionados anteriormente. Por ejemplo, el ensayo usado puede ser un ensayo de inhibicién competitiva
de union a CD40 por las moléculas de unién de la invencion.

Por lo general, el anticuerpo anti-CD40 humano de la divulgacién comprende al menos: (a) una cadena ligera que
comprende un dominio variable que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la mostrada en
la SEQ ID NO: 1 comenzando con el aminodcido en la posicién 1 y terminando con el aminoacido en la posicion 107
y la parte constante de una cadena ligera humana; y (b) una cadena pesada que comprende un dominio variable que
tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la mostrada en la SEQ ID NO. 2 y la parte constante
de una cadena pesada humana. La parte constante de una cadena pesada humana puede ser del tipo y1, y2, y3, v4,
M, B2, o © o ¢, preferentemente del tipo y, mientras que la parte constante de una cadena ligera humana puede ser
de tipo k 0 A (que incluye los subtipos A1, A2 y A3) pero es preferentemente del tipo k. En la técnica se conocen bien
las secuencias de aminoacidos de las posiciones generales de los dominios variables y constantes y por lo general
siguen en la nomenclatura Kabat.

Una molécula de uniéon a CD40 de la invencién se puede producir mediante técnicas de ADN recombinante. A la
vista de esto, se deben construir una o0 mas moléculas de ADN que codifican la molécula de unién, colocar en
secuencias de control apropiadas y transferir en un organismo hospedador adecuado para expresion.

De una manera muy general, en consecuencia con | a divulgaciéon se proporcionan: (i) moléculas d e ADN que
codifican una molécula de unién a CD40 de un solo dominio de la invencion, una molécula de unién a CD40 de una
sola cadena, una cadena pesada o | igera o f ragmentos de |las mismas de una m olécula de uni 6n a CD40 de la
invencion; y (ii) el uso de las moléculas de ADN de la divulgacion para la produccion de una molécula de unién a
CD40 de la invencion mediante métodos recombinantes.

El presente estado de la técnica es tal que el trabajador experto en la materia puede sintetizar las moléculas de ADN

de la divulgacion dada la informacidén proporcionada en el presente documento, es decir, las secuencias de
aminoacidos de las regiones hipervariables y las secuencias de ADN que las codifica. Un método para la
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construccion de un gen de un dominio variable se describe por ejemplo en el documento EPA 239 400. En resumen,
se clona un gen que codifica un dominio variable de un MAb. Los segmentos de ADN que codifican el armazén y
regiones hipervariables se determinan y los segmentos de ADN que codifican las regiones hipervariables se retiran
de modo que los segmentos de ADN que caodifican las regiones marco conservadas se fusionan junto con sitios de
restriccion adecuados en las uniones. Los sitios de restriccién se pueden generar en las posiciones apropiadas
mediante mutagénesis de la molécula de ADN mediante procedimientos convencionales. Algunos casetes de CDR
sintéticos de doble hebra se preparan mediante sintesis de ADN de acuerdo con las secuencias dadas en la SEQ ID
NO: 1y 3 02 y 4 (secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos, respectivamente). Estos casetes a menudo se
proporcionan con extremos pegajosos de modo que se pueden ligar en las uniones del armazon.

No es necesario tener acceso al ARNm a partir de una linea de células de hibridoma de produccion para obtener una
construccion de ADN que codifica las moléculas de uniéon a CD40 de la invencion. Por ejemplo, la solicitud de PCT
WO 90/ 07861 da i nstrucciones c ompletas par a | a pr oduccién de un ant icuerpo mediante t écnicas d e A DN
recombinante que solamente dan informacién con respecto a la secuencia de nucleétidos de un gen. En resumen, el
método comprende la sintesis de una serie de oligonucleétidos, su amplificacién con el método de PCR, y su corte y
empalme para dar la secuencia de ADN deseada.

Algunos vectores de expresién que comprenden un promotor o genes adecuados que codifican partes constantes de
cadena pesada y ligera estan disponibles al publico. Por lo tanto, una vez que se prepara una molécula de ADN de
la divulgacion, ésta se puede transferir en forma conveniente en un vector de expresion apropiado. Las moléculas de
ADN que codifican anticuerpos de una sola cadena también se pueden preparar mediante métodos convencionales,
por ejemplo, como se describe en el documento WO 88/1649. A la vista de lo mencionado anteriormente, no es
necesario depdsito de hibridoma ni de linea celular para cumplir los criterios de suficiencia de descripcion.

Por ejemplo, se preparan una primera y segunda construcciones de ADN que se unen de forma especifica a CD40.
En resumen, una primera construccién de ADN codifica una cadena ligera o fragmento de la misma y comprende a)
una primera parte que codifica un dominio variable que comprende regiones marco conservadas e hipervariables de
forma alternativa, estando las regiones hipervariables en la secuencia CDR1., CDR2,. y CDR3_ cuyas secuencias
de aminoacidos se muestran en la SEQ ID NO: 1; comenzando esta primera parte con un codén que codifica el
primer aminoacido del dominio variable y terminando con un codén que codifica el ultimo aminoacido del dominio, y
b) una segunda parte que codifica una parte constante de cadena ligera o fragmento de la misma que comienza con
un codon que codifica el primer aminoacido de la parte constante de la cadena pesada y termina con un codén que
codifica el ultimo aminoacido de la parte constante fragmento de la misma, seguido de un codén de parada.

La primera parte codifica un dominio variable que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7. Una segunda parte codifica la parte
constante de una cadena pesada humana, mas preferentemente la parte constante de la cadena humana y1. Esta
segunda parte puede ser un fragmento de ADN de origen genémico (que comprende intrones) o un fragmento de
ADNCc (sin intrones).

La segunda construccion de ADN codifica una cadena pesada o fragmento de la misma y comprende a) una primera
parte que ¢ odifica un dom inio v ariable que ¢ omprende como a lternativa regiones m arco ¢ onservadas e
hipervariables; siendo las regiones hipervariables CDR14 y opcionalmente CDR2y y CDR34, cuyas secuencias de
aminoacidos se muestran en la SEQ ID NO. 2; comenzando esta primera parte con un codén que codifica el primer
aminoacido del dominio variable y terminando con un codén que codifica el Ultimo aminoacido del dominio variable, y
b) una segunda parte que codifica una parte constante de cadena pesada o fragmento de la misma que comienza
con un codon que codifica el primer aminoacido de la parte constante de la cadena ligera y termina con un cordon
que codifica el ultimo aminoéacido de la parte constante o fragmento de la misma seguido de un codén de parada.

La primera parte codifica un dominio variable que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO. 2. La primera parte tiene la secuencia de nucleoétidos
que se muestra en la SEQ ID NO. 2 comenzando con el nucleétido en la posicion 1 y terminando con el nucleétido
en la posicion 321. Ademas, la segunda parte codifica preferentemente la parte constante de una cadena ligera
humana, mas preferentemente la parte constante de la cadena k humana.

La divulgacion también incluye moléculas que se unen a CD40 en las que uno o mas restos de CDR1., CDR2,
CDR3_, CDR14, CDR24 0 CDR3y o los armazones, por lo general solamente unos pocos (por ejemplo, FR1-4, o
H), S€ cambian a partir de los restos mostrados enlas SEQID NO. 37 y SEQ ID NO. 38; mediante, por ejemplo,
mutagénesis dirigida al sitio de las secuencias de ADN correspondientes. La divulgacién incluye las secuencias de
ADN que codifican tales moléculas de unién a CD40 cambiadas. En particular la divulgacién incluye una molécula de
unién a CD40 en la que uno, sus restos de CDR1., CDR2. y/o CDR3. se han cambiado a p artir de los restos
mostrados en la SEQ ID NO. 37 y uno o mas restos de CDR1y, CDR2y y/o CDR34 se han cambiado a partir de los
restos mostrados en la SEQ ID NO. 38, o los equivalentes de las SEQ ID NOS.: 1, 3y 6.

Cada unadelas construcciones d e ADN s e colocan ba jo e | control de secuencias d e ¢ ontrol a decuados, en
particular bajo el control de un promotor adecuado. Se puede usar cualquier tipo de promotor, con la condicién de
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que se adapte al organismo hospedador en el que las construcciones de ADN se transferiran para expresion. Sin
embargo, si la expresion se va a producir en una célula de mamifero, un promotor de gen de inmunoglobulina se
puede usar en linfocitos B cells. La primera y segunda partes se pueden separar por un intrén, y, un potenciador se
puede colocar de forma conveniente en el intrén entre la primera y segunda partes. La presencia de un potenciador
de este tipo que se transcribe, pero que no se traduce, puede ayudar en la transcripcién eficaz. En realizaciones en
particular de la di vulgacion, | a primeray segunda c onstrucciones de A DN c omprenden el p otenciador de , por
ejemplo, un gen humano de cadena pesada.

El anticuerpo deseado se puede producir en un cultivo celular o en un animal transgénico. Un animal transgénico
adecuado se puede obtener de acuerdo con métodos convencionales que incluyen micro inyeccion en huevos de la
primeray s egunda construcciones de A DN colocadas en secuencias d e c ontrol ad ecuadas que t ransfieren los
huevos preparados de este modo en hembras pseudoprefiadas apropiadas y seleccionando una descendencia que
expresa el anticuerpo deseado.

La divulgacién también proporciona un vector de expresion capaz de replicarse en una linea de células procariotas o
eucariotas, que comprende al menos una de las construcciones de ADN que se han descrito anteriormente. Cada
vector de ex presion que c ontiene un a ¢ onstruccion de A DN s e t ransfiere a ¢ ontinuaciéon en un o rganismo
hospedador adecuado. Cuando las construcciones de ADN se insertan por separado en dos vectores de expresion,
éstas se pueden transferir por separado, es decir un tipo de vector por célula, o se pueden cotransferir, siendo esto
ultimo posiblemente preferente. Un organismo hospedador adecuado puede ser una linea celular de bacteria, una
levadura o de mamifero, siendo esta ultima preferente. Mas preferentemente, la linea de células de mamifero es de
origen linfoide, por ejemplo, un linfocito B de mieloma, hibridoma o un linfocito B inmortalizado normal, que de forma
conveniente no expresa ninguna cadena pesada o ligera de anticuerpo enddgeno.

Cuando las cadenas de anticuerpo se producen en un cultivo celular, las construcciones de ADN primero se deben
insertar en cualquiera de un vector de expresién individual o bi en en dos vectores de e xpresion s eparados pero
compatibles, siendo el ultimo una posibilidad preferente. Para expresién en células de mamifero, es preferente que
la secuencia de codificacion de la molécula de uniéon a CD40 se integre en que el ADN de | a célula hospedadora
dentro de un locus que permita o favorezca un nivel de alta expresion de la molécula de unién a CD40.

En un aspecto mas de la divulgacion se proporciona un proceso para el producto de una molécula de unién a CD40
que comprende: (i) cultivar un or ganismo que se transforma con un v ector d e ex presién como s e ha def inido
anteriormente; y (ii) recuperar la molécula de unién a CD40 del cultivo.

De ac uerdo con|l apr esentei nvencién, se h aen contrado q ue e | a nticuerpo anti-CD40_12E12.3F3, anti-
CD40_12B4.2C10 y/o anti-CD40_11B6.1C3 parece que tiene es pecificidad de uni 6n hacia CD40 humano. Porlo
tanto, lom ass orprendente esqu el os ant icuerpos para este e pitopo, porej emplo el an ticuerpo anti-
CD40_12E12.3F3, anti-CD40_12B4.2C10 y/o anti-CD40_11B6.1C3, son capaces de suministrar antigeno de forma
eficaz en células dendriticas (DC). Algunos anticuerpos, en particular anticuerpos quiméricos e injertados con CDR y
especialmente anticuerpos humanos, que tienen especificidad de unién para el epitopo antigénico de CD40 humano
maduro; y uso de tales anticuerpos para carga de antigeno de DC son nuevos y estan incluidos dentro del alcance
de la presente divulgacion.

Para usar el anticuerpo anti-CD40 de la presente invencion para indicaciones de tratamiento, la dosificacion
apropiada variara, por supuesto, dependiendo, por ejemplo, del anticuerpo desvelado en el presente documento a
usar, el hospedador, el modo de administracion y la naturaleza y la gravedad de la afeccion que se esta tratando. Sin
embargo, en uso profilactico, por lo general al gunos resultados s atisfactorios s e en cuentran a d osificaciones de
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso corporal, mas usualmente de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal. La frecuencia de la dosificacion
para usos profilacticos normalmente estara en el intervalo de aproximadamente una vez a la semana hasta
aproximadamente una vez cada 3 meses, mas us ualmente en el intervalo de aproximadamente una vez cada 2
semanas hasta aproximadamente unavezcada 10 semanas, por e jemplo, unavezcada 4 a 8 semanas. El
anticuerpo anti-CD40 de la presente invencion se puede administrar por via parenteral, por via intravenosa, por
ejemplo, en la vena antecubital u ot ra vena per iférica, por via intramuscular, o por via subcutanea. Las
composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden preparar de una manera convencional, por ejemplo, en una
forma liofilizada. P ara administracion inmediata, se disuelve en un vehiculo acuoso adecuado, por ejemplo agua
estéril para inyeccién o solucion salina fisioldgica tamponada estéril. Si se considera deseable preparar una solucion
de un volumen mayor para administracion por infusiéon en lugar de una inyeccién en bolo, es ventajoso incorporar
albumina de suero humano o la propia sangre heparinizada del paciente en la solucién salina en el momento de la
formulacion. La presencia de un exceso de tal proteina fisiolégicamente inerte previene la pérdida de anticuerpos por
adsorcion en las par edes de | r ecipiente y t ubos usados con | a s olucidon de infusién. Si se us a al bumina, una
concentracion adecuada es de un 0,5 a un 4,5 % en peso de la solucién salina.

Una r ealizacidon d el a pr esente i nvencion proporciona uni nmunoconjugado qu e ¢ omprende un a nticuerpo

humanizado de | a invencion, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD40 humanizado, unido a una o m as moléculas
efectoras, antigeno(s) y/o una etiqueta o etiquetas de tectables. P referentemente, | a molécula efectora es una
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molécula terapéutica tal como, por ejemplo, uno o mas péptidos que comprenden uno o mas epitopos de linfocitos T,
una toxina, una molécula pequefia, una citoquina o una quimioquina, una enzima, o una radioetiqueta.

Algunas toxinas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, exotoxina de Pseudomonas o toxina de difteria.
Algunos ejemplos de moléculas pequeiias incluyen, pero no se limitan a, compuestos quimioterapéuticos tales como
taxol, doxorrubicina, etopésido, y bleiomicina. Algunas citoquinas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a,
IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, e IL-12, IL-17, e IL-25. Algunas enzimas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a,
RNAsas, DNAsas, proteasas, quinasas, y caspasas. Algunos radioisétopos a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, 2p g 129,

Como seusa en el presente documento, el término "epitopo" se refiere a una molécula o sustancia capaz de
estimular una respuesta inmunolégica. En un ejemplo, algunos epitopos incluyen, pero no se limitan a, un polipéptido
y un acido nucleico que codifica un polipéptido, en los que la expresion del acido nucleico en un polipéptido es capaz
de e stimular u na r espuesta i nmunolégica cuando el p olipéptido se procesay se presenta enuna moléculade
Complejo Mayor de H istocompatibilidad (MHC). Por lo general, algunos epitopos incluyen péptidos presentados en
la superficie de células unidas de forma no covalente a la hendidura de uniéon del MHC de Clase | o Clase Il, de
modo que pueden interactuar con receptores de linfocitos T y las respectivas moléculas auxiliares de linfocitos T.

Procesamiento Proteolitico de Antigenos. Algunos epitopos que se presentan por MHC en células de presentacion
de antigenos son péptidos que s e pueden e scindir o pr oductos de pé ptidos de mayor tamafio o precursores de
antigeno de proteina. Para epi toposd e MHC |, algunos ant igenos de pr oteinaa menudo s e di gieren con
proteasomas residentes en la célula. La digestion proteasémica intracelular produce fragmentos de péptidos con una
longitud de aproximadamente 3 a 23 aminoacidos que a continuacion se cargan en la proteina del MHC. Algunas
actividades proteoliticas adicionales dentro de la célula, o en el medio extracelular, pueden recortar y procesar estos
fragmentos adicionalmente. El procesamiento de epitopos de la Clase Il del MHC por lo general se produce a través
de proteasas intracelulares del c ompartimento | isosémico/endosémico. La pr esente d ivulgacion i ncluye, en una

realizacién, péptidos procesados previamente que se unen al anticuerpo anti-CD40 (o fragmento del mismo) que
dirige los péptidos frente a aquellos de los que se busca un aumento de la respuesta inmunolégica directamente a
células de presentacion de antigeno.

Para identificar epitopos potencialmente eficaces como compuestos inmunogénicos, algunas predicciones de la
unién del MHC solo son utiles pero a menudo insuficientes. La presente divulgacion incluye métodos para identificar
de f orma es pecifica | os epi topos d entro de ant igenos que con m ayor probabilidad c onduciran alar espuesta
inmunoldgica buscada par alas fuentes es pecificas de c élulas de p resentacion de a ntigeno y |infocitos T que
responden.

La presente divulgacion p ermite un ensayo rapido y facil para |la identificacion de los epitopos que con la mayor
probabilidad van a producir la respuesta inmunoldgica deseada usando las células de presentacion de antigenos del
propio paciente y repertorio de linfocitos T. L as composiciones y m étodos de la presente divulgacién se pueden
aplicar a cualquier secuencia de proteinas, permitiendo que el usuario identifique los epitopos que son capaces de
unirse a MHC se presentan de forma apropiada a | infocitos T que responderan al antigeno. Por consiguiente, la
divulgacioén no se limita a ninguna diana ni afeccién médica en particular, sino que en su lugar incluye un epitopo o
epitopos de MHC de cualquier fuente util.

Como se usa en el presente documento, el término "revestido" se refiere a un armazoén de anticuerpo humanizado
en el que los sitios de union a antigeno o CDR obtenidos a partir de y cuerpos no humanos (por ejemplo, ratén, rata
o hamster), se colocan en regiones marco conservadas estructurales de cadena pesada y ligera humanas (FR), por
ejemplo, en un polinucleétido de cadena ligera o de cadena pesada para "injertar" la especificidad del anticuerpo no
humano en un armazén humano. El vector o vectores de expresion de polinucleétido que expresan los anticuerpos
revestidos pueden ser células de mamifero transfectadas para la expresién de anticuerpos humanos recombinantes
que presentan la especificidad del antigeno del anticuerpo no humano y se someteran a modificaciones posteriores
a la traduccion que aumentaran su expresion, estabilidad, su utilidad, o combinaciones de las mismas.

Antigenos.

Algunos ejemplos de antigenos virales para su uso con la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, VIH, VHC, CMV, adenovirus, retrovirus, picornavirus, etc. Un ejemplo no limitante de antigenos retrovirales
como antigenos retrovirales de | os antigenos del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) tales como productos
genéticos d e los genes gag, pol, y env, la proteina Nef, Transcriptasa i nversa, y ot ros c omponentes de | V IH;
antigenos virales de la hepatitis tales como las proteinas S, M, y L del virus de la hepatitis B, el antigeno pre-S del
virus de la hepatitis B, y otras hepatitis, por ejemplo, hepatitis A, B, y C, componentes virales tales como ARN viral
de la hepatitis C; antigenos virales de la gripe tales como hemaglutinina y neuraminidasa y otros componentes
virales de la gripe; antigenos virales del sarampion tales como la proteina de fusién del virus del sarampién y otros
componentes del virus del sarampion; antigenos virales de la rubéola tales como las proteinas E1 y E2 y otros
componentes del virus de la rubéola; antigenos de rotavirus, tales como VP7sc y otros componentes de rotavirus;
antigenos de citomegalovirus tales como la glicoproteina B de env oltura y otros c omponentes de ant igeno de
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citomegalovirus; antigenos del virus sincitial respiratorio tales como la proteina de fusién del RSV, la proteina M2 y
otros componentes ant igénicos del virus s incitial r espiratorio; an tigenos v irales del h erpes simplex, t ales como
proteinas inmediatas tempranas, glicoproteina D, y otros componentes antigénicos del virus del herpes simplex;
antigenos virales de la varicela zdster, tales como gpl de, gpll, y otros componentes antigénicos virales de la varicela
z6ster; antigenos virales de la encefalitis japonesa, tales como las proteinas E, M-E, M-E-NS1, NS1, NS1-NS2A, E al
80 %, y o tros componentes antigénicos v irales de | a encefalitis j aponesa; antigenos v irales de la r abia c omo
glicoproteina de | a rabiay otros componentes a ntigénicos del virus de larabia. V éase Fundamental V irology,
Segunda Edicién, eds. Fields, B. N. y Knipe, D. M. (Raven Press, New York, 1991) para ejemplos adicionales de
antigenos virales. El al menos un antigeno viral pueden ser péptidos a partir de un adenovirus, retrovirus,
picornavirus, virus del herpes, rotavirus, hantavirus, coronavirus, togavirus, flavirvirus, rhabdovirus, p aramixovirus,
ortomixovirus, buniavirus, arenavirus, reovirus, virus del papiloma, parvovirus, virus de la viruela, hepadnavirus, o
virus es pongiforme. En ciertos e jemplos es pecificos, no | imitantes, el al m enos un antigeno viral son p éptidos
obtenidos a partir de al menos uno de virus de VIH, CMV, hepatitis A, B, y C, influenza, sarampién, polio, viruela,
rubeola; sincitial respiratorio, herpes simplex, varicela zéster, virus de Epstein-Barr, encefalitis japonesa, rabia, gripe,
y/o resfriado.

En un as pecto, el unoom as de | os pé ptidos an tigénicos se s eleccionan entre al menos uno de: N ef (66-97):
VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL (SEQ | D NO: 148); N ef ( 116-145):
HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL (SEQ ID NO: 149); Gag p17 (17-35): EKI RLRPGGKKKYKLKHIV
(SEQ ID NO: 150); Gag p17-p24 (253-284): N PPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD (SEQ ID NO: 151); o Pol
325-355 ( RT 158 -188) es: AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY (SEQ I D NO: 152). En un aspecto, los
péptidos depr oteinad ef usiébn se separan conunoom as conectores s eleccionados e ntre:
SSVSPTTSVHPTPTSVPPTPTKSSP (SEQ | D NO: 11); PT STPADSSTITPTATPTATPTIKG (SEQ | D NO: 12);
TVTPTATATPSAIVTTITPTATTKP (SEQ ID NO: 13); o TNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAA (SEQ ID NO: 14).

Algunas dianas antigénicas que se pueden suministrar usando las vacunas de antigeno anti-CD40 de |a presente
invencioén incluyen genes que codifican antigenos tales como antigenos virales, antigenos bacterianos, antigenos
fungicos o antigenos parasitarios. Algunos agentes patdégenos incluyen tripanosomas, tenias, lombrices, helmintos,
malaria. Algunos marcadores tumorales, tales como antigeno fetal o a ntigeno e specifico de pr 6stata, se pueden
dirigir de esta manera. Otros ejemplos incluyen: proteinas env del VIH y antigeno de superficie de la hepatitis B. La
administracion de un vector de acuerdo con la presente divulgacion para fines de vacunacion podria requerir que los
antigenos asociados con vector sean lo suficientemente no inmunogénicos como para permitir la expresién a largo
plazo del transgén, para el que s € po dria de sear una r espuesta inmunoldgica intensa. E n al gunos casos, la
vacunacion de un individuo solamente puede ser necesaria con poca frecuencia, como cada afio o cada dos afos, y
puede proporcionar protecciéon inmunoldgica a largo plazo frente al agente infeccioso. Algunos ejemplos especificos
de organismos, alérgenos y secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos para su uso en v ectores y por ultimo,
como antigenos con la presente invencién se pueden encontrar en el documento de Patente de Estados Unidos n.°
6.541.011, en particular, las tablas que emparejan organismos y secuencias especificas que se pueden usar con la
presente invencion.

Algunos an tigenos b acterianos par a su u so con | as vacunas d e ant igeno ant i-CD40 des critos en e | pr esente
documento incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, antigenos bacterianos, tales como toxina de Pertussis,
hemaglutinina filamentosa, pertactina, F IM2, F IM3, aden ilato de ciclasay ot ros componentes ant igénicos de

bacterias de Pertussis; antigenos bacterianos de difteria, tales como toxina o toxoide de difteria y otros componentes
antigénicos de bacterias de difteria; antigenos bacterianos del tétanos tales como toxina o toxoide del tétanos y otros
componentes antigénicos de bacterias del tétanos; antigenos bacterianos de estreptococos, tales como proteinas M
y otros componentes antigénicos de bacterias estreptocdcicas; antigenos bacterianos d e bacilos gram-negativos,
tales como lipopolisacéaridos y otros componentes antigénicos de bacterias gram-negativas, antigenos bacterianos
de Mycobacterium tuberculosis, tales como acido micdlico, proteina 6 5 de choque térmico (HSP65), la proteina
secretada principal de 3 0 k Da, antigeno 85A y otros componentes antigénicos d e micobacterias; componentes
antigénicos de b acterias de  Helicobacter pylori; antigenos bacterianos neu mocdcicos ¢ omo n eumolisina,
polisacaridos capsulares neumocdcicos y otros componentes antigénicos de bacterias neumocécicas; antigenos
bacterianos Haemophilus influenza tales ¢ omo po lisacaridos capsulares y ot ros componentes ant igénicos de

bacterias de Haemophilus influenza; antigenos bacterianos del antrax tales como antigeno protector el antrax y otros
componentes antigénicos de bacterias del antrax; antigenos bacterianos de Rickettsia tales como rompA y otro
componente antigénicos de bacterias d e Rickettsia. Con los a ntigenos b acterianos descritos en el presente
documento también se incluye cualquier otro antigeno de bacteria, micobacteria, micoplasma, rickettsia, o clamidia.
Algunos agentes pat 6genos parciales o c ompletos también pueden ser: Haemophilus influenzae; Plasmodium
falciparum; Neisseria meningitidis; Streptococcus pneumoniae; Neisseria gonorrhoeae; tifus de s erotipo de

Salmonella; Shigella; Vibrio cholerae; Fiebre del Dengue; Encefalitis; Encefalitis japonesa; enfermedad de Lyme;
Yersinia pestis; virus del Nilo occidental; fiebre amarilla; tularemia; hepatitis (virica; bacteriana); RSV (virus sincitial
respiratorio); HPIV 1y HPIV 3; adenovirus; viruela; alergias y canceres.

Algunos antigenos fungicos para su uso con las composiciones y métodos de la invencion incluyen, pero no se

limitan a, por ejemplo, componentes antigeno fungico de Candida; antigenos fungicos de Histoplasma tales como la
proteina 60 de c hoque t érmico ( Hsp60) y ot ros c omponentes de ant igeno f Ungico d e Histoplasma; an tigenos
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fungicos criptocécicos tales como polisacaridos capsulares y otros componentes de antigeno fungico criptocécico;
antigenos fungicos de Coccidiodes tales como antigenos esferulares y otros componentes de antigeno fungico de
Coccidiodes; y antigenos f ungicos de tifia t ales c omo tricofitina y ot ros componentes de ant igeno f Ungico de
Coccidiodes.

Algunos ejemplos de protozoos y otros antigenos parasitarios incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, antigenos
de Plasmodium falciparum tales como antigenos de superficie de merozoitos, antigenos de superficie de
esporozoitos, a ntigenos de circumsporozoito, ant igenos de s uperficie de gam etocitos/gametos, antigeno p f
155/RESA de estadio en sangre y otros componentes antigénicos de plasmodios; antigenos de Toxoplasma tales
como SAG -1, p30y ot ros c omponentes ant igénicos de toxoplasma; a ntigenos de esquistosomas tales ¢ omo
glutation-S-transferasa, par amiosina, y ot ros componentes an tigénicos de esquistosomas; antigeno p rincipal de
Leishmania y ot ros an tigenos de Leishmania tales co mo gp63, | ipofosfoglicano y s u proteina as ociada y ot ros
componentes antigénicos de Leishmania; antigenos de Trypanosoma cruzi tales como el antigeno de 75-77 kDa, el
antigeno de 56 kDa y otros componentes antigénicos de tripanosomas.

El antigeno que se puede dirigir usando las vacunas de antigeno anti-CD40 de la presente invencion por lo general
se seleccionara basandose en una serie de factores, que incluyen: probabilidad de internalizacion, nivel de
especificidad de células inmunoldégicas, tipo de célula inmunoldgica dirigida, nivel de maduracion y/o activacion de
célula inmunoldgica y similares. En esta realizacion, los anticuerpos pueden ser anticuerpos mono- o biespecificos
que incluyen un dominio de unién anti-CD40 y un dominio de union frente a un segundo antigeno, por ejemplo,
marcadores de superficie celular para células dendriticas tales como, MHC de clase |, MHC de Clase Il, B7-2, CD18,
CD29, CD31, CD43, CD44, CD45, CD54, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR y/o Dectina-1 y similares;
aunque en algunos casos también con la ausencia de C D2, CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD 19, CD20,
CD56, y/o CD57. Algunos ejemplos de marcadores de s uperficie celular para células presentadoras de antigeno
incluyen, pero no se limitan a, MHC de clase |, MHC de clase Il, CD45, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de
IL-2, receptor de ICAM-1 y/o Fcy. Algunos ejemplos de marcadores de superficie celular para linfocitos T incluyen,
pero no se limitan a, CD3, CD4, CD8, CD 14, CD20, CD11b, CD16, CD45 y HLA-DR.

Algunos antigenos diana en superficies celulares para suministro incluyen los caracteristicos de antigenos tumorales
que por lo general se obtienen a partir de la superficie celular, citoplasma, nucleo, organulos y similares de células
de tejido tumoral. Algunos ejemplos de dianas tumorales para la parte de anticuerpo de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, canceres hematolégicos tales como leucemias y linfomas, tumores neurolégicos tales
como astrocitomas o glioblastomas, melanoma, cancer de mama, cancer de p ulmén, cancer de cabezay cuello,
tumores gastrointestinales, tales como cancer gastrico o de colon, cancer de higado, cancer de pancreas, tumores
genitourinarios tales cancer de cuello uterino, Utero, cancer de ovario, cancer vaginal, cancer testicular, cancer de
préstata o cancer de pene, tumores éseos, tumores vasculares, o canceres del labio, nasofaringe, faringe y cavidad
oral, es6fago, recto, vesicula biliar, arbol biliar, laringe, pulmén y bronquios, vejiga, rifién, cerebro y otras partes del
sistema nervioso, tiroides, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple y leucemia.

Algunos ejemplos de antigenos que se pueden suministrar solos 0 en combinacién con células inmunolégicas para
la presentacion de antigenos usando la presente invencion incluyen proteinas tumorales, por ejemplo, oncogenes
mutados; proteinas virales asociadas con tumores; y mucinas y glicolipidos tumorales. Los antigenos pueden ser
proteinas virales asociadas con tumores que podrian ser las de las clases de virus indicados anteriormente. Ciertos
antigenos pueden ser ¢ aracteristicos de algunos tumores (siendo un s ubconjunto pr oteinas nor malmente no
expresadas por una célula precursora tumoral), o pueden ser una proteina que normalmente se expresa en una
célula precursora tumoral, pero que tiene una caracteristica de mutacién de un tumor. Otros antigenos incluyen
variante o variantes mutantes de |a proteina normal que tiene una actividad o distribucidon subcelular alteradas, por
ejemplo, mutaciones de genes que dan lugar a antigenos tumorales.

Algunos ejemplos no limitantes especificos de antigenos tumorales para su uso en una vacuna de proteina de
fusion anti-CD40 incluyen, por ejemplo, CEA, antigeno e specifico de pr 6stata (PSA), HER-2/neu, BAGE, GAGE,
MAGE 1-4, 6 y 12, MUC (Mucina) (por ejemplo, MUC-1, MUC-2, etc.), ganglidsidos GM2 y GD2, ras, myc, tirosinasa,
MART (antigeno de melanoma), Pmel 17( gp100), secuencia de GnT-V intrén V (secuencia de N-
acetilglucoaminiltransferasa V intron V), Ca psm de Prostata, PRAME (antigeno de melanoma), B-catenina, MUM-1-
B (producto genético mutado ubicuo de melanoma), 1 de GAGE (antigeno de melanoma), MAGE, 2-10 de BAGE
(antigeno de melanoma), c-ERB2 (Her2/neu), D AGE, 1-6 de EBNA (antigeno nuclear del Virus de Epstein-Barr),
gp75, E6y E7 del virus del papiloma humano (HPV), p53, proteina de r esistencia pulmonar (LRP), Bcl-2, Ki-67,
Ciclina B1, gp100, Survivina, y NYESO-1.

Ademas, |a molécula inmunogénica p uede ser un autoantigeno involucrado en el inicio y/o propagacion de una
enfermedad autoinmunitaria, la patologia de la misma se debe en gran parte a la actividad de algunos anticuerpos
especificos para una molécula expresada por el érgano, tejido, o células diana pertinente, por ejemplo, SLE o MG.
En tales enfermedades, puede ser deseable dirigir una respuesta inmunolégica mediada por anticuerpo en curso (es
decir, una de tipo Th2) al autoantigeno relevante hacia una respuesta inmunitaria celular (es decir, una de tipo Th1).
Como al ternativa, pue de s er des eable prevenir | a aparicion de o di sminuir el nivel de una r espuesta de Th2 al
autoantigeno en un sujeto que no tiene, pero deq ues es ospechaqu e es susceptible a, la enfermedad
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autoinmunitaria relevante induciendo de forma profilactica una respuesta de Th1 al autoantigeno apropiado. Algunos
autoantigenos de interés incluyen, pero no se limita: (a) con respecto a SLE, la proteina Smith, ribonucleoproteina
RNP, y las proteinas SS-A y SS-B; y (b) con respecto a MG, el receptor de acetilcolina. Algunos ejemplos de otros
antigenos diversos implicados en uno o mas tipos de respuesta autoinmunitaria incluyen, por ejemplo, hormonas
endogenas tales como hormona luteinizante, hormona estimulante folicular, testosterona, hormona de crecimiento,
prolactina y otras hormonas.

En las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar algunos antigenos involucrados en enfermedades
autoinmunitarias, alergia y rechazo a injerto. P or ejemplo, en | a presente invencion s e pued e usar un antigeno
implicado en una cualquiera o mas de las siguientes enfermedades o trastornos autoinmunitarios: diabetes, diabetes
mellitus, artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriatica), esclerosis
multiple, miastenia gravis, lupus sistémico eritematoso, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluyendo dermatitis atépica
y dermatitis eccematosa), psoriasis, sindrome de Sjogren, incluyendo queratoconjuntivitis seca secundaria al
Sindrome de S jogren, alopecia ar eata, r espuestas al érgicas de bidas a r eacciones d e picaduras de ar tropodos,
enfermedad de Crohn, Ulcera aftosa , iritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, colitis ulcerosa, asma, asma alérgica,
lupus eritematoso cutaneo, esclerodermia, vaginitis, proctitis, erupciones por farmacos, reacciones de reversion de la
lepra, er itema nod oso | eproso, uv eitis aut oinmunitaria, enc efalomielitis al érgica, e ncefalopatia h emorragica
necrotizante aguda, pérdida de audicién neurosensorial progresiva bilateral idiopatica, anemia aplasica, anemia de
glébulos rojos pura, trombocitopenia idiopatica, policondritis, granulomatosis de W egener, hepatitis activa crénica,
sindrome de S tevens-Johnson, es prue i diopatico, | iquen plano, e nfermedad d e C rohn, of talmopatia d e G raves,
sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveitis posterior, y fibrosis pulmonar intersticial. Algunos ejemplos de antigenos
implicados en la enfermedades auto inmunitarias incluyen acido glutamico decarboxilasa 65 (GAD 65), ADN nativo,
proteina basica de mielina, proteina proteolipidica de mielina, componentes del receptor de acetilcolina, tiroglobulina,
y el receptor de la hormona estimulante de tiroides (TSH).

Algunos ejemplos de antigenos implicados en alergia incluyen antigenos de polen, tales como antigenos de polen de
cedro japonés, antigenos de polen de ambrosia, antigenos de polen de césped inglés, antigenos obtenidos a partir
de animales tales como antigenos de los acaros del polvo y antigenos de felino, antigenos de histocompatibilidad, y
penicilina y otros farmacos terapéuticos. Algunos ejemplos de antigenos implicados en el rechazo a injerto incluyen
componentes antigénicos del injerto a t rasplantar en e | receptor del injerto, tales como corazén, pulmoén, higado,
pancreas, rifion, y los componentes de injerto neuronal. El antigeno puede ser un ligando de péptido alterado util en
el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria.

Los expertos e n la materia o bservaran que la s ecuencia de cualquier molécula efectora de proteina ose p uede
alterar de una manera tal que no influye sustancialmente en las ventajas funcionales de |la proteina efectora. Por
ejemplo, por lo general se considera que glicina y alanina se pueden intercambiar al igual que el acido aspartico y el
acido glutamico yla asparagina yla glutamina. Un ex perto en | a materia r econocera que m uchas v ariaciones
diferentes de secuencias efectoras modificaran efectores con aproximadamente la misma actividad que el efector
nativo. La molécula efectora y el anticuerpo se pueden conjugar con medios quimicos o con medios recombinantes
como se ha des crito anteriormente. Algunas modificaciones quimicas incluyen, por ejemplo, derivatizacion parala
finalidad de unir la molécula efectora y el anticuerpo entre si, ya sea directamente o a través de un compuesto de
unién, con métodos que se conocen bien en la técnica de quimica de proteinas. Con los anticuerpos humanizados
de la presente invencion se pueden usar medios de unién tanto covalentes como no covalentes.

El procedimiento para unir una molécula efectora a un anticuerpo variaréd de acuerdo con la estructura quimica del
resto a unir al anticuerpo. Por lo general, algunos polipéptidos contienen una diversidad de grupos funcionales; por
ejemplo, grupos acido c arboxilico (COOH), amina libre (--NH2) o s ulfhidrilo (--SH), que estan di sponibles para
reaccion con un gr upo funcional ad ecuado en un anticuerpo para dar c omo r esultado | a unién de |a molécula
efectora. Como alternativa, el anticuerpo se puede privatizar para exponerse o unirse a grupos funcionales reactivos
adicionales, por ej emplo, mediante u nién d e cualquiera d e un a serie d e moléculas c onectoras t ales como las
disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford Ill.

El c onector es capaz de formar e nlaces covalentes t anto c on el an ticuerpo como con molécula e fectora. Los
expertos en la materia conocen bien algunos conectores adecuados e incluyen, pero no se limitan a, conectores de
carbono de cadena lineal o r amificada, conectores de carbono heterociclicos, o conectores peptidicos. Cuando el
anticuerpo y la molécula efectora son polipéptidos, los conectores se pueden unir a los aminoacidos constituyentes a
través de sus grupos laterales (por ejemplo, a través de una unién con puente disulfuro a cisteina). Sin embargo, en
una r ealizacion preferente, los c onectores s e uniran al os gr upos aminoy c arboxilo del c arbono alfa de | os
aminoacidos terminales.

En algunas circunstancias, es deseable liberar la molécula efectora del anticuerpo cuando el inmunoconjugado ha
alcanzado su sitio diana. Por lo tanto, en e stas circunstancias, algunos inmunoconjugados comprenderan uniones
que se pueden escindir en la proximidad del sitio diana. La escision del conector para liberar la molécula efectora del
anticuerpo se p uede pr ovocar m ediante a ctividad o  condiciones enz imaticas a lasq ues e sometee |
inmunoconjugado ya sea dentro de la célula diana o en la proximidad del sitio dia. Cuando el sitio diana es un tumor,
se puede usar un conector que se pueda e scindir en condiciones presentes en el sitio del tumor (por ejemplo,
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cuando se expone a enzimas asociadas con tumor o pH acido).

Algunas modificaciones quimicas a modo de ejemplo de molécula efectora y el anticuerpo de la presente invencion
también incluyen derivatizacion con polietilenglicol (PEG) para prolongar el tiempo de permanencia en el sistema
circulatorio y reducir la inmunogenicidad, de acuerdo con métodos bien conocidos (véase por ejemplo, Lisi, et al.,
Applied Biochem. 4:19 (1982); Beauchamp, et al., Anal Biochem. 131:25 (1982); y Goodson, et al., Bio/Technology 8:
343 (1990)).

La presente invencién contempla vacunas para su uso en realizaciones de inmunizacion tanto activa como pasiva.
Algunas c omposiciones i nmunogénicas, que s e pr oponen como adecuadas p ara s u uso C Omo unavacuna, se
pueden pr eparar de unam aneram as f acil directamente a par tir de pépt idos es timulantes de | infocitos T
inmunogénicos preparados d e una m anera de svelada en el presente do cumento. E| m aterial de v acunacién se
dializa am pliamente parar etirar moléculas de peso m olecular pe quefio no de seadas y/o liofilizar p ara una
formulacion mas facil en un vehiculo deseado. En cierta realizacion de la presente invencion, las composiciones y
métodos de la presente invencion se usan para fabricar una vacuna celular, por ejemplo, la parte de unién a anti-
CD40 de s uministro de an tigeno d el anticuerpo se us a para dirigir el antigeno o antigenos a una c élula de
presentacion de ant igeno, que a continuacién "carga" el antigeno en proteinas de MHC para presentacion. Por lo
tanto, la vacuna celular es la célula de presentacion de antigeno que se ha cargado usando las composiciones de la
presente invencion para generar células de presentacion de antigeno cargadas con antigeno.

Cuando la vacuna es la propia proteina de unioén anti-CD40, por ejemplo, un anticuerpo completo o fragmentos del
mismo, entonces estos " principios activos" se pueden preparar en vacunas usan los métodos comprendidos en la
técnica, por ej emplo, los do cumentos d e P atente de E stados U nidos n. ® U4.608.251; 4.601.903; 4.599.231;
4.599.230; y 4.578,770. Por lo general, tales vacunas se preparan como agentes inyectables, por ejemplo, como
soluciones o suspensiones liquidas o formas sdlidas adecuadas para volver a suspender en liquido antes de la
inyeccion. La preparacion también se puede emulsionar. El principio inmunogénico activo a menudo se mezcla con
excipientes, que son f armacéuticamente a ceptables y ¢ ompatibles ¢ on el pr incipio a ctivo. Algunos ex cipientes
adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similares y combinaciones de los
mismos. Ademas, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes de humectacion o emulsion, agentes de tamponamiento del pH, o adyuvantes, que aumentan la eficacia de
las vacunas.

Las vacunas se administran de una manera compatible con la formulacién de dosificacién, y en una cantidad de
modo que sea terapéuticamente eficaz e inmunogénica. La cantidad a administrar depende del sujeto a ftratar,
incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para generar una respuesta inmunitaria.
Algunas cantidades precisas de células o principio activo requeridas para su administracion dependen del criterio del
experto. Sin embargo, algunos intervalos de dosificacion adecuados son del orden de unos pocos miles de células
(hasta millones de c élulas) para vacunas c elulares. Para v acunas convencionales d e epitopo o suministrod e
epitopo, entonces la vacuna puede tener varios cientos de microgramos de principio activo por vacunacion. Algunos
regimenes adecuados para administracion inicial y dosis de refuerzo también son variables, pero se simbolizan con
una administracion inicial seguido de inoculaciones posteriores u otras administraciones.

El modo de aplicaciéon puede variar ampliamente, sin embargo, con mayor probabilidad ciertas realizaciones en el
presente documento se administraran por via intravenosa o en el sitio de unt umor o infeccién directamente. En
cualquier caso, se puede aplicar cualquiera de los métodos convencionales para administracion de una vacuna. La
dosificacién de la vacuna dependera de la via de administracion y variara de acuerdo con el tamafio del hospedador.

En muchos casos, sera deseable tener multiples administraciones de la vacuna, por ejemplo, de cuatro a seis
vacunaciones proporcionadas de forma semanal o cada dos semanas. Un régimen de vacunaciéon normal a menudo
se producira en intervalos de dos a doce semanas o en intervalos de tres a seis semanas. Pueden ser deseables
refuerzos periddicos a intervalos de 1-5 afos, normalmente tres afios, para m antener ni veles protectores de la
respuesta inmunitaria o después de una probabilidad de una remisién o nueva infeccién. El curso de la inmunizacién
puede i r seguido de en sayos par a, por ej emplo, activacion de |infocitos T, secreciéon de c itoquinas o i ncluso
produccién de anticuerpos, realizada lo mas habitualmente in vitro. Estos ensayos de respuesta inmunitaria se
conocen bien y s e pueden encontrar en un a gr an diversidad de patentes ycomose ensefiaenel presente
documento. U nav acuna del a pr esente i nvencion se puede pr oporcionaren una o mas "dosis un itarias"
dependiendo de si se usan los vectores de acido nucleico, las proteinas purificadas finales, o la forma de vacuna
final. Se define que la dosis unitaria contiene una cantidad determinada previamente de la composicién terapéutica
calculada para producir las respuestas deseadas en asociacion con su administracion, es decir, la ruta apropiada y
el régimen de tratamiento. La cantidad para administrar, y la ruta y formulaciéon en particular, estan dentro de la
experiencia de los expertos en las técnicas clinicas. El sujeto a t ratar también se puede evaluar, en particular, el
estado del sistema inmunitario del sujeto y la proteccion deseada. La administracion de una dosis unitaria como una
sola inyeccion no es necesaria pero puede incluir infusion continua durante un periodo de tiempo establecido. La
dosis unitaria de | a pr esente i nvencion se puede describir d e f orma c onveniente en t érminos de ADN/kg (o
proteina/Kg) de peso corporal, con intervalos entre aproximadamente 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,5, 1, 10, 50, 100,
1.000 o mas mg/ADN o proteina/kg de peso corporal que se administran.
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De forma analoga, la cantidad de vacuna de antigeno anti-CD40 suministrada puede variar de aproximadamente 0,2
a aproximadamente 8,0 mg/kg de peso corporal. Por lo tanto, en realizaciones en particular, 0,4 mg, 0,5 mg, 0,8 mg,
1,0 mg, 1,5 mg, 2,0 mg, 2,5 mg, 3,0 mg, 4,0 mg, 5,0 mg, 5,5mg, 6,0 mg, 6,5mg, 7,0 mg y 7,5 mg de la vacuna se
pueden suministrar a un individuo in vivo. La dosificacidon de la vacuna a administrar dependen una gran medida del
peso y la condicién fisica del sujeto que se esta tratando asi como de la via de administracion y la frecuencia del
tratamiento. Una composicion farmacéutica que incluye un polinucleétido desnudo unido previamente a un vector de
suministro liposomal o viral se puede administrar en cantidades que varian de 1 ug a 1 mg de polinucleétido con
respecto a de 1 ug a 100 mg de proteina. Por lo tanto, algunas composiciones en particular pueden incluir entre
aproximadamente 1 ug,5 pg,10pug, 20 g, 30 ug, 40 g, 50 ug, 60 g, 70 ug, 80 ug, 100 ug, 150 g, 200 ug,
250 pg, 50 0 ug, 60 0 pg, 700 ug, 800 pg, 90 0 ug o 1.000 ug de polinucledtido o pr oteina que se une de forma
independiente a 1 pg, 5 ug, 10 pg, 20 ug, 30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 ug,
500 pg, 600 pg, 700 pg, 800 pg, 900 pg, 1 mg, 1.5 mg, 5 mg, 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg,
80 mg, 90 mg o 100 mg de vector.

Algunos anticuerpos de la presente invencion se pueden unir opcionalmente preforma covalente o no covalente a
una etiqueta detectable. Algunas etiquetas detectables para un uso de este tipo incluyen cualquier composicion
detectable con m étodos espectrosctopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, Opticos o
quimicos. Algunas etiquetas Utiles en la presente invencién incluyen perlas magnéticas (por ejemplo, DYNABEADS),
colorantes fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina, proteina fluorescente de
color verde, y similares), radioetiquetas (por ejemplo, H, 11, %5, YC, o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina y otras usadas comunmente en un ELISA), y etiquetas colorimétricas tales como
oro coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreadas (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

Los expertos con experiencia en la materia conocen bien algunos métodos para detectar tales etiquetas. Por lo
tanto, por ejemplo, algunas radioetiquetas se pueden detectar usando pelicula fotografica o contadores de centelleo,
algunos marcadores fluorescentes se pueden detectar usando un fotodetector para detectar iluminacién emitida.
Algunas etiquetas enzimaticas por lo general se detectan proporcionando la enzima con un sustrato y detectando el
producto de r eaccion producido por la accion de | a enzima en el sustrato, y algunas etiquetas colorimétricas se
detectan simplemente visualizando la etiqueta coloreada.

Las composiciones de anticuerpo y/o inmunoconjugado de la presente invencién son particularmente utiles para
administracion parenteral, tal como administracion intravenosa o administracion en una cavidad corporal. Las
composiciones para ad ministracion normalmente comprenderan una solucién del anticuerpo y/o inmunoconjugado
disuelto en un v ehiculo farmacéuticamente ac eptable, preferentemente un vehiculo acuoso. Se puede usaruna
diversidad de vehiculos acuosos, por ejemplo, solucién salina tamponada y similares. Estas soluciones son estériles
y porlogener allibres de material nod eseado. E stas c omposiciones s e pu eden esterilizar cont écnicas d e
esterilizacién bi en ¢ onocidas, ¢ onvencionales. E stas composiciones pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables si fuera necesario para aproximar las condiciones fisiolégicas tales como ajuste del
pH y agentes de tamponamiento, agentes para ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato sédico, cloruro
sédico, cloruro potasico, cloruro calcico, lactato sédico y similares. La concentracidon de proteina de fusion en estas
formulaciones puede v ariar a mpliamente, y s e s eleccionara pr incipalmente basandose en v olimenes de fluido,
viscosidad es, peso corporal y similares de acuerdo con el modo de administracidon en particular seleccionado y las
necesidades del paciente.

Por| ot anto, una c omposicion de inmunoconjugado f armacéutico hab itual del a pr esente invencion para
administracion i ntravenosa seria de apr oximadamente 0 ,1 a 10 mg por pa ciente a | dia. Se puedenus ar
dosificaciones de 0,1 hasta aproximadamente 100 mg por paciente al dia. Algunos métodos reales para preparar
composiciones que s e pued en adm inistrar s eran ¢ onocidos o ev identes para |l os ex pertos en| a materia yse
describen con mas detalle en publicaciones tales como REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE, 192 ED.,
Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1995).

Las composiciones de la presente invencidon se pueden administrar para tratamientos terapéuticos. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una enfermedad, en una c andida
suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada
para conseguir esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Algunas cantidades eficaces para este uso
dependeran de la gravedad de la enfermedad que el estado general de la salud del paciente. Una cantidad eficaz del
compuesto es la que proporciona un alivio subjetivo de un sintoma(s) o una mejora que se puede identificar de forma
objetiva tal como lo indica el médico u otro observador cualificado.

Las administraciones individuales o multiples de las composiciones se administran dependiendo de la dosificacion y
la f recuencia s i f uera n ecesarioy son t oleradas por el pac iente. en cualquier c aso, | a ¢ omposicion deber ia
proporcionar una candida suficiente de las proteinas de la presente invencién para tratar de forma eficaz al paciente.
Preferentemente, | a dosificacion se administra una vez pero s e p uede aplicar de f orma periddica hasta que se
consigue un resultado terapéutico o hasta que los efectos secundarios garantizan la interrupcién de la terapia. Por lo
general, | a d osis es suficiente par a t ratar m ejorar sintomas o s ignos d e enf ermedad s in producir t oxicidad
inaceptable al paciente.
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Algunas f ormulaciones parenterales d e | iberacion c ontrolada que | as ¢c omposiciones d e i nmunoconjugado de la
presente invencion se pueden preparar como implantes, inyecciones oleosas, 0 como sistemas de particulas. Para
una amplia v isién de c onjunto d e sistemas d e s uministro de proteinas veéase, B anga, A. J., T HERAPEUTIC
PEPTIDES AND PROTEINS: FORMULATION, PROCESSING, AND DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing
Company, | nc. Lancaster, P a., ( 1995). Algunos s istemas de par ticulas incluyen microesferas, microparticulas,
microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas, y nanoparticulas. Algunas microcapsulas contienen la proteina
terapéutica como un nucleo central. En las microesferas, el agente terapéutico se dispersa a través de la particula.
Las particulas, microesferas, y microcapsulas con un tamafio inferior a aproximadamente 1 uym por lo general se
denominan nanoparticulas, nanoesferas, y nanocapsulas, respectivamente. Algunos capilares tienen un diametro de
aproximadamente 5 um de modo que solamente |as nanoparticulas se administran por via intravenosa. Algunas
microparticulas por lo general tienen un diametro de aproximadamente 100 um y se administran por via subcutanea
0 por via intramuscular.

Se pueden usar polimeros para liberacion controlada por id6n de composiciones de inmunoconjugado de la presente
invencion. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para su uso en
administracion farmacoldgica controlada (Langer, R., Accounts Chem. Res. 26: 537-542 (1993)). Por ejemplo, el
copolimero en bloque, poloxamer 407® existe como un liquido viscoso aunque movil a bajas temperaturas pero
forma un g el semisdlido a t emperatura corporal, la hidroxiapatita, que se ha u sado como un microvehiculo para
liberacion controlada de proteinas y/o liposomas, se puede usar para liberaciéon controlada asi como para direccién
del farmaco del farmaco en forma de c apsulas lipidicas. Se conocen numerosos sistemas adicionales para
administracidon controlada de pr oteinas t erapéuticas. Véanse, por e jemplo, los do cumentos de P at. d e E stados
Unidos n.®® 5.055.303, 5.188.837, 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 4.957.735 y 5.019.369, 5.055.303; 5.514.670;
5.413.797; 5.268.164; 5.004.697; 4.902.505; 5.506.206, 5.271.961; 5.254.342 y 5.534.496.

Entre los diversos usos de los anticuerpos de la divulgacién se incluyen una diversidad de patologias causadas por
células humanas es pecificas. Por ejemplo, para una versién humanizada del anticuerpo anti-CD40_12E12.3F3 de
ratén (n.° de Registro en la ATCC PTA-9854), anti-CD40_12B4.2C10 (n.° de Depdsito HS446, n.° de Registro en la
ATCC _), and anti-CD40_11B6.1C3 (n.° de Depdsito HS440, n.° de Registro en la ATCC _), anticuerpos desvelados
en el presente documento, una aplicacion para anticuerpos es el tratamiento, puesta en contacto, formacién de
imagenes, activacion o desactivacion de células que expresan CD40.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona kits para el suministro de antigenos, por ejemplo, CD40 o un
fragmento inmunorreactivo del mismo, conjugados o en forma de una proteina de fusiéon con uno o mas epitopos de
linfocitos T o linfocitos B. Una "muestra biolégica", como se usa en el presente documento, es una muestra de tejido
o fluido bioldgico que contiene el antigeno. Las muestras de este tipo incluyen, pero no se limitan a, tejido de biopsia,
sangre, y c élulas s anguineas (por ej emplo, gldbulos bl ancos). Preferentemente, las células s on | infocitos, por
ejemplo, células dendriticas. Las muestras bioldgicas también incluyen secciones de tejidos, tales como secciones
congeladas tomadas para fines hi stolégicos. Una m uestra biolégica por |o general se obtiene de un organismo
eucariota pluricelular, preferentemente un m amifero tal como rata, ratén, vaca, perro, cobaya, o conejo, y mas
preferentemente un primate, tal como un macaco, chimpancé, o ser humano. Mas preferentemente, la muestra es de
un ser humano. Los anticuerpos de la invencion también se pueden usar in vivo, por ejemplo, como una herramienta
de diagnéstico para formacion de imagenes in vivo.

Algunos kits por lo general comprenderan una secuencia de acidos nucleicos que codifica un anticuerpo de la
presente invencion (o fragmento del mismo) con una o mas partes de armazén o multiples sitios de clonacion en el
extremo carboxi-terminal en el que se pueden insertar las secuencias de codificacién para uno o mas antigenos. En
algunas realizaciones de la divulgacion, el anticuerpo sera un fragmento de Fv anti-CD40 humanizado, tal como un
fragmento de scFv o dsFv. Ademas los kits por lo general incluiran materiales con instrucciones que desvelan
métodos para uso de un anticuerpo de la presente invencién (por ejemplo, para su carga en células de ndriticas
antes de inmunizacién con las células dendriticas, que pueden ser células dendriticas autélogas). Los kits también
pueden incluir componentes adicionales para facilitar la aplicacidon en p articular para la que se disefia el kit. Por lo
tanto, por e jemplo, el kit ademas pued e c ontener m étodos pa ra det ectar la et iqueta (por ej emplo, sustratos
enzimaticos par a et iquetas enzimaticas, conjuntos de filtros p ara d etectar et iquetas f luorescentes, etiquetas
secundarias apropiadas tales como HRP anti-ratén de ov eja, o similares). Los kits pueden i ncluir a dicionalmente
tampones u otros reactivos usados de forma rutinaria para la practica de un método en particular. Los kits de este
tipo y contenidos apropiados son bien conocidos por los expertos en la materia.

En otro conjunto de usos para la invencion, los anticuerpos dirigidos por anticuerpos de la invencidon se pueden usar
para e liminar células dirigidas a par tir d e una poblacion de ¢ élulas e n ¢ ultivo. Por ej emplo, si una pobl acién
especifica de linfocitos T es preferente, los anticuerpos de la presente invenciéon se pueden usar para enriquecer una
poblaciéon de linfocitos T que tenga el efecto o puesto de la respuesta inmune en curso. Por lo tanto, por ejemplo, las
células cultivadas a partir de un paciente con un cancer se pueden eliminar de células cancerosas proporcionando al
paciente células dendriticas que se cargaron con antigeno usando los anticuerpos de la invencién como un resto de
direccién par a | os a ntigenos que d esencadenaran u na r espuesta i nmune frente al cancer, virus u otro age nte
patégeno. De forma analoga, los anticuerpos se pueden usar para aumentar la poblacion de linfocitos T reguladores
o dirigir | a respuesta inmune hacia o alejarla d e una r espuesta de linfocitos T citotdxicos o incluso dirigir una
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respuesta de linfocitos B.
anti-CD40_12E12.3F3

anti-CD40_12E12.3F3_H-V-hlgG4H-C - la regidn subrayada muestra la secuencia de aminoacidos de la
region V de la cadena Pesada:

anti-CD40_12E12.3F3_K-V-hlgGK-C - la region subrayada muestra la secuencia de aminoacidos de la region V
de la cadena Ligera

anti-CD40_12B4.2C10

Cadena Pesada de anti-CD40_12B4.2C10:

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10:

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10 - clon alternativo (17K6)

anti-CD40_11B6.1C3
Cadena Pesada de anti-CD40_11B6.1C3:

MGWSWIFLFLLSGTAGVLSEVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVKQSHVKSLE
WIGRINPYNGATSYNQNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCAREDYVYWGQGTTLT
VSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPYTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQKGEFY
(SEQID No.: 6)
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Cadena Ligera de anti-CD40_11B6.1C3:

5 [anti-CD40_12E12.3F3_H-V-hilgG4H-C] - la region subrayada muestra la secuencia de aminoacidos de la
region V de la cadena Pesada:

10 [anti-CD40_12E12.3F3_K-V-hlgGK-C] - la regi6on subrayada muestra la secuencia de la region V de cadena
Ligera
15 Cadena pesada de anti-CD40_12B4.2C10_H-V-hlgG4H-C

ATGGAATGOAGTTGGATATITCTCTTTCTTCTGTCAGGAACTGCAGGTGTCCACTCTGAGGTCCA
GCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCT
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TCTGGATACACATTCACTGACTATGTTTTGCACTGGGTGAAACAGAAGCCTGGGCAGGGCCTTG
AGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTACTAAGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAA
GGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGACCTCT
GAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGGGGCTATCCGGCCTACTCTGGGTATGCTATGGACT
ACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCAC CGTCTCCTCAGCCAAAACGAAGGGCCCATCCGTCTTCCC
CCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCT
TCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGOGTGGTGACCGTGCCCTCCAGC
AGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCGAAGGGG
GACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGT
GGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTA
CCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAG
CCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTC
AGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
TCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCG
TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAAGC
TAGCTGA (SEQ 1D NO.: 10}

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10_K-V-hlgGK-C (variante 1)

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10_K-V-hlgGK-C (Variante 2)

Cadena pesada de anti-CD40_11B6.1C3_H-V-hlgG4H-C
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Cadena Ligera de anti-CD40_11B6.1C3_K-V-hlgGK-C

Ejemplo 1: Anti-CD40 - vacuna de péptidos del VIH

Se s eleccionaron cinco s ecuencias ¢ on u na | ongitud de 19 a 32 aminoacidos a p artir de una m ultiplicidad d e
epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) identificados en las proteinas HIV-1 Nef, Gag y Env en el contexto de
diferentes moléculas de la clase | de MHC. Se ha informado que algunas respuestas de CTL se pueden inducir de
forma eficaz mediante vacunas lipopeptidicas en ratones, en primates, y en seres humanos. Los cinco péptidos del
VIH se modificaron a continuaciéon en posicion C-terminal mediante un grupo (Palm)-NH> y las cinco s ecuencias
peptidicas d el V IH se ha n d escrito bien enla bibliografia c ientifica [por e jemplo, Characterization o f a m ulti-
lipopeptides mixture used as an HIV-1 vaccine candidate (1999) Klinguer et al., Vaccine, Volumen 18, 259-267] y en
una solicitud de patentes [Cytotoxic T lymphocyte-inducing lipopeptides and use as vaccines. Gras-Masse H. et al.,
documento de Patente n.° EP0491628 (1992-06-24); documento US 5871746 (16-02-1999)].

Una vacuna para el VIH muy des eable deberia e star formada por anticuerpo receptor de células anti-dendriticas
recombinante f usionado con los p éptidos del V IH m encionados ant eriormente. L a pr esente di vulgacién incluye
composiciones y métodos para producir de forma eficaz proteinas y vacunas para el VIH.

Las secuencias que se muestran a continuacidon son las secuencias de aminoacidos de |os cinco péptidos del VIH
seleccionados y las posiciones de los aminoacidos dentro de cada proteina del VIH estan entre paréntesis.

Nef (66-97) es: VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL (SEQ ID NO: 16)

Nef (116-145) es: HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL (SEQ ID NO: 17)

Gag p17 (17-35) es: EKIRLRPGGKKKYKLKHIV (SEQ ID NO: 18)

Gag p17-p24 (253-284) es: NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD (SEQ ID NO: 19)
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Pol 325-355 (RT 158-188) es: AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY (SEQ ID NO: 20).

La presente divulgacion incluye composiciones y métodos para ensamblar construcciones que codifican péptidos del
VIH y secuencias conectoras Flexibles. Los vectores de expresion de cadena Pesada por lo general tienen un sitio
Nhe | [g|ctagc] adjunto al coddén del resto C-terminal de la cadena Pesada, o [para vectores flex- v1] al codon C-
terminal de la secuencia flex-v1. Las secuencias conectoras flexibles o secuencias de p éptidos del VIH tienen un
sitio Spe | [a|ctagt] que precede al conector flexible N-terminal o al codén del péptido del VIH, un sitio Nhe | adjunto
al conector flexible C-terminal o coddn del péptido del VIH, seguido de un codén de parada de TGA, seguido de un
sitio Eco R, seguido de un sitio Not I. Tales fragmentos de conector flexible o péptido del VIH Spe | - Not| se
insertan en el vector de | a cadena Pesada preparara con la digestion de Nhel - Notl. Nhe |l y Spe | son sitios
compatibles, pero cuando se ligan [g|ctagt] ya nunca més en su sitio Nhe | o Spe |. Por lo tanto, algunos fragmentos
adicionales de conector flexible Spe | - Not | o de péptido del VIH se pueden insertar en el nuevo intervalo de Nhe | -
Not | distal al conector flexible o péptido del VIH inicial. De este modo, las cadenas del péptido del VIH y/o regiones
codificantes de | c onector flexible se p ueden ad juntar a laregién que codificala c adena P esada d el vector de
expresion.

La Fig. 1 muestra anticuerpos recombinantes de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversos péptidos del
VIH (calles 1 a 5) secretados a partir de células 293F transfectadas, analizados mediante SDS-PAGE de reduccion y
tincion con Azul Brillante de Coomassie. La Fig. 2 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia
la pr oteina A f usionados c on di versos p éptidos de | VIH (Lanes 1y 2) secretadosa partirde c élulas 293 F
transfectadas, a c ontinuacion anal izados m ediante S DS-PAGE de r educcion y tincion ¢ on A zul B rillante de
Coomassie. La Fig. 3 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteina A fusionados con
diversas cadenas de péptidos de VIH (Calles 1 a 5) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuacion
analizados mediante SDS-PAGE de reduccion y tincion con Azul Brillante de Coomassie. La F ig. 4 muestra
anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteina A fusionados con diversas cadenas de péptidos
de VIH (Calles 1 a 6) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuacidon analizados mediante SDS-
PAGE de reduccion y tincion con Azul Brillante de Coomassie.

Ejemplo 2. Vacuna de péptidos del VIH — biologia de direccion de antigeno in vitro

Ensayos de vacuna de péptidos del VIH anti-CD40.LIPO5 en pacientes con VIH in vitro. Para estudiar la capacidad
del anticuerpo recombinante de fusién del péptido del VIH aCD40.LIPO5 (rAb de aCD40.LIPOS) para mediar la
presentacion del antigeno, el rAb de fusién se afadié a células sanguineas de individuos infectados por VIHy se
midioé la produccién de citoquinas a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

La Fig. 5 describe el protocolo usado in vitro para someter a ensayo la potencia del anticuerpo recombinante de
fusion del péptido del VIH aCD40.LIPO5 (rAb de aCD40.LIPO5) para pr ovocar | a e xpansiéon de | infocitos T
especificos d e antigeno en el contexto de un cultivo de PBMC. En resumen, las PBMC (2 x 10° células/ml) de
aféresis de pacientes con VIH se incuban con un intervalo de dosis de vacuna de Péptido del VIH aCD40.LIPO5. En
el dia 2, se afiaden 100 U/ml de IL-2 al cultivo y a continuacion, el medio se repone cada 2 dias con 100 U/ml de IL-
2. En el dia 10, las células expandidas se estimulan durante 48 h con los péptidos largos individuales
correspondiendo a las 5 secuencias de péptidos del VIH incorporadas en el rAb de fusion de pé ptidos del VIH
aCD40.LIPO5. A c ontinuacion, | os sobrenadantes de | ¢ ultivo s e cosechany s e ev aluan par a pr oduccion de
citoquinas (con los linfocitos T con es pecificidades de receptor de linfocitos T [TCR] para secuencias peptidicas)
usando ensayo de perlas Multiplex (Luminex). La produccién de citoquinas especificas de antigeno detectadlas en
un ensayo de este tipo, si dependiera de la presencia de la vacuna de Péptido del VIH anti-CD40.LIPOS5, refleja la
absorcion de v acuna por células de presentacion de a ntigeno [APC] en el cultivo, y procesamiento [degradacion
proteolitica] y presentacion de péptidos en MHC. Los complejos de antigeno-MHC son reconocidos por los linfocitos
T con TCR que reconocen solamente el complejo de antigeno del VIH-MHC en particular. En un paciente con VIH,
es probable que las células de este tipo sean linfocitos T de memoria que se expanden en el paciente como
respuesta a la infeccién por el VIH.

Los epitopos de las 5 regiones de péptidos del VIH de la vacuna se pueden presentar por las APC. El esquema en la
Fig. 5 se us 6 para someter a ensayo la expansion in vitro de linfocitos T especificos de p éptido del VIH como
respuesta a vacuna peptidica anti-CD40.LIPO5. Los resultados de 7 individuos se muestran en la Fig. 6 e indican
que el rAb de fusion de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 provocaba respuestas del IFNy especificas de péptidos del
VIH en todos los pacientes estudiados. Por lo tanto, the el rAb de fusién de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 permite
que las DC cruzadas presentan al menos 1 o0 2 péptidos diferentes con respecto a los 5 péptidos dentro de la vacuna
para los linfocitos T de cada individuo. Sin embargo, el conjunto de péptidos del VIH que estimulaba la produccion de
IFNy era diferente para cada paciente - lo que mas probablemente refleja diferentes combinaciones de linfocitos T de
memoria a la especificidad del VIH.

La Fig. 6A-C muestra la produccion de IFNy especifica de péptido del VIH en las PBMC de pacientes con VIH

incubados con diversas concentraciones de vacuna de cadena peptidica anti-CD40.LIPO5. C es el grupo de control,
que no recibid vacuna, y define la respuesta del valor inicial del cultivo a cada péptido.
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La Fig. 7 es un resumen de respuestas de vacuna peptidica aCD40.LIPO5 frente a las 5 regiones peptidica es de 8
pacientes con VIH. Los datos se basan en | a produccion de IFNy especifica d e péptido. La F ig. 7 muestra las
respuestas e specificas de a ntigeno obs ervadas en 8 pacientes con V IH. Los d atos dem uestran que t odas | as
regiones peptidica es del VIH en la vacuna tienen |a capacidad de ser procesadas y presentadas a linfocitos T -
suponiendo la situacion probable que las respuestas a estos péptidos solamente se observaran si estan presentes
las células portadoras de TCR apropiadas. Por lo tanto, cada paciente tiene un espectro caracteristico de células de
este tipo.

La vacuna peptidica aCD40.LIPO5 puede provocar la proliferacion de linfocitos T especificos de antigeno capaces
de secretar un amplio espectro de citoquinas.

La Fig. 8A-C muestra que vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPOS5 provoca expansién de linfocitos T especificos de
péptidos del VIH capaces de secretar multiples citoquinas - una caracteristica deseable en una vacuna. En la Fig.
8A-C, la vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 provocar respuestas especificas de péptidos gag253, nef66, nef116
y pol325 caracterizadas por la produccién de multiples citoquinas. Se trata del paciente A5.

Vacunacion con péptido del VIH anti-CD40.LIPO5 HIV de las DC ex vivo.

La Fig. 9 muestra el protocolo para s ometera ensayo una vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 parasu
capacidad para dirigir la expansién de | infocitos T es pecificos de ant igeno dando como resultado una ab sorcion
dirigida por las DC y presentacion d e e pitopos pe ptidicos en su complejo MHC de s uperficie. En resumen, los
monocitos de paciente con VIH se diferencian en las DC mediante cultivo durante 2 dias con IFNa y GM-CSF. A
continuacion, se afiaden diferentes dosis de vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 o una mezcla de los 5 péptidos
durante 18 h. Los linfocitos T autdlogos se afadieron al cocultivo (a una proporcion de 1:20) en el dia 3. En el dia 5,
se afiaden 100 U/ml de IL-2 al cultivo y a continuacion, el medio se repone cada 2 dias con 100 U/ml de IL-2. En el
dia 10, las células expandidas se vuelven a estimular durante 48 h con los vestidos largos individuales
correspondiendo a las 5 secuencias de péptidos del VIH incorporadas en el r Ab de fusion de pé ptidos del VIH
aCD40.LIPOS. A c ontinuacion, | os sobrenadantes de | ¢ ultivo s e cosechany s e ev altan par a pr oduccion de
citoquinas usando Luminex.

La Fig. 10A-B muestra la secrecién de citoquinas como respuesta a péptidos del VIH a partir de cocultivos de células
DC-linfocitos T tratados con diversas dosis de vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5. Se trata del paciente A10.
Los resultados en el paciente A10 mostrados en la Fig. 10A-B demuestran la expansion de linfocitos T especificos
de antigeno que corresponden a epitopos dentro de las regiones de péptidos del VIH gag17, gag253, y pol325. En la
mayoria de los casos, esto esta de acuerdo con respuestas entre vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 y vacuna
no LIPO5 [mezcla de 5 péptidos del VIH no lipidados consecuencias corresponden a las de la vacuna de péptidos
del VIH aCD40.LIPO5]. Por lo tanto, la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 funciona bien en este entorno in
vitro cuando las DC cultivadas se procesan de forma eficaz y presentan los antigenos del VIH a linfocitos T. Esto es
un ejemplo de uso de la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 para vacunacién ex vivo, con lo que | as 'DC
vacunadas’ se deberian crioconservar para futura reinyeccion en el mismo paciente.

Vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 — posible efecto inmunitario de las regiones conectoras flexibles. Es posible
que en las secuencias conectoras flexibles que intercalan las secuencias de péptidos del VIH dentro de la vacuna de
péptidos del VIH aCD40.LIPO5 por si mismas contengan epitopos de linfocitos T. La F ig. 11A-B muestra que el
paciente A4 no parece que tenga una combinacién significativa de linfocitos T de memoria con especificidades con
respecto a las cinco secuencias conectoras flexibles dentro de la vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5. En la Fig.
11A-B, las PBMC del paciente A4 tratado con la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 provocan la expansion
de linfocitos T e specificos de antigeno con especificidad hacia | a region gag253, pero no h acia | as s ecuencias
conectoras flexibles. Se usé el protocolo de scritoe nla Fig. 9, con los p éptidos | argos del ¢ onector flexible
correspondientes en secuencia a las zonas en letra negrita, los péptidos del VIH estan en - letra negrita-cursiva,
mostrado en la secuencia que sigue a continuacion.

La secuencia de ¢ adena pesada de | a vacuna peptidica del VIH aCD40.LIPO5 muestra las regiones c onectoras

flexibles en letra negrita, las secuencias de unién subrayadas y regiones del péptido del VIH sombreadas en letra
negrita y cursiva.
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QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSR
LTISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVF
PLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK VSNKGL
PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYXTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASOTPTNTISVTPTN
NSTPTNNSNPKPNPASEKIRLRPGGKKK YKLKHIVASSSYSPTTSVHPTPTSYPPTPTKSSPASNPPI
PVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDASPTSTPADSSTITPTATPTATPTIKGASHTQG YFPDWQN
YTPGPGVRYPLTFGWLYKLASTVTPTATATPSAIVTTITPTATTKPASVGFPYTPOVPLRPMTYKAA
VDLSHFLKEKGGLASTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAASAIFOSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQ
¥MDDLYAS. (SEQ ID NO.:21).

En la Fig. 12A, las PBMC del paciente A3 tratado con la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 provocan la
expansioén de linfocitos T especificos de antigeno con especificidades hacia las regiones gag253, nef66, y nef116,
pero no hacia las secuencias conectoras flexibles. Se uso el protocolo descrito en la Fig. 1 se uso, con los péptidos
largos del conector flexible correspondientes en secuencia a las zonas en letra negrita mostrados en la Fig. 8.

Las Fig. 12B-1y 12B-2 muestran respuestas de linfocitos T especificas de antigeno de VIH provocadas a partir de
las PBMC del paciente A17 con VIH incubadas con 30 nM de tres vacunas diferentes de direcciéon de DC del péptido
HIV5. Las células se c ultivaron durante 10 dias con IL-2 y a continuacion s e estimularon c ompetitivos | argos
individuales correspondientes a las 5 secuencias de péptidos del VIH incluidas dentro de las vacunas de direccion de
DC. Después de 1 h, se afiadié brefeldina A y la incubacién continué durante un periodo adicional de 5 horas antes
de tincion para analisis de FACS. Las representaciones de FACS muestran tincion de IFNg y CD8 en linfocitos T
CD3". Los circulos indican e xpansién provocada por v acuna s ignificativa de células IFNg" en comparacién con
células de las PBMC cultivadas sin vacuna. Las células CD8" son linfocitos T CD4". Los datos muestran que esa
vacuna anti-CD40.HIV5pep provocaba una expansion fuerte de linfocitos T CD8" especificos de nef66 (N66) que no
se observa con los otros vehiculos de direccién de DC.

Se trata de d atos basados en la cadena de p éptidos del VIH LIPO5. Por ejemplo, la cadena Pesada anti-CD40 es
anti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-Pep-gag17-f1-gag253-f2-nef116-f3-nef66-f4-pol 158] con la
secuencia:

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDY WGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPL
APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYYVDVS
QEDPEVQFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTYLHQDWLNGKEYKCK VSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVIPTNNSTP
TNNSNPKPNPASEKIRLRPGGKKKYKLKHIVASSSVSPTTSVHPTPTSYPPTPTKSSPASNPPIPVGENY
KRWIILGLNKIVRMYSPTSILDASPTSTPADSSTITPTATPTATPTIKGASHTQGYFPDWQNYTPGPGY
RYPLTFGWLYKLASTVTPTATATPSAIVTTITPTATTKPASYGFPVTPOQVPLRPMTYKAAVDLSHFLK
EKGGLASTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAASAIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY AS
(SEQ ID NO.: 22),

La Fig. 12C-1 y 12C-2 es un estudio similar al que se muestra en la Fig. 12B, excepto en que las PBMC son de un
paciente con VIH diferente (A2). Los datos muestran respuestas de linfocitos T CD4" y CD8" especificos de antigeno
provocadas por anti-CD40.HIV5pep pero no por las otras vacunas de di reccion de D C, o por una mezclade los
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propios péptidos.

La Fig. 12D muestra que, basandose en el analisis de 15 respuestas de péptidos del VIH diferentes [5 regiones de
péptidos de las que se toman muestras en 3 pacientes], la vacuna anti-CD40.HIV5pep es claramente superior a la
mezcla de anti-DCIR.HIV5pep, anti-LOX-1.HIV5pep y no LIPOS para provocar un amplio intervalo de respuestas de
los linfocitos T CD8" y CD4" especificas de Péptido del VIH.

La inmunogenicidad de las secuencias conectoras flexibles es de preocupacion para el disefio de la vacuna de
péptidos del VIH aCD40.LIPO5. Los conjuntos de datos limitados mostrados anteriormente, ensayo de recuerdo de
linfocitos T con especificidades para epitopos dentro de las secuencias conectoras flexibles, sugiere que el repertorio
humano frente a estas secuencias es variable. Ademas, la capacidad de estas secuencias para prepara respuestas
de novo ésta sin someter al ensayo. Algunas respuestas hacia la vacuna de péptidos del VIH aCD40.LIPO5 en
monos se pueden someter a ensayo usando la presente divulgacion. Siera necesario, ciertos epitopos menos
deseables dentro de estas regiones se pueden identificar con una combinaciéon de métodos informaticos predictivos
y barridos de es timulacion de péptidos, y a continuacion s e pue den el iminar mediante i ntroduccién de c ambios
mutacionales que anulan la interaccién de TCR.

Un anticuerpo humanizado de la divulgacioén incluye la regién variable de cadena pesada (V) y una regién variable
de cadena ligera (V.), en el que las regiones marco conservadas de las regiones variables de cadena pesada y
cadena ligeras on deunant icuerpo humano dona nte, yenel quel asr egionesdet erminantesd el a
complementariedad de cadena ligera (CDR) tienen una identidad de al menos un 80 %, 90 %, 95 % o superior con la
CDR1L que tiene la secuencia de am inoacidos SASQGISNYLN (SEQ ID NO: 41), laregién CDR2. que tiene la
secuencia de aminoacidos YTSILHS (SEQ ID NO: 23) y la regién CDR3_ que tiene la secuencia de aminoacidos
QQFNKLPPT (SEQ ID NO: 23); y en el que las regiones determinantes de la complementariedad de cadena pesada
comprenden una identidad de al menos un 80 %, 90 %, 95 % o superior con respecto a la CDR1y, CDR2yy CDR34,
teniendo la region CDR1y la secuencia de aminoacidos GFTFSDYYMY (SEQ ID NO: 24), teniendo la region CDR2y
la secuencia de aminoacidos YINSGGGSTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 25), y teniendo la region CDR34 la secuencia
de amino4cidos RGLPFHAMDY (SEQ ID NO: 26). Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede comprender un
armazoén de V0L que tenga una identidad de al menos un 95 % con el armazén de las SEQ ID NOS.:2,4,507 yun
armazén de VH que tenga una identidad de al menos un 95 % con el armazén de la SEQ ID NO: 1, 3 0 6. En otro
aspecto, las secuencias de CDR donantes son de anti-CD40_11B6.1C3 o combinaciones de sus cadenas pesadas o
ligeras, y/o sus regiones variables y ademas, en las que el anticuerpo o fragmento del mismo se une de f orma
especifica a CD40.

Ejemplo 3. Identificacion sistematica de antigeno especifico de préstata (PSA), Ciclina D1, MART-1, nucleoproteina
del virus de la gripe (NP) y subunidad HA1 de hemaglutinina del virus de la gripe (H1N1, PR8) y péptido.

Internalizacion de mAb anti-CD40. 1 x 10° DC de IL-4 se incubaron durante 1 h en hielo con 3 mg/ml de gamma
globulina humana en PBS que contenia BSA al 3 % para bloguear la unién no es pecifica. Las células se pulsaron
durante 30 minutos en hielo con mAb anti-CD40 etiquetado con Alexa 568 (todo a 20 ng/ml de concentracion final en
bloque no especifico). A continuacion, las células se lavaron y se permitié la internalizacion de anticuerpos unidos a
superficie durante diferentes periodos de tiempo, entre 0 y 90 minutos, a 37 °C. Después de la internalizacién, las
células se lavaron dos veces con PBS enfriado con hielo que contenia BSA al 1 % y azida sddica al 0,05 % (PBA) y
se fijaron en metanol al 1 % enfriado con hielo - sin formaldehido (MFF) en PBS durante una noche a 4 °C. Las
células se permeabilizaron en PBS al 3 % BSA que contenia saponina al 0,5 % (PBAS) durante 20 minutos a 4 °C, y
se transfirieron a una placa de microtitulacién de polipropileno de fondo redondo de 96 pocillos. Después de lavar
dos veces con PBAS enfriado con hielo, las células se incubaron durante 1 h en hielo con 3 mg/ml de gamma
globulina humana en PBAS. BODIPY-faloaloidina diluido en PBAS y se incubé con células durante 1 hora en hielo.
Las células se tifieron adicionalmente con TOPRO-II, como una contratinciéon nuclear. Se formaron imagenes de los
portaobjetos en un m icroscopio confocal Leica S P1. Células. Los anticuerpos monoclonales para tincion de
superficie ¢ elular se adqu irieron en BD B iosciences (C A). Los m onocitos (1 x 106/ml) de donantes s anos se
cultivaron en medio Cellgenics (Francia) que contenia GM-CSF (100 ng/ml) e IL-4 (50 ng/ml) r GM-CSF (100 ng/ml)
e IFNa (500 Unidades/ml) (R&D, CA). Para las IFNDC, las células se alimentaron en el dia 1 con IFNa y GM-CSF.
Para las DC de IL-4, las mismas cantidades de citoquinas se suplementan en el medio en el dia uno y en el dia tres.
Las PBMC se aislaron de capas leucocitarias usando gradientes de Percoll™ (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
mediante centrifugacién en gradiente de densidad. Los linfocitos T CD4" y CD8" totales se purificaron usando kits de
StemCell (CA).

Péptidos. 15-mers (solapamiento de 11 aminoacidos) para antigeno especifico de préstata (PSA), Ciclina D1, MART-
1, nucleoproteina del virus de la gripe (NP) y subunidad HA1 de hemaglutinina del virus de la gripe (H1N1, PR8), se
sintetizaron (Mimotopes).

Expresiones de cocultivoy citoquinasdel as D Cy linfocitos T. 5 x 10° DC cargadas c on pr oteinas de f usién
recombinantes (anti-CD40-HA1, Ig-HA1 de Control, anti-CD40-PSA, anti-CD40-Ciclina D1, anti-CD40-MART-1, anti-
MARCO-MART-1, e Ig-MART-1 de control) se cocultivaron con 2 x 10° linfocitos T C D4* etiquetados con C FSE
durante 8 dias. La proliferacién se sometié ensayo midiendo la dilucion de CFSE después de tinciéon de células con
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anticuerpo anti-CD4 etiquetado con APC.

Para medir la expresién de IFNy intracelular, los linfocitos T CD4" se volvieron a es timular con 1-5 uM de los
péptidos indicados durante 5 h en presencia de Brefeldina A. En experimentos separados, los linfocitos T CD4" se
volvieron a estimular con los péptidos indicados durante 36 h, y a continuacion las citoquinas secretadas por los
linfocitos T CD4" se midieron con el instrumento Luminex. Los linfocitos T CD8" se cocultivaron con las DC durante
10 dias en presencia de 20 unidades/ml de IL-2 y 20 unidades/ml de IL-7. En el dia 10 del cultivo, los linfocitos T
CD8" se tifieron con anti-CD8 y los tetrameros indicados.

Ensayode CTL. Eneldia 10 del cultivo, se realizd un ensayo de liberacién de *'Crde5 h. Las células T2 se
pulsaron en primer lugar con ¥cr y a continuacion se etiquetaron con 10 uM de epitopo HLA-A2 de MART-10 1 nM
de epitopo de M1 del virus de la gripe. Las células T2 sin péptido se usaron como control. La media de muestras por
triplicado se calculé, y el porcentaje de lisis especifica se determiné usando la siguiente formula: porcentaje de lisis
especifica = 100 X (liberacién de Ycr experimental — liberacion de Cr de control)/(liberacion de ¥'Cr maxima —
liberacion de °'Cr de control). La liberacion maxima se refiere a recuentos de dianas en Triton X-100 al 2,5 %.

Preparacion de mAb especificos para CD40 humano. Se pr odujeron pr oteinas de fusiéon d e ectodominio.hlgG
receptor (IgG1Fc humana) y AP ( fosfatasa a Icalina d e pl acenta h umana) parai nmunizaciéon d e r atones e
identificacion sistematica de los mAb, respectivamente. Un vector de mamifero para proteinas de f usién de IgFc
humanas se m odificé por i ngenieria como se de scribe en [J. | mmunol. 163: 1 973-1983 ( 1999)]. El v ector de
expresion de mamiferos para proteinas de ectodominio.AP receptor se generdé usando PCR para amplificar ADNc
para los restos 133-1581 de AP (gb|BC0096471) a la vez que se afiadia un sitio Xho | en fase proximal y un resto de
His 6 C-terminal distal seguido de un codon de parada de TGA vy sitio de Notl. Este fragmento de Xho | - Not |
reemplazaba la secuencia d e ¢ odificacion de Fc de 1 gG humana en el vector de ectodominio.lgG mencionado
anteriormente. Las proteinas de fusion se produjeron usando el Sistema de Expresiéon FreeStyle™ 293 (Invitrogen,
CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante (1 mg de ADN de plasmido total con 1,3 ml de reactivo 293Fectin/l de
transfeccion). El ectodominio.hlgG receptor se purific6 con 1 ml de proteina A HiTrap mediante cromatografia por
afinidad (GE Healthcare, CA) eluyendo con glicina 0,1 M, pH 2,7. Las fracciones se neutralizaron con Tris 2 M, y a
continuacion se dializaron frente a PBS.

Los m Ab de r atdn s e gen eraron mediante t ecnologia ¢ onvencional. En r esumen, los r atones B ALB/c d e s eis
semanas de e dad se i nmunizaron i.p. con 20 ygde proteinad e fusién d e ectodominio.higGFc receptor c on
adyuvante Ribi, a continuacién se reforzaron con 20 ug de antigeno diez dias y quince dias mas tarde. Después de
tres meses, los ratones se reforzaron de nuevo tres dias antes de retirar los bazos. De tres a cuatro dias después de
un refuerzo final, el drenaje de los ganglios linfaticos (LN) se coseché. Los linfocitos B del bazo o las células LN se
fusionaron con células SP2/0-Ag 14 (AT CC). Los sobrenadantes del hibridoma se identificaron sistematicamente
para a nalizar | os mAb especificos p ara | a pr oteina de fusion del ec todominio r eceptor en c omparacion c on el
asociado de fusion solo, o al ectodominio receptor fusionado con fosfatasa alcalina [J. Immunol. 163: 1973-1983
(1999)]. Los po cillos po sitivos s e identificaron sistematicamente a ¢ ontinuacion en FACS usando células 293F
transfectadas de forma transitoria con plasmidos de expresion que codificaban los ADNc de receptor de |ongitud
completa. Lo s hi bridomas seleccionados se c lonaron ¢ on c élulas i ndividuales y s e expandieron en matraces
CELLine (Integra, CA). Los sobrenadantes del hibridoma se mezclaron con un volumen igual de glicina 1,5 M, NaCl
3 M, 1 x PBS, pH 7,8 (tampdn de unién) y se mueven con resina MabSelect (GE Healthcare, CA) (800 ml/5 ml de
sobrenadante). La resina se lavd con tampén de unidn y se eluy6 con glicina 0,1 M, pH 2,7. Después de neutralizar
con Tris 2 M, los mAb se dializaron frente a PBS.

Expresion y purificacién de los mAb recombinantes. El ARN total se preparé a partir de células de hibridoma usando
el kit RNeasy (Qiagen, CA) y se us6 para sintesis de ADNc y PCR (kit SMART RACE, BD Biosciences) usando los
cebadores e nl a po sicion 5 yc ebadores en | apo sicion 3’ especificos de gen es suministrados (mIgGK,
5’'ggatggtgggaagatggatacagttggtgcagcatc3’ (SEQ ID NO: 48); mlgG2a, 5'ccaggcatcctagagtcaccgaggagecagt3’) (SEQ
ID NO: 49). A continuacidn, los productos de PCR se clonaron (kit pCR2.1 TA, Invitrogen) y se caracterizaron
mediante secuenciacion de ADN (MC Lab, CA). Usando las secuencias obtenidas para los ADNc de regién variable
(V) de cadena pesada (H) y de cadena ligera (L) de raton, los cebadores especificos se usaron para amplificar por
PCR el péptido sefal y las regiones V a la vez que se incorporaban sitios de restriccion de franqueo para clonacion
en vectores de expresion que codifican regiones IgGK o IgG4H humanas cadena abajo. El vector para la expresion
del mVK-hIgK quimérico se construyé mediante amplificacion de los restos 401-731 (gi|631019371) flanqueados por
sitios Xho | y Not | e insertando esto en el intervalo de Xho | - Not | de pIRES2-DsRed2 (BD Biosciences). La PCR se
us6 para a mplificar | a region Vk del mAb a p artir d el codoén iniciador, adjuntando un sitio Nhel oSpel ya
continuacion CACC, a la region de codificacion (por ejemplo, el resto 126 de gi|76779294|), adjuntando un sitio Xho |
distal. El fragmento de PCR se clonéa continuacion enel intervalode Nhel - Notl del vector m encionado
anteriormente. La secuencia de IgGK humana de control corresponde a los restos 26-85 de gi|49257887| y los restos
67-709 de gi|21669402|. El vector de IgG4H humano de control corresponde a los restos 12-1473 de gi|19684072|
con instituciones de S229P y L236E, que estabilizan un enlace disulfuro y anulan la interaccion de FcR residual [J.
Immunol. 164: 1925-1933 (2000)], insertada entre los sitios Bgl Il y Not | de pIRES2-DsRed2 a la vez que se afiade
la secuencia 5'gctagctgattaattaa 3’ en lugar del codén de parada. La PCR se usé para amplificar la region VH del
mAb a partir del codén iniciador, adjuntando a continuacién CACC un sitio Bgl Il, a la regidén que codifica el resto 473
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de gi|19684072|. El fragmento de PCR se cloné a continuacion en el intervalo de Bgl Il - Apa | del vector mencionado
anteriormente.

Expresion y purificacion de proteina de fusién de HA1 de la Gripe. La secuencia de codificacion del antigeno HA1 de
la Gripe es una proteina CipA [Clostridium. thermocellum] gi|479126|u de los restos 147-160 que preceden a la
hemaglutinina [virus de la Gripe A (A/Puerto Rico/8/34(H1N1))] de gi|126599271| restos 18-331 con un cambio de
P321L y con 6 restos de His C-terminal que se insertan entre los sitios Nhe | y Not | del vector de la cadena Pesada
sites para codificar anticuerpo recombinante-proteina s de fusiéon de HA1 (rAb.HA1). De forma analoga, el anticuerpo
recombinante-proteinas de fusién de PSA (rAb.PSA) se codificaron por insercion de los restos 101-832 de antigeno
especifico de pr Ostata de gi|34784812| con | as ecuencia pr oximal
GCTAGCGATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACACTT CTAGCGC (SEQ
ID NO: 27) (sitio Nhe | y espaciador CipA) y un s itio Not | distal en el mismo vector de |a cadena Pesada. Las
proteinas de anticuerpo r ecombinante s e ex presaron y s e purificaron como s e ha de scrito a nteriormente para
proteinas de fusion de hFc. En algunos casos, la region codificante del antigeno rAb y la region codificante de |la
cadena L correspondiente s e t ransfirieron p ara separar vectores cetHS-puro U COE (Millipore, C A). Elusode
vectores UCOE en combinacion con una linea celular en suspension sin suero adaptada previamente permitié una
produccién rapida de grandes cantidades de proteina [Cytotechnology 38, 43-46 (2002)]. Las celulas CHO-S se
cultivaron en CD-CHO con GlutaMAX suplementos de medio HT (Invitrogen) se sembraron a 5 x 10° ml 24 h antes
de su transfeccién en matraces Ehrlenmyer de Corning de 500 ml y se incubaron en CO, al 8 % a 125 rpm. En el dia
de la transfeccion, 1,2 x 107 células con viabilidad de al menos un 95 % se afiadieron hasta un volumen final de
30 ml en un matraz de125 ml en CD-CHO con GlutaMAX. Se afadieron 48 ml de reactivo FreeStyle Max (Invitrogen)
en 0,6 ml de OptiPRO SFM (Invitrogen) se mezcla con cuidado hasta 24 mg de vector de cadena ligera linealizado
con Sce | y 24 mg de vector de cadena pesada linealizado con Sce | se mezclaron y se esterilizaron en 0,6 ml de
OptiPRO SFM. Después de 20 min, el complejo de ADN-lipido se afiadié lentamente al matraz de cultivo de CHO-S
de 125 ml con centrifugacién. Las células se incubaron 24 h antes de afadir 30 ml de a una solucién de medio
combinado de CD-CHO con CHO-M5 ( Sigma, componente C0363 del Kit1 de CHO) que contenia 5 mg/ml de
puromicina (A.G. Scientific, CA), 2 x GlutaMAX y 0,25 x Pen/Estrep (Invitrogen). En el dia 2, se afiadieron otros
5 mg/ml de puromicina directamente al cultivo y se permitié que la seleccion evolucionara ~10-14 dias a la vez que
seguia la viabilidad celular de sels dias después de la transfeccion. El recuento de células viables disminuyé cuando
la densidad viable es ~2-3 x 10%/ml, las células se transfirieron a medio de seleccion recién preparado (CD CHO-S +
CHO M5 con 2X GlutaMAX, 0,25 x Pen/Estrep, 10 mg/ml de Puromicina) a 1E6/ml. Se preparaban soluciones de
reserva de células congeladas cuando la V|ab|I|dad alcanzada > 90 %. Las células se separaban en medio de
seleccion cuando la densidad celular superaba 2 x 10%ml hasta un aumento de 4 x 250 ml en matraces de 500 ml. El
sobrenadante se cosechaba cuando la viabilidad celular disminuia por debajo de un 80 % con una densidad celular
final maxima ~7 x 10°ml. Los niveles de endotoxina eran inferiores a 0,2 unidades/ml.

Expresion y purificacion de proteinas Flu M1y MART-1 recombinantes. La PCR se usé para amplificar el ORF del
gen M1 de Gripe A/Puerto Rico/8/34/Mount Sinai (H1N1) a la vez que se incorporaba un sitio Nhe | distal al codén
iniciador y un s itio Not | d istal al cododn de par ada. El fragmento d igerido s e clond e n pET-28b(+) ( Novagen),
colocando el ORF de M1 en fase con una etiqueta de His6, codificando de este modo la proteina de M1 de His.Flu.
Un derivado de pET28b (+) que codifica un dominio de cohesina de 169 restos N-terminal de C. thermocellum (en
publicar) sentado entre los sitios Ncol yNhe | expresaba Coh.His para expresion de Cohesina-Flex-hMART-1-
PéptidoA-His, la secuencia
GACACCACCGAGGCCCGCCACCCCCACCCCCCCGTGACCACCCCCACCACCACCGACCGGAAG
GGCACCACCGCCGAGGAGCTGGCCGGCATCGGCATCCTGACCGTGATCCTGGGCGGCAAGCGG
ACCAACAACAGCACCCCCACCAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCG (SEQ ID NO: 28)
(que c odifica DTTEARHPHPPVTTPTTDRKGTTAEELAGIGILTVILGGKRTNNSTPTKGEFCRYPSHWRP (SEQ | D
NO: 29) — los restos en letra cursiva son del péptido limitado por HLA-A2 inmunodominante y los restos subrayados
que rodean al Péptido son de MART-1) se insertd entre los sitios Nhe | y Xho | del vector mencionado anteriormente.
Las proteinas se expresaron en la cepa BL21 de E. coli (DE3) (Novagen) o T7 Express (NEB), se cultivaron en LB a
37 °C con seleccion para resistencia a kanamicina (40 ug/ml) y se agitdé a 200 revoluciones/min hasta crecimiento de
fase local indica media cuando se afnadieron 120 mg/l de IPTG. Después de tres horas, las células se cosecharon
por centrifugacion y se almacenaron a -80 °C. Las células de E. coli de cada fermentacion de 1 | se volvieron a
suspender en 30 ml Tris 50 mM enfriado con hielo, EDTA 1 mM a pH 8,0 (tampdn B) con 0,1 ml de Cdécktel Il
inhibidores de proteasa (Calbiochem, CA). Las células se sonicaron en hielo 2x5 min a ajuste 18 (Fisher Sonic
Dismembrator 60) con un periodo de descanso de 5 min y a continuacion se centrifugaron a 17.000 r.p.m. (Sorvall
SA-600) durante 20 min a 4 °C. Para la purificacion de His.Flu M1, la fraccion de sobrenadante de lisado celular de
50 ml se paso a través de 5 ml de perlas de Q Sepharose y se afiadieron 6,25 ml de Tris 160 mM, imidazol 40 mM,
NaCl 4 M a pH 7,9 al flujo continuo de Q Sepharose. Esto se cargé a 4 ml/min en una columna HP de que lacion
HiTrap a 5 ml cargada con Ni*". La proteina unida a la columna se lavé con NaPO4 20 mM, NaCl 300 mM a pH 7,6
(tampodn D) seguido de otro lavado con H3COONa 100 mM a pH 4.0. La proteina unida se eluyé con H3COONa
100 mM a pH 4,0. Las fracciones maximas se combinaron y se cargaron a 4 ml/min en una columna HiTrap S de
5 ml equilibrada con H3COONa 100 mM a pH 5.5, y se lavé con el tampdn de equilibrio seguido de elucion con un
gradiente de NaCl 0 - 1 M en NaPO4 50 mM a pH 5.5. Las fracciones maximas que eluye era aproximadamente
NaCl 500 mM se combinaron. Para purificaciéon de Coh.Flu M1.His, las células de 2 | de cultivo se lisaron como se ha
mencionado anteriormente. Después de centrifugacion, se afiadieron 2,5 ml de Triton X114 al s obrenadante con
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incubacién el hielo durante 5 min. Después de incubacién adicional a 25 °C durante 5 min, el sobrenadante se
separd del Triton X114 después de centrifugacion a 25 °C. La extraccidon se repitio y el sobrenadante se paso a
través de 5 ml de perlas de Q Sepharose y se afiadieron 6,25 ml de Tris 160 mM, imidazol 40 mM, NaCl 4 M a pH
7,9 al flujo continuo de Q Sepharose. A continuacion, la proteina se purifico6 mediante cromatografia con quelacion
de Ni"* como se ha descrito anteriormente y eluyendo con imidazol 0-500 mM en tampén D.

La Fig. 13 muestra la internalizaciéon de mAb anti-CD40:IL-4DC. Las de DC IL-4 se trataron con 500 ng/ml de anti-
CD40-Alexa 568. La Fig. 14 muestra proliferacién de linfocitos T CD4 y CD8 por las DC dirigidas con anti-CD40-HA1.
5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-HA o Ig-HA1 de control se cocultivaron con linfocitos T CD4" o
CD8" autélogos etiquetados con C FSE (2 x 10e5) durante 7 dias. A continuacion, | as ¢ élulas se t ifieron con
anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8. La proliferacion celular se sometié a ensayo midiendo la dilucion de CFSE. La Fig.
15 muestra una valoracién de proteina de fusién de HA1 en la proliferacion de linfocitos T CD4". Las IFNDC (5 K)
cargadas con proteinas de f usién s e ¢ ocultivaron con linfocitos T C D4" etiquetados con C FSE (200 K) durante
7 dias. La Fig. 16 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4" especificos de HA1 activados con anti-CD40-
HA1. Los linfocitos T CD4" se volvieron a estimular con las DC cargadas con 5 uM de los péptidos indicados, y a
continuacién el IFNy intracelular se sometié a tincién. La Fig. 17 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4"
especificos de H A1 ac tivados ¢ on ant i-CD40-HA1. Los linfocitos T C D4" se v olvieron a es timular con las D C
cargadas con los péptidos indicados durante 36 h, y a c ontinuacién el sobrenadante del cultivo se analizé para la
mediciéon de IFNy. La Fig. 18 muestra que el de CD40 direccion da como resultado |a sensibilizacion cruzada de
linfocitos T CD8" especificos de MART-1. Las IFNDC (5 K/pocillo) cargadas con proteinas de fusién se cocultivaron
con linfocitos T CD8" purificados durante 10 dias. Las células se tifieron con anti-CD8 y tetramero. Las células son
de donantes s anos (HLA-A*0201+).L aFi g. 19 muestraquel ad ireccionde CD40 dac omor esultado| a
sensibilizacion cruzada de linfocitos T CD8" especificos de MART-1 (Resumen de 8 experimentos repetidos usando
células de diferentes donantes sanos). La Fig. 20 muestra que CTL CD8" inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-
CD40-MART-1 son funcionales. Los linfocitos T CD8" cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteinas de fusién
se mezclaron con células T2 cargadas con epitopo de péptido 10 uM. La Fig. 21 muestra que CTL CD8" inducidos
con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-Flu M1 son funcionales. Los linfocitos T CD8" cocultivados con las IFNDC
dirigidos con proteinas de fusion se mezclaron con células T2 cargadas con epitopo de péptido 1,0 nM. La Fig. 22
muestra un esbozo del protocolo para someter a ensayo la capacidad de una vacuna formada por anti-CD4012E12
unido a PSA (antigeno es pecifico de pr éstata) para provocar | a ex pansion de una poblacion de linfocitos T sin
tratamiento previo. Los linfocitos T CD4" especificos de PSA corresponden a una matriz amplia de epitopos de PSA.
En resumen, las DC obtenidas mediante cultivo con IFNa y GM-CSF de monocitos de un donante sano se incuban
con la vacuna. Al dia siguiente, las células se colocan en medio recién preparado y se afiaden linfocitos T CD4"
puros del mismo donante. Varios dias mas tarde, se afiaden p éptidos de P SAy, después de cuatro horas, se
determinan los niveles de gamma-IFN secretado en los sobrenadantes del cultivo.

La Fig. 23 muestra que muchos péptidos de PSA provocan potentes respuestas de produccién de gamma-IFN lo que
indica que anti-CD4012E12 y algunos agentes anti-CD40 similares pueden suministrar antigeno a las DC de forma
eficaz, dando como resultado la sensibilizacién de respuestas inmunes frente a multiples epitopos del antigeno. La
formacion de mapas de péptidos de antigeno PSA. 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-PSA se
cocultivaron con linfocitos T CD4" autélogos purificados (2 x 10e5) durante 8 dias. A continuacién, las células se
volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de PSA durante 36 h. La cantidad de IFNy
se midié con Luminex. Las células son de donantes sanos.

La Fig. 24 muestra que las DC dirigidas con anti-CD40-PSA inducen respuestas de linfocitos T CD8" especificas de
PSA. Las IFNDC se dirigieron con 1 ug de proteina de fusiéon de mAb con PSA. Los linfocitos T CD8" autdlogos
purificados se cocultivaron durante 10 dias. Las células se tifieron con anti-CD8 y tetramero de PSA (KLQCVDLHYV).
Las células son de un donante sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados demuestran que anti-CD40 suministra
PSA de forma eficaz a las DC, que a su vez provocan la expansioén de e specificos linfocitos T C D8" de PSA. En
resumen, 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-PSA se cocultivaron con linfocitos T CD8" autélogos
purificados (2 x 10e5) durante 10 dias. A continuacion, las células s e tifieron con tetramero. Las células sonde
donante sano positivo para HLA-0*201.

La Fig. 25 es un esquema (parte izquierda) y la produccion de IFNy por linfocitos T de las c ombinaciones de
péptidos y control para el Donante 2. 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 se cocultivaron
con linfocitos T CD4" autdlogos purificados (2 x 10e5) durante 8 dias. A continuacion, las células se volvieron a
estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de Ciclina D1 durante 5 h en presencia de Brefeldina
A. Las células se tifieron para la medicion de la expresion de IFNy intracelular.

La Fig. 26 muestra una exploracion del péptido y produccién de IFNy por linfocitos T obtenida a partir de las
combinaciones de pépt idos mostradas en | a Fig. 25 y control para el Donante 2. 5 x 10e3 IFNDC cargadas con
2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 se co-cultivaron con linfocitos T CD4" autélogos p urificados (2 x 10e5) durante
8 dias. A continuacién, las células se volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de
Ciclina D1 durante 5h en presencia de Brefeldina A. Las células se sometieron a tinciéon para medicion de la
expresion de IFNy intracelular.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 584 956 T3

En conclusion, el suministro de antigenos a las DC, las células de presentacion de antigenos mas potentes, a través
de CD40 es una manera eficaz para inducir y activar antigeno especifico para inmunidad mediada por linfocitos T
tanto CD4" como CD8". Por lo tanto, las vacunas preparadas con anti-CD40 mAb induciran una inmunidad potente
frente a cancer e infecciones.

Informacion del péptido:
Secuencias de HA1:

MKANLLVLLCALAAADADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCR (SEQ I D NO: 30)
LKGIAPLQLGKCNIAGWLLGNPECDPLLPVRSWSYIVETPNSENGICYPGDFIDYEELRE (SEQ | D NO: 31)
QLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHNTNGVTAACSHEGKSSFYRNLLWLTEKEGSYPKLKNS (SEQ | D NO: 32)
YVNKKGKEVLVLWGIHHPPNSKEQQNLYQNENAYVSVVTSNYNRRFTPEIAERPKVRDQA (SEQ 1D NO: 33)
GRMNYYWTLLKPGDTHFEANGNLIAPMYAFALSRGFGSGIITSNASMHECNTKCQTPLG (SEQ ID NO: 34)
AINSSLPYQNIHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSI (SEQ ID NO: 35)

Secuencias de péptidos en la Fig. 17

Péptido 22: SSFERFEIFPKESSWPN (SEQ ID NO: 36)
Péptido 45: GNLIAPWYAFALSRGFG (SEQ ID NO: 37)
Péptido 46: WYAFALSRGFGSGIITS (SEQ ID NO: 38)

Secuencias de NP:

MASQGTKRSYEQMETDGERQNATEIRASVGKMIGGIGRFYIQMCTELKLSDYEGRLIQNS (SEQ 1D NO: 39)
LTIERMVLSAFDERRNKYLEEHPSAGKDPKKTGGPIYRRVNGKWMRELILYDKEEIRRIW (SEQ ID NO: 30)
RQANNGDDATAGLTHMMIWHSNLNDATYQRTRALVRTGMDPRMCSLMQGSTLPRRSGAAG ~ (SEQ  ID
NO: 41)

AAVKGVGTMVMELVRMIKRGINDRNFWRGENGRKTRIAYERMCNILKGKFQTAAQKAMMD (SEQ ID NO: 42)
QVRESRNPGNAEFEDLTFLARSALILRGSVAHKSCLPACVYGPAVASGYDFEREGYSLVG (SEQ ID NO: 43)
IDPFRLLQNSQVYSLIRPNENPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVLSFIKGTKVLPRGKLST (SEQ ID NO: 44)
RGVQIASNENMETMESSTLELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRASAGQISIQPTFSVQRNLPF (SEQ | D NO: 45)
DRTTIMAAFNGNTEGRTSDMRTEIIRMMESARPEDVSFQGRGVFELSDEKAASPIVPSFD (SEQ | D NO: 46)
MSNEGSYFFGDNAEEYDN (SEQ ID NO: 48)

Secuencias de péptidos en la Fig. 23

Péptido 22: GKWVRELVLYDKEEIRR (SEQ ID NO: 49)
Péptido 33: RTGMDPRMCSLMQGSTL (SEQ ID NO: 50)
Péptido 46: MCNILKGKFQTAAQKAM (SEQ ID NO: 51)

Secuencia de antigeno especifico de prostata (PSA)

MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWY (SEQ ID
NO: 52)

LTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHD (SEQ ID NO: 53)
LMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVIS (SEQ ID NO: 54)
NDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERP (SEQ ID
NO: 55)

SLYTKWHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID NO: 56)

Secuencias de péptidos en la Fig. 23

Péptido 1: APLILSRIVGGWECE (SEQ ID NO: 57)
Péptido 4:ECEKHSQPWQVLVAS (SEQ ID NO: 58)
Péptido 25:GDDSSHDLMLLRLSE (SEQ ID NO: 59)
Péptido 26: SHDLMLLRLSEPAEL (SEQ ID NO: 60)
Péptido 49: SGDSGGPLVCNGVLQ (SEQ ID NO: 61)
Péptido 54: GSEPCALPERPSLYT (SEQ ID NO: 62)
Péptido 56 : ERPSLYTKVVHYRKW (SEQ ID NO: 63)
Péptido 58 : VWHYRKWIKDTIVAN (SEQ ID NO: 64)

Secuencia de ciclina D1

MRSYRFSDYLHMSVSFSNDMDLFCGEDSGVFSGESTVDFSSSEVDSWPGDSIACFIEDER (SEQ ID NO: 65)
HFVPGHDYLSRFQTRSLDASAREDSVAWILKVQAYYNFQPLTAYLAVNYMDRFLYARRLP (SEQ ID NO: 66)
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ETSGWPMQLLAVACLSLAAKMEEILVPSLFDFQVAGVKYLFEAKTIKRMELLVLSVLDWR ( SEQ I D NO: 67)
LRSVTPFDFISFFAYKIDPSGTFLGFFISHATEIILSNIKEASFLEYWPSSIAAAAILCY  (SEQ ID  NO:68)
ANELPSLSSVVNPHESPETWCDGLSKEKIVRCYRLMKAMAIENNRLNTPKVIAKLRVSVR (SEQ ID NO: 69)
ASSTLTRPSDESSFSSSSPCKRRKLSGYSWVGDETSTSN (SEQ ID NO: 70)

Secuencias de péptidos en la Fig. 26.

Péptido 7: DRVLRAMLKAEETCA (SEQ ID NO: 71)
Péptido 8: RAMLKAEETCAPSVS (SEQ ID NO: 72)
Péptido 10: TCAPSVSYFKCVQKE (SEQ ID NO: 73)

Antigeno MART-1. MART-1 es un antigeno de diferenciacion melanocitica asociada con tumor. La vacunacién con
antigeno MART-1 puede estimular una respuesta de los linfocitos T citotdxicos para el hospedador frente a células
tumorales que ex presan el ant igeno de di ferenciacién m elanocitica, dando como resultado la lisis de células
tumorales.

La Fig. 27 muestra la expresion y disefio de la construccion para anticuerpos peptidicos anti-CD40-MART-1. La Fig.
28 es un resumen de los epitopos inmuno dominantes de CD4" y CD8" para MART-1. Las Figs. 27 y 28 muestran el
uso de la tecnologia de conector flexible para permitir la expresion satisfactoria del receptor anti-DC recombinante
que dirige anticuerpos fusionados a partes significativas (~2/3) del MART-1 humano. El anticuerpo recombinante
fusionado en el extremo C-terminal de | a cadena P esada con toda la region de ¢ odificacion de MART-1 nose
secreta en absoluto a partir de produccion de células de mamifero [no se muestra). El aducto Flex-v1-hMART-1-Pep-
3-f4-Pep-1 esta particularmente bien expresado y es una realizacion preferente de una vacuna de direccion a MART-
1, ya que el aducto Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2 es el que porta una carga maxima de epitopos de
MART-1. La diapositiva 2 de | a presentacion de MART-1 en P owerpoint muestra que estos aductos se p ueden
afiadir de forma satisfactoria a multiples vehiculos de receptor anti-DC.

La secuencia que sigue a continuacion es una secuencia de péptidos de hMART-1 - cadena Pesada de la proteina
de fusién de pep3-pep1-pep2 en la que cada secuencia de péptidos de hMART1 [en letra negrita y cursiva] esta
separada por un espaciador inter-péptido f [que se muestra en letra negrita]. En este caso, un conector largo de 27
aminoacidos, flex-v1(v1) [en letra cursiva], obtenido a partir del precursor B de formacion de armazones de anclaje
celulosémico [Bacteroides cellulosolvens — descrito en la divulgaciéon de la invencién de vacuna de gag-nef] se
insertd entre el extremo C-terminal de la cadena Pesaday en la secuencia de espacios flexibles de péptidos de
hMART1. Los restos de AS subrayados son secuencias de unién. [manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-
v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1] C981 es:

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSAKTKGPSVEFPL
APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY GPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCK VSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTITPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTFTNTISVTPTNNSTPT
NNSNPKPNFPASGFDHRDSKVSLQEKNCEPVYV PNAPPAYEKLSAEQSPPPYSPASTNGSITVAATAPT
VIPTVNATPSAAASMPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGAS (SEQ ID NO.:74)

[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-higG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2] C978 es:
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[MANti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1] C1012 es:

[MANti-DCIR_9E8_H-LV-higG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2] C1013 es:

QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIY WDDDKRYNPSLKSR
LTISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVF

PLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TKTYTCNVDHKPSNTKYDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSYVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS
SIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA VEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTP
TNNSNPKPNPASGFDHRDSKVSLOEKNCEPVVPNAPPAYEKLSAEQSPPPYSPASTNGSITVAATAP
TVTPTVNATPSAAASMPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGASTVTPTATATPSA
IVTTITPTATTKPASFLLLIGCWYCRRRNGYRALMDKSLHVGTOCALTRRCPOEGAS  (SEQ ID
NO.:77)

10
Secuencia de ADN de MART-1:

Construcciones de MART-1 con 3 péptidos, Los sitios de inicio/parada estan subrayados, el péptido 1 esta en letra
negrita, el péptido 2 esta en letra negrita-cursiva y el péptido 3 esta subrayado en letra negrita y subrayado:
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MART1 - Péptido 3, la parte en letra cursiva es el epitopo inmunodominante de CD4".
GFDHRDSKVSLQEKNCEPVVPNAPPAYEKLSAEQSPPPYSP (SEQ ID NO: 79) Flex-4
ASTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAAS (SEQ ID NO: 80)

MART1 - Péptido 1, la parte en letra cursiva es el epitopo inmunodominante de CD4" y la parte subrayada-con letra
cursiva es el epitopo inmunodominante de CD8".

MPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGILTVILG (SEQ ID NO: 81)

Flex-3: ASTVTPTATATPSAIVTTITPTATTKPAS (SEQ ID NO: 82)

MART1 - Péptido 2, la parte en letra cursiva es el epitopo inmunodominante de CD4".
VLLLIGCWYCRRRNGYRALMDKSLHVGTQCALTRRCPQEG (SEQ ID NO: 83)

Construcciones de MART1 con dos péptidos:
El Péptido 3 esta en letra negrita-cursiva-subrayada, flex-4 esta en letra negrita y el Péptido 1 esta en letra negrita-
cursiva-subrayada:

Secuencia de Proteinas: C978. rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3
(letra negrita-cursiva-subrayada)-f4 (letra negrita)-Pep-1 (letra negrita-cursiva)-f3 (letra cursiva)-Pep-2 (letra negrita-
subrayada)]
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Secuencia de Proteinas: C981. rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3
(letra negrita-cursiva-subrayada)-f4-(letra negrita)-Pep-1](letra negrita-subrayada)

Antigeno GP100. El antigeno GP100 es un antigeno asociado con el melanoma. Cuando se administra en una
formulacién de vacuna, el antigeno gp100 puede estimular una respuesta del sistema inmunitario limitada por HLA-
A2.1 de linfocitos T citotdxicos frente a tumores que ex presan este antigeno, que puede dar como resultado una
reduccion del tamafio del tumor.

La region c odificante del ectodominio de GP100 fusionada con | a region c odificante d e | a c adena P esada del
anticuerpo recombinante no esta secreta en absoluto por la produccion de células de mamifero [no se muestra). La
secuencia total se muestra a continuaciéon — los restos e n letra cursiva son la secuencia lider y el dominio
transmembrana, los péptidos es tan en | etra ne grita-cursiva y el dom inio t ransmembrana es ta e n | etra c ursiva-
subrayada.

Algunas secuencias p eptidicas c onocidas | imitadas p or HLA-A0201 son: GP100 M: 209-217 (2 M): | MDQVPFSV
(SEQ D NO: 88); 209-217 WT: I TDQVPFSV (SEQ ID NO: 89) GP100 M: 280-288 (9V): YLEPGPVTV (SEQ ID
NO: 90) 280-288 WT: YLEPGPVTA (SEQ ID NO: 91) GP100 WT: 154-162: KTWGQYWAQV (SEQ ID NO: 92).

La Fig. 29-33 muestra los aductos de gp100 que se expresaban de forma satisfactoria cuando secretaban vacunas
de direccion a receptor anti-DC. Estos empleaban el uso de las secuencias conectoras flexibles y fragmentacion y
barajado de la region codificante del ectodominio de gp100. Se de scriben algunas realizaciones preferentes d e
aductos de vacuna de gp100.

La Fig. 29 muestra la expresion y disefio de la construccién para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100. La Fig. 30
muestra el disefio para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional . La Fig. 31 muestra la expresion y disefio
de la construccién para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional. La Fig. 32 es un resumen de los epitopos
inmunodominantes de CD4" y CD8" para gp100. La Fig. 33 muestra la expresion y disefio de |a construccién para
anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional.
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rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-hgp100-Pep-1-f4-Pep-3-f3-Pep-4-f4-Pep-5-f3-Pep-2]
C1285, los péptidos estan en letra negrita-cursiva, los conectores flexibles estan en letra negrita y los restos de AS
subrayados son secuencias de union:

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK

GRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDY WGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPL

APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKASDTTEPATPTTPVITPTT

rAB-cetHS-puro[hlgG4H-C-Flex-hgp100-Pep-1-f4-Pep-3-f3-Pep-4-f4-Pep-5-f3-Pep-2] C1286:
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gp100: - Secuencia de Acidos Nucleicos. Péptido 1 - subrayado, Péptido 2 - letra cursiva, Péptido 3 - letra negrita,
Péptido 4 - letra negrita-subrayada, Péptido 5 - letra negrita-cursiva.

38



ES 2 584 956 T3

GP100-Péptido 1 - Secuencia de Acidos Nucleicos.
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Secuencia de Proteinas:

DTTEPATPTTPVTTPTTTKVPRNGDWLGVSROQLRTKAWNRQLYPEWTEAQRLDCWRGGQVSLKYS
NDGPTLIGANASFSIALNFPGSQKVYLPDGQVIWVYNNTIINGSQVWGGQPVYPQETDDACIFPDGGPCP
SGSWSQKRSFVYVWKTWGQYWQVLGGPVSGLSIGTGRAMLGTHTMEVTVYHRRGSQSYVPLAHS
SSAFTITDQVPFSVSVSQLRALDGGNKHFLRNQ (SEQ D NO.:97)

GP100-Péptido 3

GGCACCACAGATGGGCACAGGCCAACTGCAGAGGCCCCTAACACCACAGCTGGCCAAGTGCCT
ACTACAGAAGTTGTGGGTACTACACCTGGTCAGGCGCCAACTGCAGAGCCCTCTGGAACCACAT
CTGTGCAGGTGCCAACCACTGAAGTCATAAGCACTGCACCTGTGCAGATGCCAACTGCAGAGA
GCACAGGTATGACACCTGAGAAGGTGCCAGTTTCAGAGGTCATGGGTACCACACTGGCAGAGA
TGTCAACTCCAGAGGCTACAGGTATGACACCTGCAGAGGTATCAATTGTGGTGCTTTCTGGAAC
CACAGCTGCA (SEQID NO.:98)

10
Secuencia de Proteinas:

GTTDGHRPTAEAPNTTAGQVPTTEVVGTTPGQAPTAEPSGTTSVQVPTTEVISTAPVQMPTAESTGM
TPEKVPVSEVMGTTLAEMSTPEATGMTPAEVSIVVLSGTTAA (SEQ 1D NO.:99)

GP100-Péptido 4:

15

Secuencia de Proteinas:
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QVITIEWVETTARELPIPEPEGPDASSIMSTESITGSLGPLLDGTATLRLYKRQVYPLDCVLY RYGSFSY
TLDIVQ (SEQ ID NO.:101}

GP100-Péptido 5

GGTATTGAAAGTGCCGAGATCCTGCAGGCTGTGCCGTCCOGTGAGGGGGATGCATTIGAGCTGA
CTGTGTCCTGCCAAGGCGGGCTGCCCAAGGAAGCCTGCATGGAGATCTCATCGCCAGGGTGCCA
GCCCCCTGCCCAGCGGCTGTGCCAGCCTGTGCTACCCAGCCCAGCCTGCCAGCTGGTTCTGCAC
CAGATACTGAAGGGTGGCTCGGGGACATACTGCCTCAATGTGTCTCTGGCTGATACCAACAGCC
TGGCAGTGGTCAGCACCCAGCTTATCGTGCCTGGGATTCTTCTCACAGGTCAAGAAGCAGGCCT
TGGGCAG (SEQ ID NO.:102)

Secuencia de Proteinas:

10
GP100-Péptido 2

15  Secuencia de Proteinas:

PLTFALQLHDPSGYLAEADLSYTWDFGDSSGTLISRAXVVTHTYLEPGPVTAQVVLQAAIPLTSCGS
SPVPAS (SEQ ID NO.:105)

Antigeno de Ciclina B 1. La Ciclina B 1, también conocida como CCNB 1, es un ge n humano que codifica una
proteina r eguladora i mplicada en | a mitosis. Complejos de Ciclina B 1 con p34(cdc2) para formar e f actor de

20 promotor de |a maduracion (MPF). Se c onocen do s transcripciones alternativas qu e s on el resultado de sitios
alternativos de inicio de | a transcripcion. Una primera transcripcion codifica una transcripcion expresada de f orma
constitutiva. La segunda transcripcién e sun at ranscripcionr eguladap ore | ciclo celular expresaba
predominantemente durante la fase G2/M.

25 La siguiente secuencia de aminoacidos es de ciclina B1 humana. Dos regiones de péptidos conocidas porque
contienen epitopo de linfocitos T estan resaltadas en letra negrita-subrayada y en letra cursiva-subrayada.

30 Péptido-1 MEMKILRALNFGLGRPLPLHFLRRASKIGEVDVEQHTLAKYLMELTMLDY (SEQ ID NO: 107)
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Péptido-2
DWLVQVQMKFRLLQETMYMTVSIIDRFMQNNCVPKK (SEQ ID NO: 108).

La Fig. 35 muestra un resumen de niveles de expresion relativa de prototipo de vacunas de Ciclina B1 secretadas a
5 partir de células 293F de mamifero transfectadas. Las secuencias conectoras flexibles facilitan la secrecion.

C1189 rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1 (letra negrita)-hCiclinaB1-Péptido-2(letra
cursiva)-Péptido-1 (letra negrita-cursiva)-f4 (letra negrita)] [conectores de AS - subrayados]

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLOMSRLKSEDTAMY YCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPL
APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNST
PTNNSNPKPNPASDWLVOVOMKFRLLOETMYMTVSIIDRFMONNCVPKKASMEMKILRALNFGLGRPL
PLHFLRRASKIGEVDVEQHTLAKYLMELTMLDYASTNDSITVAATAPTYTPTYNATPSAAAS (SEQ

10 1D NO.:109)
Arriba s e e ncuentra | a s ecuencia de | a cadena P esada secretada m adura para una formade lavacuna anti-
CD4012E12-ciclina B1. Los restos de AS son de sitios de restriccion de uniéon. La secuencia de codificacion de ADN
se muestra a continuacion, y ésta incluye el péptido sefial.

15
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C1143 rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1 (letra negrita)-hCiclinaB1-Péptido-2(letra
cursiva)-f3 (letra negrita)] [conectores de AS - subrayados].
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EVKLVESGGGLVQPGGSLEKLSCATSGFTEFSDY YMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMYY CARRGLPFHAMDY WGQGTSVTVSSAKTK GPSVFPL
APCSRSTSESTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVYVYDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSS]
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLYKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTYDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISYTPTNNST
PTNNSNPKPNPASDWLVOQVOMKFRLLOQETMYMTVSHDRFMONNCYPKKASTVTPTATATPSAIVTTI
TPTATTKPAS (SEQ ID NO.:111)

Arriba s e e ncuentra | a s ecuencia de | a cadena P esada secretada m adura para una formade lavacuna anti-
CD4012E12-ciclina B1. Los restos de AS son de sitios de restriccion de uniéon. La secuencia de codificacion de ADN
5 se muestra a continuacion, y ésta incluye el péptido sefial.

ATGAACTTGGGGCTCAGCTTIGATTITCCTTGTCCTTGTTITAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGAA
GCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCCGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAACC
TCTGGATTCACTTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGAGGCTGG
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C911 r AB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-higG4H-C-Flex-v1 (letra negr ita)-hCiclinaB1-Péptido-1 (letra
cursiva)-f4 (letra negrita)]

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMY YCARRGLPFHAMDY WGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPL
APCSRSTSESTAALGCLYKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
TYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVS
QEDPEVQFNWYVYDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTYDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQK SLSLSLGKASQTPTNTISVIPTNNST

PTNNSNPKPNPASMEMKILRALNFGLGRPLPLHF LRRASKIGEVDVEQHTLAKYLMELTMLDYASTNGS
ITVAATAPTVTPTVNATPSAAAS (SEQ ID NO.:114)

Secuencia de ac idos nuc leicos de C911 r AB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1 (letra
negrita)-hCiclinaB1-Péptido-1 (letra cursiva)-f4 (letra negrita)].
10
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Antigeno de Ciclina de tipo D. Las ciclinas de tipo D se expresan de forma predominante en | a fase G1 del ciclo
celular. El patron de supresion de ciclina D1 se ha estudiado ampliamente en ciertos tipos de cancer incluyendo
linfoma y céncer de pulmén de células no microciticas. Aproximadamente un 30 por ciento de carcinomas de mama
son positivos para Ciclina D1. La sobreexpresion de la Ciclina D1 es ahora un criterio bien establecido para el
diagnostico de Linfoma de C élulas del Manto, unlinfoma no Hodgkin, maligno, q ue se c aracteriza porun a
translocacién cromosémica Unica, t(11;14).

Ciclina D1 - Péptido 1 - letra negrita, Péptido 2 - letra negrita-subrayada, Péptido - 3 letra cursiva, Péptido 4 —
subrayado.

46



10

15

Pep-1

ES 2 584 956 T3

MEHQLLCCEVETIRRAYPDANLLNDRVLRAMLKAEETCAPSVSYFKCV (SEQ ID NO: 117)

Pep-2

QKEVLPSMRKJVATWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLSLEPVKKSRLQLLGATCMFVASKM

KETIPLTAEKLCIYTDNSIRPEELLQMELL (SEQ ID NO: 118)

Pep-3

LVNKLKWNLAAMTPHDFIEHFLSKMPEAEENKQIIRKHAQTFVALCATDVKFISNPPSMV (SEQ ID NO: 119)

Pep-4

Tabla 1. Correlacién de Clon-Anticuerpo

Nombre Clon Isotipo
PAB176 |[AB13_22.11B6.2C6 AB13.22.11B6.1C3 IgGlk
PAB176 (HS440) - subclon

PAB177 AB13_22.11C7.1D6 IgG2b k
PAB180 AB13_22.11H12.1G1 1gGlk
PAB188 AB13_22.12B4.2C10 1gGlk
PAB1574

PAB187 AB13_22.12E12.3F3 1gGlk
PAB366

PAB525

PAB530

PAB594

PAB1400

PAB1700

PAB184 AB13_22.15C11.3G12 IgGlk
PAB 181 AB13_22.19B5.4C11 IgG2a k
PAB183 AB13_22.24A33F1 19G2b k
PAB178 AB13_22.24C9.2A6 IgG2b k
PAB 189 AB13_22.2G2.1A5 19G2b k
PAB194 AB13_22.3C7.1G5 IgG2a k
PAB1573

PAB193 AB13_22.7G10.2D5 IgG2a k
PAB1572

PAB 182 AB13_22.8A4.3G10 IgGlk
PAB1435

PAB 179 AB13_22.8F6.2C7 19G2b k
PAB190 AB13_22.9A11.2A11 1gG1 lam
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La F ig. 34 muestra | os r esultados obt enidos c on | os di versos ant icuerpos usando un ens ayo qu e detectan | a
sefializacion a través de ligacion de CD40 — lectura como muerte celular. El propio CD40 puede enviar sefales de
este tipo, pero el dominio intracelular de FAS se usa para comparacion cuando se expresan células CHO (Fas CHO
con respecto a CHO). En resumen, las células CHS-S se transfectaron con vectores de expresiéon para cualquier
hCD40ectodominioTM fusionado con el dominio intracelular de FAS, o hCD40. Estas células proliferan de forma
normal, pero con sefializacién a través de sefales apoptéticas activadas por ligacion de CD40.

Después de 48 horas, MTT se afiade al cultivo y se mide la reducciéon en colorante, que es directamente
proporcional al contenido de mitocondrias activas (es decir, células vivas).

ELISA. Las placas se revistieron con cualquiera de CD40 ecto (humano o NHP coh) y a continuacién con los mAb.
anti-mlgG HRP o CBD doc/a continuacién CD40 ecto (coh = cohesina, NHP = primate no humano, HRP =
peroxidasa de rabano picante) a continuaciéon los mAb y a continuacion HRP anti-mlgG o Captura es anti-migG a
continuacién CD40 ecto biotinilado con los Mab (humano o NHP coh). La produccién de citoquinas se midié como se
ha descrito en los ejemplos mencionados anteriormente.

La Fig. 35 muestra la unidn de diversas construcciones cuando el anticuerpo se ha preparado en una proteina de
fusion con doc y a ¢ ontinuacién capturas. Las Figs. 36 y 37 comparan la produccién d e citoquinas con o sin la
adicion de GM-CSF e IFNa (Fig. 36 A-D), y anticuerpos solubles son los (Fig. 37A-D) incubados con las DC durante
24 horas. La Figura 38A-B demuestra el efecto de diversas concentraciones de anticuerpos anti-CD40 de la presente
invencion en la proliferacion directa de linfocitos B.

Proliferacion de | infocitos B. Los | infocitos B de PBMC de dona ntes s anos s e enr iquecieron c on el kit de
enriquecimiento de linfocitos B (de BD). 5 x 10e4 linfocitos B etiquetados con CFSE se cultivaron en m edio RPMI
que contenia FCS al 10 % en presencia de 50 unidades/ml de IL-2 durante 6 dias. La proliferacién de linfocitos B se
sometié a ensayo midiendo la dilucién de CFSE usando citometria de flujo. De forma sorprendente, se encontré que
algunos anticuerpos eran capaces de causar |la proliferacion de | os linfocitos B a diversas diluciones, mientras que
un control de inmunoglobulina y un anticuerpo anti-CD40 (los datos no se muestran) no lo hacian.

Las di versas c onstrucciones mostradas en el pr esente d ocumento d emuestran que | os anticuerpos CDA40 ( por
ejemplo, 12E12) son capaces de una activacion fuerte como dominios variables cuando: (1) el anticuerpo se vuelve
a configurar como una quimera de region v de ratén recombinante y regién C de IgG4 humana, y (2) la actividad se
puede retener en el contexto de (1) con cadena H - antigeno C-terminal afiadido. Estas proteinas de fusion de region
variable-péptido y/o complejos aumenta en gran medida la eficacia de la vacuna.

Se contempla que cualquier realizacion discutida en la presente memoria descriptiva se puede poner en practica con
respecto a cualquier método, kit, reactivo o composicion de la invencién, y viceversa. Ademas, las composiciones de
la invencion se pueden usar para conseguir métodos de la invencion.

Se entendera que | as r ealizaciones en par ticular descritas en e | presente do cumento se muestrana modode
ilustracién y no como limitaciones de la invencién. Las principales caracteristicas de la presente invenciéon se pueden
usar en diversas realizaciones sin apartarse del alcance de la invencion. Los expertos en la materia reconoceran, o
seran ¢ apaces de di scernirel us ode nom as que e xperimentacion de r utina, nameros equ ivalentes al os
procedimientos es pecificos d escritos en el presente do cumento. T ales equivalentes se c onsideran d entro de |
alcance de la presente invencion y estan cubiertos con las reivindicaciones.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
experiencia de los expertos en la materia a la que pertenece la presente invencion.

El usode eltérmino "un"o "uno" cuandos eus aen conjunto con laex presién "que c omprende" en las
reivindicaciones y/o la memoria d escriptiva pueden ha cer referenciaa "uno", pero también es coherente con el
significado de "uno o mas", "al menos uno", y "uno o mas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se
usa para hacer referenciaa "y/0" amenos que s e indique de forma explicita que hace referencia s olamente a
alternativas o las alternativas son mutuamente exclusivas, aunque la divulgacién apoye una definicion que se refiere
solamente a alternativas e "y/o0". A través de la presente solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar
que un valor incluye la variacién de error inherente para el dispositivo, siendo usado el método para determinar el

valor, o la variaciéon que existe entre los objetos de estudio.

Como se usa en la presente memoria d escriptiva y en lar eivindicacion(s), las ex presiones "que comprende” (y
cualquier forma de que comprende, tal como "comprender" y "comprende"), "que tiene" (y cualquier forma de que
tiene, tal como "tener" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, tal como "incluye" e "incluir") o "que
contiene" (y cualquier forma de que contiene, tal como "contiene" y "contener") son inclusivas e indefinidas y por lo
tanto no excluyen elementos o etapas del método sin mencionar, adicionales.

La expresion "o combinaciones de los mismos", como se usa en el presente documento, se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los elementos enumerados que preceden a la expresion. Por ejemplo, "A, B, C, o

48



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 584 956 T3

combinaciones de | os mismos" pretende incluir al menos uno de: A, B, C, AB, AC,BC, o0 ABC, siel ordenes
importante en un contexto en particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC, o CAB. Continuando con este
ejemplo, estan incluidas de forma expresa combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas elementos o
términos, tales como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, y asi sucesivamente. El experto en la
materia entendera que por lo general no hay limite en el nimero de elementos o términos en cualquier combinacion,
a menos que sea evidente de otro modo a partir del contexto.

Todas las composiciones y/o métodos desvelados y reivindicados en el presente documento se pueden preparar y
ejecutar sin experimentacion excesiva a la vista de la presente divulgacion.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Baylor Research Institute
<120> ANTICUERPOS ANTI-CD40 Y USOS DE LOS MISMOS
<130> R 60170

<140> EP 10751218.8
<141> 05-03-2010

<150> 61/159,055
<151> 10-03-2009

<150> 61/159,059
<151> 10-03-2009

<150> 61/159,062
<151> 10-03-2009

<150> 12/718,365
<151> 05-03-2010

<160> 124

<170> PatentIn verslon 3.5
<210> 1

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 1
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Met Asn Leu Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Val Leu Val Leu Lys Gly

Val Gln Cys Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe

Ser Asp Tyr Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Tyr Ile Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro
65 70 75 80

Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 20 95
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Thr

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

Val

Ala

Val

His

225

Gly

Sar

Arg

Pro

Ala

305

Val

Leu

Tyr

Gln

130

Val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Pro

Val

Thr

Glu

290

Lys

Ser

Tyr

Cys

115

Gly

Fhe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

275

Val

Thr

Val

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

260

Glu

Gln

Lys

Leu

Gln

Arg

Ser

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

245

Phe

Val

Pha

Pro

Thr
325
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Met

Arg

Val

Ala

150

Len

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

310

Val

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

295

Glu

Leu

Arg

Leu

120

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Pro

Lys

Val

280

Tyr

Glu

Hims

51

Leu

105

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

265

Val

Val

Gln

Gln

Lys

Fhe

Ser

Arg

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

250

Lys

Val

Aasp

Phe

Asp
330

Ser

Hig

Ala

Ser

155

Fhe

Gly

Leu

Tyr

Arg

235

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

315

Trp

Glu

Ala

Lys

140

Thr

Pro

val

Ser

Thr

220

Val

Phe

Thr

Val

Val

300

Ser

Lau

Asp

Met

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Thr

110

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

150

Val

Asn

Ser

Gly

Met

270

Gln

Val

Tyr

Gly

Ala

Tyr

Gly

Ser

Val

175

Phe

Val

Val

Lys

Gly

255

Ile

Glu

His

Arg

Lys
335

Met

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

240

Pro

Asp

A8n

val

320

Glu
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Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys
340 345 350

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
355 360 365

Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
370 375 380

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
385 390 395 400

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
405 410 415

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys
420 425 430

Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
435 440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
450 455 460

Lys Ala Ser
465

<210>2

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 2

Met Met Ser Ser Ala Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
1 5 10 15

Gly Thr Arqg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly
35 40 45

52



10

Ile

Lys

65

Asn

Lys

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210>3

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

<211> 203
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Pro

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

<223> Péptido sintético.

<400> 3

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

1l6S

Glu

Ser

Ala

Phe
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Asn

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

val

135

Ser

Gln

val

Leu

Glu

215

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

53

Gln

Ile

Thr

Thr

105

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Lys

His

75

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

60

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Thr

Pro

Tle

95

Phe

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Val

Ser

80

Gly

Asn

Axg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



10

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Tyr

Pro

145

Ser

Val

Phe

<210>4

His

Gly

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Mat

Thr

Pro

<211> 234
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Val

val

Ala
185

Glu

20

Ser

Val

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Val

Thr

Thr

180

Val

<223> Péptido sintético.

Val

Val

Leu

Tyr

Gly

85

Glu

Arg

Gly

Tyr

Leu
165

Trp

Leu

ES 2 584 956 T3

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Leu

Met

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

Ser

135

Leu

Cys

Ser

Lys

Gln

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Pro

120

Val

Rla

Leu

Gly

Gly
200

54

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Ala

Thr

Pro

Val

Ser

185

Glu

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Tyr

Val

Gly

Lys

170

Leu

Phe

Gly

Ala

Lys

Asp

75

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

155

Gly

Ser

val

Pro

Ser

Pro

60

Gly

Asp

Glu

Gly

Ser

140

Ala

Tyr

Ser

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

125

Ala

Ala

Phe

Gly

Leu

30

Tyr

Gln

Lys

Ser

Ser

110

Ala

Lys

Gln

Pro

val
190

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Met

Thr

Thr

Glu

175

His

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Asp

Thr

Asn

160

Pro

Thr



ES 2 584 956 T3

<400> 4

55



Gly

Ala

Ile

Lys

65

Arg

Asn

Thr

Ala

Leu

145

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
225

Met

Thr

Ser

Ser

50

Leu

FPhe

Leu

Leu

Asp

130

Lys

Gly

Ser

Asn

210

Val

Ser

Arg

Leu

35

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Ala

Ser

Val

Met

195

Ser

Lys

Ser

Cys

20

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln
100

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

180

Ser

Tyr

Ser

Ala

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Asn

Ser

Thr

Phe

ES 2 584 956 T3

Gln

Ila

Arg

Asn

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Phe

Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

Val

135

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

215

Arg

Leu

Met

Thr

40

Tyr

Sazr

Gly

Ala

Gly

120

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

200

Ala

Asn

56

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

105

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

185

Leu

Thr

Glu

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

170

Gln

Thr

Him

Cys

Leu

Thr

Cys

Lys

His

15

Tyr

Phe

Lys

Pro

Phe

155

Asp

Asp

Lys

Lys

Leu

Thr

Arg

Pre

60

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
220

Leu

Ser

Ala

45

Asp

Gly

Leu

His

Glu

125

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

205

Ser

Cys

Ser

30

Ser

Gly

val

Thr

His

110

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

150

Tyr

Thr

Fhe

15

Lau

Gln

Thr

Pro

Ile

55

Gly

Lys

Glu

FPhe

Arg

175

Ser

Glu

Ber

Gln

Ser

Asp

Val

Ser

BO

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

160

Gln

Thr

Arg

Pro



10

<210>5

<211> 235

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 5

ES 2 584 956 T3

57



Met

Val

Leu

Ser

Pro

65

Ala

Ser

His

Arg

Gln

145

Tyr

Gln

Thr

Asp

Ile

Ser

Ser

50

Arg

Ser

Ser

Ala

130

Leu

Pro

Asn

Tyr

Phe

Met

Ala

35

val

Pro

Phe

Met

Tyr

115

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser
195

Gln

Ser

20

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

lo0

Pro

Ala

Ser

Asp

Val

180

Met

Val

Arg

Pro

Tyr

Ile

Gly

85

Ala

Leau

Ala

Gly

Ile

165

Leu

Ser

ES 2 584 956 T3

Gln

Gly

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Asn

Ser

Ile

Gln

Glu

Tyr

a5

Gly

Gly

Asp

Phe

Thr

135

Ala

Val

Ser

Thr

Phe

Ile

Lys

40

Arg

Thr

Ser

Ala

Gly

120

vVal

Ser

Lys

Trp

Leu
200

58

Ser

Val

25

Val

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Ala

Ser

vVal

Trp

Thr

185

Thr

Phe

10

Leu

Thr

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Ile

val

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Thr

Met

Gln

Leu

75

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Ila

Gln

Thr

Leu

Gln

Thr

Lys

60

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

140

Phe

Asp

Asp

Lys

Tle

Ser

Cys

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp
205

Ser

Pro

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys

130

Glu

Ala

15

Ala

Ala

Ser

Val

Thr

95

Gln

Leu

Ser

Asn

Glu

175

Asp

Tyr

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

160

Arg

Ser

Glu



10

<210>6

<211> 196

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 6

ES 2 584 956 T3

59



10

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Leu

Ala
145

Leu

Gly

Gly

<210>7

Gly

Leu

Gly

Gly

50

Trp

Asn

Ala

Tyr

Thr

130

Pro

Vval

Ser

Glu

<211> 238
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Trp

Ser

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

val

Gly

Lys

Leu

Phe
185

ES 2 584 956 T3

Ser Trp Ile Phe Leu

Glu Val Gln Leu Gln
20

Ser Val Lys Ile Ser
40

Tyr Met His Trp Val
55

Gly Arg Ile Asn Pro
70

Lys Asp Lys Ala Ser
85

Met Glu Leu His Ser
100

Ala Arg Glu Asp Tyr
120

Ser Ser Ala Lys Thr
135

Ser Ala Ala Gln Thr
150

Gly Tyr Phe Pro Glu
165

Ser Ser Gly Val His
180

Val

<223> Péptido sintético.

60

Phe

Gln
25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Val

Thr

AsSn

Pro

Thr

185

Leu
10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Tyr

Pro

Ser

Val
170

Phe

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

75

vVal

Ser

Trp

Pro

Met
155

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

His

60

Ala

Asp

Glu

Gly

Ser

140

Val

Val

Ala

Gly

Glu

Gly

45

val

Thr

Lys

Asp

Gln

125

Val

Thr

Thr

Val

Thr

Leu

30

Lys

Ser

Ser

Ser

110

Gly

Tyr

Leu

TIp

Leu
190

Ala

15

Val

Ser

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn
175

Gln

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Thr

Leu

Cys
160

Ser

Lys



<400>7

Met

1

Ser

Ser

val

Gly

65

Gly

Leu

Ser

Glu

Ser
145

Lys

Ser

Leu

His

50

Gln

Val

Lys

Gln

Ile

130

Ser

Leu

Ser

Gly

35

Ser

Ser

Pro

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Pro

Asn

Pro

ASp

Ser

100

Thr

Arg

Gln

Vval

Val

Gln

Gly

Lys

Arg

85>

Arg

His

ES 2 584 956 T3

Arg

Val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

Val

Asp

Thr
150

Leu

Ser

Thr
55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Leu

Thr

Ile
40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp

120

Gly

61

val

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Gly

Leu

10

Thr

Cys

His

Lys

Gly

20

Asp

Phe

Thr

Ala

Pro

Trp

Val

75

Ser

Leu

Gly

Val

Ser
155

Phe

Leu

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

140

val

Trp

Ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Gly

125

Ile

val

Ile

Leu

30

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Pro

15

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

95

Phe

Lys

Pro

Phe

Ala

Val

Leu

Pro

Ser

80

Ala

Cys

Leu

Pro

Leu
160



10

Asn Asn

Ser Glu

Lys Asp

Glu Tyr
210

Ser Thr
225

<210> 8
<211> 1404
<212> ADN

Phe

Arg

Ser

195

Glu

Ser

Tyr Pro
165

Gln Asn
180

Thr Tyr

Arg His

Pro Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8

ES 2 584 956 T3

Lys

Gly

Ser

Asn

val
230

Asp

Val

Met

Ser

215

Lys

Ile

Leu

Ser
200

Ser

62

Asn

Asn

185

Ser

Thr

Phe

Val

170

Ser

Thr

Asn

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
235

Trp

Thr

Thr

Ala
220

Asn

Lys

Asp

Leu

205

Thr

Glu

Ile Asp Gly
175

Gln Asp Ser

190

Thr Lys Asp

His Lys Thr

Cys



10

ES 2 584 956 T3

<210>9

<211> 705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 9

63



10

15

20

atgatgtcct
gatatccaga
atcagttgea
gatggaactg
aggttcagtg
gaagatattg
ggcaccaaac
tectgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctcge

<210> 10

<211> 705
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10

atgatgtcct
gatatccaga
atcagttgca
gatggaactg
aggttcagtg
gaagatattg
ggcaccaaac
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctege

<210> 11

<211>708
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

ctgctcagtt
tgacacagac
gtgecaagtca
ttaaactect
gcagtgggtc
ccacttacta
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagageagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ctgctcagtt
tgacacagac
gtgcaagtca
ttaaactect
gcagtgggtc
ccacttacta
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgbcacaaa

ES 2 584 956 T3

ccttggtcte
tacatceotee
gggeattage
gatctattac
tgggacagat
ttgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cageaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ccttggtctce
tacatcctce
gggcattage
gatctattac
tgggacagat
ttgtcagecag
acgaactgtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgttgctct
ctgtetgect
aattatttaa
acatcaattt
tattctctca
tttaataagc
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgeece
agcacctaca

gtectatgect

aggggagagt

ctgttgctct
ctgtctgecct
aattatttaa
acatcaattt
tattctctca
tttaataage
gctgeaccat
tetgttgtgt
gataacgeee
agcacctaca

gtctatgect

aggggagagt

64

gttttcaagg
ctctaggaga
actggtatca
tacactcagg
ccatcggcaa
ttcctccgac
ctgtcttecat
gcctgectgaa
tccaateggg
geetcageag
gcgaagtcac

gttag

gttttcaagg
ctctaggaga
actggtatca
tacactcagg
ccatcggcaa
ttcctccecgac
ctgtcttcat
geectgetgaa
tccaatcggg
gectcagcag
gcgaagtcac

gttag

taccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatca
cctggaacct
gttcggtgga
ctteccgeca
taacttctat
taactcceag
caccetgacy

ccatcaggge

taccagatgt
cagagtcacec
gcagaaaceca
agtcccatca
cctggaacct
gttcggtgga
cttececegeea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

&0
120
"180
240
308
360
420
480
340
€00
§60
705

60

‘120
180

240
300

360
Ao
480

540
€00
660

705



10

15

20

<400> 11

atggattttc
aggggacaaa
gtcaccatga
ccaggatecct
gctcgcttca
gctgaagatg
gcetgggacca
ccatctgatg
tatecccagag
caggagagty
acgctgagca

ggcctgaget

aagtgcagat
ttgtteteac
cctgcagtge
cacecaaacce
gtggcagtgg
ctgccactta
agctcgagat
agcagttgaa
aggccaaagt
teacagagea

aagcagacta

cgeccegtcac

<210> 12

<211>705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 12

atgatgtcct
gatatccaga
atcagttgoa
gatggaactg
aggttcagtg
gaagatattg
ggcaccaagc
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctcge

ctgctcagtt
tgacacagac
gggoaagtca
ttaaacteoct
gcagtgggtc
ccacttactt
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagecagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<210> 13

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2 584 956 T3

tttcagctte
ccagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
atctgggacc
ttactgccag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaagqg
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagctte

ccttggtcte
tacatcctoe
ggacattage
gatgtactac
tggaacagat
ttgeccatcat
acgaactgtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgctaatca
gcaatcoctgt
gtaagttaca
ggracatcca
tcttattctce
caatatcata
gtggetgoac
gcctcoctgttg
gtggataaecg
gacagoacet
aaagtctatg

aacaggggag

ctgttgctct
ctgtctgect
aattatttaa
acatcaagat
tattctetca
ggtaatacgc
gctgcaccat
totgttgtgt
gataacgeee
agcacctaca
gtctatgecct

aggggagagt

65

gtgectoagt

ctgeatatec
tgtacaggta
acctggctte
tcacaatcag
gttacccgct
catectgteott
tgtgoctget
coctacaate
acagqootcad
cctgcgaagt

agtgttag

gttttcaagg
ctctgggaga
actggtatca
tacactcagg
ccattagcaa
ttcegtggac
ctgtecttecat
gcctgctgaa
tccaateggg
gectcageag
gcgaagtcac

gttag

cataatgtce
aggggagaag
ccageagaag
tggagtcect
cagcatggaqg
cacgttcggt
catcttceeg
gaataactte
gggtaactee
cagoaccety

cacccatcaqg

taccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatca
cctggagcaa
gttcggtgga
cttececegeca
taacttctat
taactceecag
caccctgacg

ccatcaggge

60
120

180

300

-3¢0

420
480
540
600
560
708

€0

120

180

240
304

360

420

480

340
600
§60
705



<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 13

<210> 14
<211> 1389
10 <212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
15

<400> 14

ES 2 584 956 T3

66



10

ES 2 584 956 T3

<210> 15

<211> 717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15

67



ES 2 584 956 T3

atgaagttgc ctgttaggct gttggtgetg atgttctgga ttcocctgette cagcagtgat &0
gttgtgatga cccaaactcc acteotcectg coctgtceagte ttggagatca agoctcocate 120
tettgoagat ctagtcagag ceottgtacac agtaatggaa acacctattt acattggtace 180
ctgcagaagc caggccagtc tccaaagctc ctgatectace aagtttccaa ccocgattttct 240
ggggtcccag acaggttecag tggcagtgga tcagggacag atttegeaet caagatcagt ano0
agagtggagg ctgaggatct gggagtttat ttctgctctc aaagtacaca tgttccgtgg 360
acgttcggtg gaggcaccaa gctcgagatc aaacgaactg tggctgcacc atctgbcttce 420
atcttccege catctgatga gecagttgaaa tctggaactg ectctgttgt gtgcectgetg 480
aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacge cctocaatcg 540
ggtaactcce aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acageaccta cagectcage 600
agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctatge ctgogaagte £60
acccatcagg gocctgagcte gcocccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgttag 717

<210> 16

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 16

Val Gly Phe Pro Val Thr Pro Gln Val Pro Lau Arg Pro Mat Thr Tyr
1 5 10 15

Lys Ala Ala Val Asp Leu Ser His Phe Leu Lys Glu Lys Gly Gly Leu

15

20

25

30

20

<210> 17

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 17

<210> 18

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

68
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10

15

20

25

30

35

ES 2 584 956 T3

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 18

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
1 S 10 15

His Ile Val

<210> 19

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 19

Asn Pro Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu
1 5 10 15

Gly Leu Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp
20 25 30

Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ala Ser
35 40

<210> 20

<211> 56

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 20

Ala Ile Phe Gln Ser Ser Met Thr Lys Ile Leu Glu Pro Phe Arg Lys
1 5 10 15

Gln Asn Pro Asp Ile Val Ile Tyr Gln Tyr Met Asp Asp Leu Tyr Llys
20 25 30

Ile Leu Glu Pro Phe Arg Lys Gln Asn Pro Asp Ile Val Ile Tyr Gln
35 40 45

Tyr Met Asp Asp Leu Tyr Ala Ser
50 55

<210> 21
<211> 745
<212> PRT

69



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 21

Gln
1l

Thrx

Gly

Trp

Leu

&5

Phe

Cys

Lys

Glu
145

Pro

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

val

Gly

130

Ser

val

Thr

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

115

Pxo

Thr

Thr

Leu

Leu

20

Leu

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Ser

Ala

Val

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Ser

Ala

Val

Ala

Ser
165

ES 2 584 956 T3

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu

150

Trp

Ser

Ser

Ile

Trp

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

70

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

Val

Leu

Gly

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala
170

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Thr

Pro

val
175

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His



Thr

Val

Asn

Ser

225

Gly

Met

Gln

Val

Tyx

305

Gly

Ile

Val

Serxr

Glu

aas

Pro

Phe

Val

Val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
370

Trp

Val

Pro

Thr

195

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Ala

180

Val

His

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyz

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Val

Pro

Lys

Pro

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lysa

325

Ile

Pro

Lau

Asn

Ser
405

ES 2 584 956 T3

Leu

Ser

Pro

Pro

230

Phe

Pro

Val

Thr

Val

310

Cys

Bar

Pro

Val

Gly

390

Asp

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

295

Leu

Lys

Lyse

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Ser

Ser

200

Asn

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

360

Gly

Pro

Ser

71

Ser

185

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lysa

345

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Aan

330

Gly

@lu

Tyr

Aan

Phe
410

Leu

Thr

Val

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

Ber

380

Tyr

Tyr

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Leu

190

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Arg

Ser

Thr

Vval

Phe

Thr

255

val

Val

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
415

Ser

Cys

Glu

Glu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln

Val

val

Pro

400

Thr



vVal

Ser

Pro

465

Pro

Lys

Val

Pro

Ile

545

Ile

His

Gly

625

Ile

Asp

His

Leu

450

Thr

Ala

Leu

His

Ala

530

Ile

Leu

Pro

val
610

Val

Lys

Glu

435

Gly

Ser

Lys

Pro

515

Ser

Leu

Asp

Gln

595

Arg

Thr

Pro

Ser
420

Lys

Glu

His

500

Thr

Gly

Ala

Ala

580

Gly

Tyr

Pro

Thr

Leu

Ala

Ser

Lys

485

Ile

Pro

Pro

Leu

Ser

565

Thr

Tyr

Pro

Thr

Ala
645

ES 2 584 956 T3

Trp

Ser

Thr

470

Ile

Val

Thr

Pro

Asgn

550

Pro

Pro

Phe

Leu

Ala

630

Thr

Gln

Asn

Gln

455

Pro

Arg

Ala

Ser

Ile
535

Lys

Thr

Thr

Pro

Thr

615

Thr

Glu

His

440

Thr

Thr

Leu

Ser

Val

520

Pro

Ile

Ser

Ala

Asp

600

Phe

Ala

Lys

72

Gly
425

Tyr

Pro

Arg

Ser

505

Pro

val

val

Thr

585

Trp

Gly

Pro

Agn

Thr

Thr

Pro

490

Ser

Pro

Gly

Arg

Pro

370

Pro

Gln

Trp

Pro

Ala
650

Val

Gln

AsSn

Ser

475

Gly

val

Thr

Glu

Met

555

Ala

Thr

Agn

Leu

Ser

€35

Ser

Phe

Lys

Thr

460

Asn

Gly

Ser

Pro

Ile

540

Tyr

Ile

Tyxr

Tyr

620

Ala

Val

Ser

Ser

445

Ile

Pro

Lys

Pro

Thr

525

Tyr

Ser

Ser

Lys

Thr

605

Lys

Ile

Gly

Cys

430

Leu

Ser

Lys

Lys

Thr

510

Lys

Lys

Pro

Ser

Gly

590

Pro

Leu

val

Phe

Ser

Ser

val

Pro

Lys

495

Thr

Ser

Arg

Thr

Thr

375

Ala

Gly

Thr

Pro
655

Val

Leu

Thr

Aan
480

Tyr

Ser

Ser

Trp

Ser

560

Ile

Ser

Pro

Ser

Thr

640

Val



10

Thr

Leu

Ser

Ala

705

Lys

Gln

Pro

Ser

Ile

630

Thr

Ile

Tyr

<210> 22

<211>739
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

His

€75

Thr

Pro

Leu

Met

Val

660

Pha

Val

Ser

Glu

Asp
740

<223> Péptido sintético.

<400> 22

Glu
1l

Ser

Tyr

Ala

Lys
65

Leu

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Lys

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Pro

Leu

Ala

Ala

Pro

725

Asp

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Arg
85

ES 2 584 956 T3

Leu

Lys

Ala

Ala

710

Phe

Leu

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Arg

Glu

Thr

695

Ala

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Fro

Lys

680

Ala

Ser

Lys

Ala

Thr

Thr

40

Gly

Arg

Ser

73

Met

665

Gly

Pro

Ala

Gln

Ser
745

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Thr

Gly

Thr

Ile

Asn
730

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

AsSp
90

Tyr

Leu

Val

Phe

715

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyzr

Ala

75

Thr

Lys

Ala

Thr

700

Gln

Asp

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Ala Ala
870

Sar Thr

685

Pro Thr

Sar Ser

Ile Val

Gln Pro

Phe Ser

30

Leu Glu

45

Pro Asp

Asn Thr

Met Tyr

vVal

Asn

Val

Mat

Ile
735

15

95

Asp

Gly

Asn

Thr

720

Tyr

Gly Gly

Asp Tyr

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr

BO

Tyr Cys



Ala

Thr

Pro

Gly

1458

ABn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Bar

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

2950

Thr

val

Arg

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Leu

Val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys
325

ES 2 584 956 T3

Pro

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Phe

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Hisg

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

74

Ala

105

Lys

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Val

265

Val

Ser

Ser

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser
330

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Gly

110

Sex

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Gly

Phe

Leu

Trcp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

vVal

Thr

Val

Cys

320

Ser



Lys

Ber

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gln

Pro

465

Ala

Ser

Ile

Lys

545

Thr

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ber

Glu

His

Thr

450

Thr

Leu

Ser

Val

Pro

330

Ile

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Pro

Asn

Arg

Ser

Pro

515

Val

Val

Thr

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Thr

Asn

Pro

Ser

500

Pro

Gly

Arg

Pro

G1n

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Asn

Ser

Gly

485

val

Thr

Glu

Ala
565

ES 2 584 956 T3

Pro

Thr

Sar

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Thr

Asn

470

Gly

Ser

Pro

Ile

Tyr

550

Asp

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Ile

455

Pro

Lys

Pro

Thr

Tyr

535

Ser

Ser

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Ser

Lys

Lys

Thr

Lys

520

Lys

Pro

Ser

75

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Val

Pro

Lys

Thr

505

Ser

Arg

Thr

Thr

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leun

Thr

Asn

Tyr

490

Ser

Ser

Trp

Ser

Ile
570

vVal

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Pro

Pro

475

Lys

val

Pro

Ile

Ile

555

Thr

Tyr

Leu

380

Val

Asp

His

Leu

Thr

460

Ala

Leu

His

Ala

Ile

540

Leu

Pro

Thr

Thr

365

Glu

Lys

Glu

Gly

445

Asn

Ser

Lys

Pro

Ser

525

Leu

Asp

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Asn

Glu

His

Thr

510

Asn

Gly

Ala

Pro

Ser

Arg

415

Ala

Ser

Lys

Ile

495

Pro

Pro

Leu

Ser

Thr
575

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Ber

Thr

Ile

480

Val

Pro

Asn

Pro

560

Pro



10

15

Thr

Pro

Thr

Thr

625

Thr

Glu

Thr

Ala

705

Tyr

<210> 23
<211>7

Ala

Asp

Pha

610

Ala

Lys

Pro

Lys

Ala

690

Ser

Lys

Ala

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Trp

595

Gly

Thr

Pro

Gly

675

Pro

Ala

Gln

Ser

Pro
580

Gln

Trp

Pro

Ala

Thr

660

Gly

Thr

Ile

Asn

<223> Péptido sintético.

<400> 23

<210> 24
<211>10

<212> PRT

Thr

Asn

Leu

Ser

Ser

645

Tyr

Leu

Val

Phe

Pro
725

ES 2 584 956 T3

Ile

Tyr

Tyr

Ala

630

val

Lys

Ala

Thr

Gln

710

Asp

Lys

Thr

Lys

615

Ile

Gly

Ala

Ser

Pro

695

Ser

Ile

Gly

Pro

600

Leu

Val

Phe

Ala

Thr

680

Thr

Ser

val

76

Ala

585

Gly

Ala

Thr

Pro

Val

665

Asn

Val

Ile

Ser

Pro

Ser

Thr

Vval

650

Asp

Gly

Asn

Thr

Tyr
730

His

Gly

Thr

Ile

635

Thr

Leu

Ser

Ala

Lys

715

Gln

Thr

Val

vVal

620

Thr

Pro

Ser

Ile

Thr

700

Ile

Tyr

Gln

Arg

605

Thr

Pro

Gln

His

Thr

685

Pro

Leu

Gly

590

Tyr

Pro

Thr

Vval

Phe

670

Vval

Ser

Glu

Asp

Tyr

Pro

Thr

Ala

Pro

655

Len

Ala

Ala

Pro

Asp
735

Phe

Leu

Ala

Thr

640

Leu

Lys

Ala

Ala

Phe

720

Leu
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35
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50

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 24

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 25

<210> 26

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 26

<210> 27

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27

gectagegata caacagaace tgocaacaceot acaacacctg taacaacacc gacaacaaca

cttctagoge

<210> 28

<211> 186

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

ES 2 584 956 T3

77

60
70



10

15

20

25

<400> 28

<210> 29

<211> 61

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 29

<210> 30

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 30
Met Lys Ala Asn Leu
1l 5

Ala Rsp Thr Ile Cys
20

Val Asp Thr Val Leu
35

Leu Leu Glu RAsp Ser
50

<210> 31

ES 2 584 956 T3

Leu

Ile

Glu

His

Val Leu Leu

Gly Tyr His
25

Lys Asn Val
40

Asn Gly Lys
55

78

Cys
10

Ala

Thr

Leu

Ala Leu Ala Ala Ala Asp
15

Asn Asn Ser Thr Asp Thr
30

Val Thr His Ser Val Asn
45

Cys Arg
60



10

15

20

25

30

<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 31

Leu Lys Gly

1

Trp Leu Leu

Trp Ser

Pro Gly
50

<210> 32
<211> 60
<212> PRT

Tyr

35

Asp

Ile

Gly

20

Ile

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 32

Gln Leu
1

Glu Ser

Ser His

Glu Lys
50

<210> 33
<211>60
<212> PRT

Ser

Ser

Glu

35

Glu

Ser

20

Gly

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 33

Ala

Asn

Val

Ile

Val

Pro

Lys

Ser

ES 2 584 956 T3

Pro

Pro

Glu

Asp

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

Glu

Thr

Tyr
55

Ser

His

Ser

Pro
55

Gln

Cys

Pro

40

Glu

Phe

Asn

Phe

40

Lys

79

Leu

Asp

25

Asn

Glu

Glu

Thr

25

Tyr

Len

Gly Lys Cys

10

Pro Leu Leu

Ser Glu Asn

Leu Arg Glu

Arg Phe

Asn Gly

Arg Asn

Lys Asn

60

Glu

val

Leu

Ser
60

Asn Ile Ala Gly
b

Pro Val Arg Ser
30

Gly Ile Cys Tyr
45

Ile Phe Pre Lys
15

Thr Ala Ala Cys
30

Leu Trp Leu Thr
45



10

15

20

ES 2 584 956 T3

Tyr Val Asn Lys Lys Gly Lys Glu Val

1 5

His Pro Pro Asn Ser Lys Glu Gln
20

Gln
25

Ala Tyr Val Ser Val Val Thr Ser Asn

35 40

Glu Ile Ala Glu Arg Fro Lys Val Arg

50 55

<210> 34

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 34

Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr
1 5

Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu
20

Leu Ser Arg Gly Phe Gly Ser Gly
35 40

His Glu Cys Asn Thr Lys Cys Gln
S0 53

<210> 35

<211>40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 35

80

Leu

Ile

25

Ile

Thr

Leu Val Leu Trp Gly Ile His
10 15

Asn Leu Tyr Gln Asn Glu Asn
30

Tyr Asn Arg Arg Phe Thr Pro
45

Asp Gln Ala
60

Leu Lys Pro Gly Asp Thr Ile
10 15

Ala Pro Met Tyr Ala Phe Ala
30

Ile Thr Ser Asn Ala Ser Met
45

Pro Leu Gly
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15

20

25

30

35

ES 2 584 956 T3

Ala Tle Asn Ser Ser Leu Pro Tyr Gln Asn Ile His Pro Val Thr Ile
1 5 10 15

Gly Glu Cys Pro Lys Tyr Val Arg Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr
20 25 30

Gly Leu Arg Asn Ile Pro Ser Ile
35 40

<210> 36

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 36

Ser Ser Phe Glu Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro
1 5 10 15

Asn

<210> 37

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 37

Gly Asn Leu Ile Ala Pro Trp Tyr Ala Phe Ala Leu Ser Arg Gly Phe
1 5 10 15

Gly

<210> 38

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 38

Trp Tyr Ala Phe Ala Leu Ser Arg Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr
1 5 10 15

Ser

<210> 39

81



10

15

20

25

30

<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 39

Met Ala
1

Gly Glu

Ile Gly

Leu Ser
50

<210> 40
<211>60
<212> PRT

Ser

Gln

Arg Gln

Gly
35

Asp

20

Ile

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 40

Leu Thr
1

Lys Tyr

Gly Gly

Ile Leu
50

<210> 41
<211> 11
<212> PRT

Ile

Leu

Pro

35

Tyr

Glu

Glu

20

Ile

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 41

Gly

Asn

Gly

Glu

Arg

Glu

Tyr

Lys

ES 2 584 956 T3

Thr

Ala

Arg

Gly

Met

His

Arg

Glu

Lys

Thr

Phe

Arg
55

val

Pro

Arg

Glu
55

Arg

Glu

Tyr
40

Leu

Leu

Ser

val

40

Ile

82

Ser

Ile
25

Ile

Ile

Ser

Ala

25

Asn

Arg

Tyr

10

Gln

Gln

Ala

10

Gly

Gly

Arg

Glu

Ala

Met

Asn

Phe

Lys

Lys

Ile

Gln Met Glu Thr Asp
15

Ser Val Gly Lys Met
30

Cys Thr Glu Leu Lys
45

Ser
60

Asp Glu Arg Arg Asn
15

Asp Pro Lys Lys Thr
30

Trp Met Arg Glu Leu
45

Trp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 42

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regidén de dominio variable de cadena pesada del sitio de unién al antigeno de una molécula de unién

CD 40 sintética

<400> 42

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 43

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 44

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Met Tyr

1

<210> 45

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 45

Tyr Ile Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val Lys

1

Gly

<210> 46
<211> 10

5

Tyr Thr Ser Ile Leu His Ser

1

ES 2 584 956 T3

5

83

5

10

10

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 46

<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 47

<210> 48

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 48

ES 2 584 956 T3

ggatggtggg aagatggata cagttggtgc agcatc

<210> 49

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49

ccaggcatcc tagagtcacc gaggagccag t

<210> 50

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 50

Arg Thr Gly Met Asp Pro Arg Met Cys Ser Leu Met Gln Gly Ser Thr

1 5

Leu

84

36

10

15



10

15

20

25

30

ES 2 584 956 T3

<210> 51

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 51

Met Cys Asn Ile Leu Lys Gly Lys Phe Gln Thr Ala Ala Gln Lys Ala
1 5 10 15

Met

<210> 52

<211> 60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 52

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly
1 5 10 15

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu
20 25 30

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val Leu Val Ala Ser Arg Gly Arg Ala
35 40 45

Val Cys Gly Gly Val Leu Val His Pro Gln Trp Val
50 55 60

<210> 53

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 53

85



10

15

20

Leu

Arg

Ser

Thr Ala Ala

His Ser Leu
20

His Ser Pha
35

Arg Phe Leu Arg
50
<210> 54
<211>60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético.
<400> 54
Leu Mat Leu Leu
1
Lys Val Met Asp
20
Tyr Ala Ser Gly
a5
Lys Lys Leu Gln
50
<210> 55
<211>60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 55

Hims

Phe

Pro

Pro

Arg

Leu

Trp

Cys

ES 2 584 956 T3

Cys

His

Hims

Gly

Leu

Pro

Gly

Val

Ile

Pro

Pro

Asp
55

Ber

Thr

Ser

Asp
55

Arg Asn Lys Ser Val Ile Leu Leu Gly

10

15

Glu Asp Thr Gly Gln Val Phe Gln Val

25

30

Leu Tyr Asp Met Ser Leu Leu Lys Asn

40

Asp Ser Ser His Asp

Glu

Gln

Ile

40

Leu

86

Pro

Glu

25

Glu

His

Ala Glu

10

Pro Ala

Pro Glu

Val Ile

60

Leu

Leu

Glu

Ser
60

45

Thr Asp Ala Val
15

Gly Thr Thr Cys
30

Phe Leu Thr Pro
43



10

15

20

25

30

35

ES 2 584 956 T3

Asn Asp Val Cys Ala Gln Val His Pro Gln Lys Val Thr Lys Phe Met
b § 3 10 13

Leu Cys Ala Gly Arg Trp Thr Gly Gly Lys Ser Thr Cys Ser Gly Asp
20 25 30

Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Asn Gly Val Leu Gln Gly Ile Thr Ser
35 40 45

Trp Gly Ser Glu Pro Cys Ala Leu Pro Glu Arg Pro
50 55 60

<210> 56

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 56

Ser Leu Tyr Thr Lys Val Val His Tyr Arg Lys Trp Ile Lys Asp Thr
1 5 10 15

Ile Val Ala Asn Pro
20
<210> 57
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 57

<210> 58

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 58

Glu Cys Glu Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val Leu Val Ala Ser
1 5 10 15

<210> 59

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 59

ES 2 584 956 T3

Gly Asp Asp Ser Ser His Asp Leu Met Leu Leu Arg Leu Ser Glu

1

<210> 60

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 60

<210> 61

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 61

<210> 62

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 62

5

10

15

Gly Ser Glu Pro Cys Ala Leu Pro Glu Arg Pro Ser Leu Tyr Thr

1

<210> 63

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 63

5

88

10

15
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15

20

25

30

35

ES 2 584 956 T3

Glu Arg Pro Ser Leu Tyr Thr Lys Val Val His Tyr Arg Lys Trp

1

<210> 64

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 64

<210> 65

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 65

5

10

15

Met Arg Ser Tyr Arg Phe Ser Asp Tyr Leu His Met Ser Val Ser Phe

1

5

10

15

Ser Asn Asp Met Asp Leu Phe Cys Gly Glu Asp Ser Gly Val Phe Ser

20

25

30

Gly Glu Ser Thr Val Asp Phe Ser Ser Ser Glu Val Asp Ser Trp Pro

35

Gly Asp Ser Ile Ala Cys Phe Ile Glu Asp Glu Arg

50

<210> 66

<211> 60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 66

40

89

55

45

60



10

15

20

His Phe Val Pro
1l

Leu Asp Ala Ser
20

Gln Ala Tyr Tyr
35

Tyr Met Asp Arg
50

<210> 67

<211> 60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 67

Glu Thr Ser Gly

1l
Leu Ala Ala Lys
20
Gln Val Ala Gly
35
Met Glu Leu Leu
50
<210> 68
<211>60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 68

Gly

Ala

Asn

Phe

Trp

Met

Val

Val

ES 2 584 956 T3

His

Arg

Phe

Leu

Pro

Glu

Lys

Leu

Asp

Glu

Gln

Tyr

Met

Glu

Tyr

Ser

55

Tyr

Asp

Pro

40

Ala

Gln

Tle

Lenu

40

Val

90

Leu

Ser

25

Leu

Arg

Leu

Leu

25

Phe

Leu

Ser Arg Phe Gln Thr Arg Ser
10 15

Val Ala Trp Ile Leu Lys Val
30

Thr Ala Tyr Leu Ala Val Asn
45

Arg Leu Pro
60

Leu Ala Val Ala Cys Leu Ser
10 15

Val Pro Ser Leu Phe Asp Phe
30

Glu Ala Lys Thr Ile Lys Arg
45

Asp Trp Arg
60



10

15

20

ES 2 584 956 T3

Leu Arg Ser Val Thr Pr¢ Phe Asp
1 5

Ile Asp Pro Ser Gly Thr Phe Leu
20

Glu Ile Ile Leu Ser Asn Ile Lys
35 40

Pro Ser Ser Ile Ala Ala Ala Ala
50 55

<210> 69

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 69

Ala Asn Glu Leu Pro Ser Leu Ser
1 5

Pro Glu Thr Trp Cys Asp Gly Leu
20

Tyr Arg Leu Met Lys Ala Met Ala

35 40
Pro Lys Val Ile Ala Lys Leu Arg
50 55
<210>70
<211> 39
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 70

91

Phe

Gly

25

Glu

Ile

Ser

Ser

25

Ile

val

Ile

10

Phe

Ala

Leu

Val

10

Lys

Glu

Ser

S8er Phe Fhe Ala Tyr Lys
15

Phe Ile Ser His Ala Thr
30

Ser Phe Leu Glu Tyr Trp
45

Cys Val
60

Val Asn Pro His Glu Ser
15

Glu Lys Ile Val Arg Cys
30

Asn Asn Arg Leu Asn Thr
45

Val Arg
60
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2 584 956 T3

Ala Ser Ser Thr Leu Thr Arg Pro Ser Asp Glu Ser Ser Phe Ser Ser
1l 5 10 15

Ser Ser Pro Cys Lys Arg Arg Lys Leu Ser Gly Tyr Ser Trp Val Gly
20 25 30

Asp Glu Thr Ser Thr Ser Asn
35

<210> 71

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 71

Asp Arg Val Leu Arg Ala Met Leu Lys Ala Glu Glu Thr Cys Ala
1 5 10 15

<210>72

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 72

Arg Ala Met Leu Lys Ala Glu Glu Thr Cys Ala Pro Ser Val Ser
1 5 10 15

<210>73

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 73

Thr Cys Ala Pro Ser Val Ser Tyr Phe Lys Cys Val Gln Lys Glu
1 5 10 15

<210> 74

<211> 587

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 74

92



Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

1435

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys
225

Val

Tyr

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Lys

Lys

Tyr

a5

Ile

Axrg

Arg

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Val

Ser

val

Ser

Thr

Arg

85

Leu

val

Cys

Lys

Leu

165

Len

Thr

val

Pro

ES 2 584 956 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala
230

Sar

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Phe

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Gly

Thr

Thr

40

Gly

Arg

Ser

His

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

93

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

105

Lys

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

val

Phe

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

Kis

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly
235

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Len

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe
240



Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gln

Pro
465

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

Thr

450

Thr

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyx

435

Pro

Asn

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Gly
340

Glu

Tyr

Phe

Asn

420

Thr

Thr

Asn

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Asn

Ser

ES 2 584 956 T3

Pro

val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyxr

Phe

Lys

Thr

Asn
470

Lys

val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Ile

455

Pro

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Ser

Lys

94

Thr

val

265

val

Ser

Lau

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

S8er

425

Ser

Val

Pro

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Thr

Asn

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Pro

Pro
475

Ile

Glu

His

Arg

300

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

val

His

Leu

Thr

460

Ala

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Asn

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Asn

Gly

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Ala

Ber

Phe

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp
400

Trp

Hims

Ser

Thr

Asp
480



10

<210> 75

<211> 656

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 75

ES 2 584 956 T3

95



ES 2 584 956 T3

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Vval
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Arg Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

96



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

vVal

Phe

Pro

290

Thr

Val

Arg

Val

115

Ala

Lenu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Gly

100

Thx

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

8s

Leu

Val

Cys

Lys

Leu

165

Thr

val

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys

ES 2 584 956 T3

Pro

Ber

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Phe

Ber

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Preo

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

His

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

97

Ala

105

Lys

Thr

Pro

val

Ser

185

Thr

val

Phae

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

S0

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Bar

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Gly

110

gear

Ala

val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Thr

Gln

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys=

Ser

Lys

Ile

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Fhe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser



ES 2 584 956 T3

325 330 335

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

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

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

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 3985 400

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

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

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

Gln Thr Pro Thr Asn Thr Ile Ser Val Thr Pro Thr Asn Asn Ser Thr
450 455 460

Pro Thr Asn Asn Ser Asn Pro Lys Prc Asn Pro Ala Ser Gly Phe Asp
465 470 475 480

His Arg Asp Ser Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn Cys Glu Pro Val
485 450 495

Val Pro Asn Ala Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala Glu Gln Ser
500 505 510

Pro Pro Pro Tyr Ser Pro Ala Ser Thr Asn Gly Ser Ile Thr Val Ala
515 520 525

Ala Thr Ala Pro Thr Val Thr Preo Thr Val Asn Ala Thr Pro Ser Ala
530 535 540

Ala Ala Ser Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile Tyr Gly Tyr Pro
545 550 555 560

Lys Lys Gly His Gly His Ser Tyr Thr Thr Ala Glu Glu Ala Ala Gly

98



10

Ile Gly Ile Leu
580
Ala Thr Ala Thr
595
Thr Thr Lys Pro
610
Arg Arg Arg Asn
625
Gly Thr Gln Cys
<210> 76
<211> 593
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético.
<400> 76
Gln Val Thr Leu
1
Thr Leu Ser Leu
20
Gly Met Gly Leu
35
Trp Leu Ala His
50
Leu Lys Ser Arg
65
Phe Leu Lys Ile
Cys Ala Arg Ser
100

565

Thr

Pro

Ala

Gly

Ala
€45

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Ser

ES 2 584 956 T3

val

Ser

Ser

Tyr
630

Leu

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Ile

Ala

Val
615

Arg

Thr

Ser

Ser

Ile

Trp

Ile

Val

Tyr

Leu

Ile
600

Leu

Ala

Arg

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

99

Gly

585

Val

Leu

Leu

Arg

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly
105

570

Ala

Thr

Leu

Met

Cys
650

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala
90

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asp
635

Pro

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Thr

Ile

Gly
€20

Lys

Gln

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

Ala

Tyr

vVal

Thr
€05

Cys

Ser

Glu

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Thr
590

Pro

Trp

Leu

Gly

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly
110

575

Pro

Thr

Tyr

His

Ala
655

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Thr

Ala

Cys

Val

640

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

a0

Tyr

Phe



Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

225

Gly

Gln

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Lys

Glu

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

1385

hap

Tyr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

1380

Val

His

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
340

Ala

val

Ala

Ser

165

Val

Proc

Lysa

Pro

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

ES 2 584 956 T3

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Len

Ser

Pre

Pro

230

Phe

Pro

Val

Thr

val

310

Ser

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Aen

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
345

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lya

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
350

Lys

Thr

Pro

Val

175

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Glu

240

Leu

Ber

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln



Val

Ber

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Pro

465

Pro

Lys

Leu

Gly

Asn

5435

Phe

Tyr

Leu
a7o

Trp

Val

Asp

His

Leu

450

Thr

Ala

Asn

Ser

Ser

530

Ile

Glu

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

Asn

Ser

Cys

Ala

515

Ile

Thr

Tyr

Glu

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Asn

Gly

Glu

500

Glu

Thr

Pro

Gly

Ala
580

FPro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Len

Ala

Ser

Fhe

485

Pro

Gln

Val

Ser

Tyr

565

Ala

ES 2 584 956 T3

Pro

Val

Gly

350

Asp

Trp

His

Ser

Thr

470

Asp

Val

Ser

Ala

Ala

550

Pro

Gly

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Gln

455

Pro

His

Val

Pro

Ala

535

Ala

Lys

Ile

Gln

360

Gly

Pro

Serxr

Glu

His

440

Thr

Thr

Arg

Pro

Pro

520

Thr

Ala

Lys

Gly

101

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Pro

Asn

Asp

Asn

505

Pro

Ala

Ser

Gly

Ile
.1:1.1

Ser

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

ASn

Thr

Thr

Asn

Ser

490

Ala

Tyr

Pro

Met

His

570

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Asn

Ser

475

Lys

Pro

Ser

Thr

Pro

555

Gly

Thr

Thr

Ser

aso

Tyr

Tyr

Fhe

Lys

Thr

460

Asn

Val

Pro

Pro

Val

540

Arg

His

Val

Lys

365

ABp

Lys

Sar

Eer

Ser

445

Ile

Pro

Ser

Ala

Ala

525

Thr

Glu

Ser

Ile

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Ser

Lys

Leu

Tyr

510

Ser

Pre

Asp

Tyr

Leu
590

Gln

Ala

Thr

Lau

415

Ser

Ser

Val

Pro

Gln

495

Glu

Thr

Thr

Ala

Thr

575

Gly

Val

vVal

Pro

400

Thz

Val

Leu

Thr

Asn

480

Glu

Lys

Asn

Val

Hia

560

Thr

Ala
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<210> 77
<211> 660
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 77

Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

Gly

130

Ser

Vval

Phe

Thr

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Leu

Leu

20

Leu

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

a5

Ser

Ala

vVal

Ala

Ser

165

Val

ES 2 584 956 T3

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu
150

Tzrp

Leu

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

102

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

20

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Val

Cys

Lys

1585

Leu

Leu

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Leu

Lys

45

TYyr

Ser

Ala

Gly

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

110

Ala

Sear

Phe

Gly

Leu

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Thr

Pro

Val

175

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80O

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

1l¢e0

His

Ser



val

Asn

Ser

225

Gly

Met

Gln

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

val

val

210

Lys

Gly

Ile

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Thr

195

Asp

Tyr

Pro

Ser

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

35%

Leu

Asn

Ser

Arg

180

val

His

Gly

Ser

Arg

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

Pro

Lys

Pro

val

245

Thr

Gln

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

ES 2 584 956 T3

Ser

Pro

Pro

230

Phe

Pro

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

390

Ser

Glu

Ser

Bar

215

Cys

Leu

Glu

Asan

Arg

295

Val

Ber

Lys

Glu

Fhe

315

Glu

Phe

Gly

Ser

200

Agn

Pro

Phe

Val

Trp

280

Glu

Leu

Aan

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

103

185

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Mat

Pro

Asn

Leu

val

Gly

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Val

Gln

Gln

Gly

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Thr

Val

Pro

235

lys

Val

Asp

Phe

Asp

315

Leun

Arg

Lys

Asp

Lys

3585

Ser

Ser

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Val

Gly

Asn
300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Arg

Cys

Thr

205

Lys

Pro

Lys

Val

val

285

Ser

Lau

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

180

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Glu

Thr

Asn

Gln

350

val

Val

Pro

Thr

val

Thr

vVal

Phe

Thr

255

Val

Val

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

val
415

Cys

Glu

Glu

240

Leu

Ser

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His



ES 2 584 956 T3

420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu
435 440 445

Gly Lys Ala Ser Gln Thr Pro Thr Asn Thr Ile Ser Val Thr Pro Thr
450 455 460

Agn Asn Ser Thr Pro Thr Asn Asn Ser Asn Pro Lys Pro Asn Pro Ala
465 470 475 480

Ser Gly Phe Asp His Arg Asp Ser Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn
485 490 495

Cys Glu Pro Val Val Pro Asn Ala Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser
500 508 510

Ala Glu Gln Ser Pro Pro Pro Tyr Ser Pro Ala Ser Thr A=sn Gly Ser
E1l5 520 525

Ila Thr Val Ala Ala Thr Ala Pro Thr Val Thr Pro Thr Val Asn Ala
530 535 540

Thr Pro Ser Ala Ala Ala Ser Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile
545 S50 555 560

Tyr Gly Tyr Pro Lys Lys Gly His Gly His Ser Tyr Thr Thr aAla Glu
565 570 575

Glu Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Ala Ser Thr
580 585 520

Val Thr Pro Thr Ala Thr Ala Thr Pro Ser Ala Ile Val Thr Thr 1le
595 600 605

Thr Pro Thr Ala Thr Thr Lys Pro Ala Ser Val Leu Leu Leu Ile Gly
610 615 620

Cys Trp Tyr Cys Arg Arg Arg Asn Gly Tyr Arg Ala Leu Met Asp Lys
625 630 635 640

Ser Leu His Val Gly Thr Gln Cys Ala Leu Thr Arg Arg Cys Pro Gln
645 €50 655

Glu Gly Ala Ser

104
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15

20

25

30

<210>78

<211> 630

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 78

aacaccgaca
agtgtctett
gaaactetet
caccgtggee
cgctagtatg
ccactcttac
agectagtace
ccegaccgea
aagacgaaat
cttaacaaga

ggateccteta

acaacagatg
caagagaaaa
geagascagt
gccaccgoce
ccaagagaag
accacggctg
gtgacccceca
accaccaagc
ggatacagag
agatgcccac

gagtegacct

<210>79

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 79

ES 2 584 956 T3

atctggatgce
actgtgaace
caccaccase
ccaccgtgac
atgctecactt
aagaggeccge
cocgocaccege
cegetagtgt
ccttgatgga
aagaagggtg

gcaggeatge

Gly Phe Asp His Arg Asp Ser

1

Glu Pro Val Val Pro Asn Ala

20

Glu Gln Ser FPro Fro Pro Tyr

35

<210> 80

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 80

agctagtggg
tgtggttece
ttatteacet
cceccaccghg
catctatggt
tgggatecgge
cacccocecage
cttactgete
taaaagtctt

agcggecgca

tttgatecatce
aatgatceac
getagtacea
aacgccaccc
taccccaaga
atcctgacag
gccatcgtga
ateggetgtt
catgttggeca

tcgaagagcet

gggacagcaa
ctgettatga
acggcageat
ccagcgccge
aggggcacgqg
tgatcctggg
ccaccatcac
ggtattgtag
ctcaatgtge

cggtacccgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630

Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn Cys
10

15

Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala

25

Ser Pro
40

105

30



10

15

20

25

30

35

ES 2 584 956 T3

<210> 81

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 81

Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile Tyr Gly Tyr Pro Lys Lys Gly
1 5 10 15

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

Leu Thr Val Ile Leu Gly
35

<210> 82

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 82

Ala Ser Thr Val Thr Pro Thr Ala Thr Ala Thr Pro Ser Ala Ile Val
1l S 10 15

Thr Thr Ile Thr Pro Thr Ala Thr Thr Lys Pro Ala Ser
20 25

<210> 83

<211>40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 83

106



10

15

20

ES 2 584 956 T3

Val Leu Leu Leu Ile Gly Cys Trp Tyr Cys Arg Arg Arg Asn Gly Tyr
1 5 10 15

Arg Ala Leu Met Asp Lys Ser Leu His Val Gly Thr Gln Cys Ala Leu
20 25 30

Thr Arg Arg Cys Pro Gln Glu Gly
35 410

<210> 84

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 84

Gly Phe Asp His Arg Asp Ser Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn Cys
1l 5 10 15

Glu Pro Val Val Pro Asn Ala Fro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala
20 25 30

Glu Gln Ser Pro Pro Pro Tyr Ser Pro Ala Ser Thr Asn Gly Ser Ile
35 40 45

Thr Val Ala Ala Thr Ala Pro Thr Val Thr Pro Thr Val Asn Ala Thr
50 55 60

Pro Ser Ala Ala Ala Ser Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile Tyrx
65 70 75 80

Gly Tyr Pro Lys Lys Gly His Gly His Ser Tyr Thr Thr Ala Glu Glu
85 90 95

Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Ala Serx
100 105 110

<210> 85

<211> 675

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 85

107



val

Pro

Ser

Glu

65

Thr

Tyr

Gly

Ser

145

val

Ala

val

Asn

Gln

Gly

Asp
50

Trp

Thr

Leu

Tyr

Gln

130

Val

Ser

val

Pro
210

Len

Cys

Gly

35

Tyr

Val

val

Tyr

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Gly

Glu

20

Ser

Tyr

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Leun

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

85

Gln

Arg

Ser

Leu

Cys

1e5

Ser

Ser

Ser

ES 2 584 956 T3

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Met

Arg

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Fhe

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly
215

Ile

Val

Ser

40

Val

Ser

Thr

Arg

Leu

120

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

200

Thr

108

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Lys

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

90

Lys

Phe

Ser

Arg

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Val

Gly

Thr

Gly

15

Arg

Ser

His

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Ala

Lys

140

Thr

Pro

val

Ser

Thr
220

val

Gly

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Met

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

190

Val

Asn

Lys

15

val

Thr

Arg

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Gly

Ser

Val

175

Phe

Val

VvVal

Gly

Gln

Phe

Leu

Pro

80

Asn

Met

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asp



His
225

Gly

Ser

Pro

Ala

305

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

Jas

Ser

Ser

Ala

Lys

Pro

Val

Glu

290

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

370

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
450

Pro

Pro

Phe

Pro

275

Val

Thr

val

Cys

Ser

ass

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

435

His

Ser

Cys

Leu

260

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

340

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

420

Gln

Asn

Pro

245

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

325

val

Ala

Gln

Gly

Pro

405

Ser

Glu

His

ES 2 584 956 T3

Thr

230

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

310

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

330

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

295

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

375

Tyx

Asn

Phe

Asn

Thr
455

Val

Pro

Lys

Val

280

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

360

Met

Pro

Asn

Leu

val

140

Gln

109

Aap

Ala

Pro

265

Val

val

Gln

Gln

Gly

345

Pro

Thr

Sear

Tyr

Tyr

425

Phe

Lys

Lys

Pro

250

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

330

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

410

Ser

Ser

Ser

Arg

235

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

315

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

385

Thr

Cys

Leu

Val

Phe

Thr

Val

val

300

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

380

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
460

Glu

Glu

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Aan

Ser

Gln

365

Val

Val

Pro

Thr

Vval

445

Leu

Ser

Gly

Met

270

Gln

val

TYr

Gly

Ila

as50

Val

8er

Glu

Pro

Val

430

Met

Ser

Lys

Gly

255

Ile

Glu

His

Arg

Lya

335

Glu

Tyr

Len

Trp

Val

415

Asp

His

Leu

Tyr

240

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

320

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

400

Leu

Lys

Glu

Gly



Lys Ala
465

Asn Ser

Gly Phe

Glu Pro

Glu Gln
530

Thr Val
545

Pro Ser

Gly Tyr

Ala Ala

Thr Pro
610

Pro Thr
625

Trp Tyr

Leu His

Gly Ala

<210> 86
<211> 606
<212> PRT

Ser

Thr

Asp

Val

515

Ser

Ala

Ala

Pro

Gly

595

Thr

Ala

Cys

Val

Ber
675

Gln

Pro

His

500

Val

Pro

Ala

Ala

Lys

580

Ile

Ala

Thr

Arg

Gly
660

Thr

Thr

485

Arg

Pro

Pro

Thr

Ala

565

Lys

Gly

Thr

Arg
645

Thr

ES 2 584 956 T3

Pro

470

Asn

Asp

Asn

Pro

Ala

550

Ser

Gly

Ile

Ala

Lys

630

Gln

Thr

Asn

Ser

Ala

Tyrx

535

Pro

Met

His

Leu

615

Pro

Asn

Cys

Asn

Ser

Lys

Pro

520

Ser

Thr

Pro

Gly

Thr

600

Pro

Ala

Gly

Ala

110

Thr

Asn

Val

5035

Pro

Pro

vVal

Arg

His

585

Val

Ser

Ser

Tyr

Leu
665

Ile

Pro

490

Ser

Ala

Ala

Thr

Glu

570

Ser

Ile

Ala

Val

Arg

€50

Thr

Ser

475

Lys

Leu

Tyr

Ser

Pro

555

Asp

Tyr

Leu

Ile

Leu

635

Ala

Arg

Val

Pro

Gln

Glu

Thr

540

Thr

Ala

Thr

val

620

Leu

Leu

Arg

Thr

Asn

Glu

Lys

525

Asn

Val

His

Thr

Ala

605

Thr

Leu

Met

Cys

Pro

Pro

Lys

510

Leu

Gly

Asn

Phe

Ala

550

Ser

Thr

Ile

Asp

Pro
670

Thr

Ala

495

Asn

Ser

Ser

Ala

Ile

575

Glu

Thr

Ile

Gly

Lys

€55

Gln

Asn
480

Ser

Cys

Ile

Thr
560

Tyr

Glu

Val

Thr

Cys

640

Ser

Glu
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 86
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Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

Val

Ala

Val

Asn

Gln

Gly

Asp

50

Trp

Thr

Leu

Tyr

Gln

130

Val

Ala

Ser

Val

Pro

Leu

Cys

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Gly

Glu

20

Ser

Tyr

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Leu

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

a5

Gln

Arg

Ser

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

ES 2 584 956 T3

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Met

Arg

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Phe

Ser

Gly

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

Ile

Val

Ser

40

Val

Ser

Thr

Arg

Leu

120

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

200

Thr

112

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Lys

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

90

Lys

Phe

Ser

Arg

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

val

Gly

Thr

Thr

Gly

15

Arg

Ser

His

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Ala

Lys

140

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Val

Gly

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Met

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Leu

Leu

30

FPhe

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

190

Val

Asn

Lys
15

Val

Thr

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Gly

Ser

Val

175

Phe

Val

val

Gly

Gln

Phe

Leu

Pro

g0

Asn

Met

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asp
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450 455 460

Lys Ala Ser Gln Thr Pro Thr Asn Thr Ile Ser Val Thr Pro Thr Asn
465 470 475 480

Asn Ser Thr Pro Thr Asn Asn Ser Asn Pro Lys Pro Asn Pro Ala Ser
485 490 495

Gly Phe Asp His Arg Asp Ser Lys Val Ser Leu Gln Glu Lys Asn Cys
500 505 510

Glu Pro Val Val Pro Asn Ala Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala
515 520 525

Glu Gln Ser Pro Pro Pro Tyr Ser Pro Ala Ser Thr Asn Gly Ser Ile
530 535 540

Thr Val Ala Ala Thr Ala Pro Thr Val Thr Pro Thr Val Asn Ala Thr
545 550 555 560

Pro Ser Ala Ala Ala Ser Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe Ile Tyr
565 570 575

Gly Tyr Pro Lys Lys Gly His @Gly His Ser Tyr Thr Thr Ala Glu Glu
580 585 590

Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Ala Ser
595 600 605

<210> 87

<211> 661

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 87

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

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

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

Gln

65

Asn

Leu

Ser

Ala

Gln

145

Gln

Ala

Gly

Ile

Leu

225

Ala

Ser

Ala

Pro

50

Val

Ala

Pro

Gln

Cys

130

Lys

vVal

Met

Ser

Thz

210

Asp

Leu

Tyr

Leu

Glu

Ser

Ser

Asp

Val

115

Ile

Arg

Leu

Leu

Arg

1985

Asp

Gly

Gln

Thr

Val
275

Trp

Leu

Phe

Gly

100

Trp

Phe

BSer

Gly

Gly

180

8er

Gln

Gly

Leu

Trp
260

Val

Thr

Lys

Ser

85

Gln

Gly

Pro

Phe

Gly

165

Thr

Tyr

Val

Asn

His

245

Thr

ES 2 584 956 T3

Glu

Val

70

Ile

Val

Gly

Asp

Val

150

Pro

His

val

Pro

Lys

230

Asp

Phe

Ala
55

Ser

Ile

Gln

Gly

135

Tyr

Val

Thr

Pro

Phe

215

Pro

Gly

Gln

Asn

Leu

Trp

Pro

120

Gly

Val

Ser

Met

Leu

200

Ser

Phe

Ser

Asp

Tyr
280

115

Arg

Asn

Val

105

Val

Pro

Trp

Gly

Glu

185

Ala

Val

Leu

Gly

Ser
265

Leu

Gly

Phe

90

Asn

Tyr

Cys

Lys

Leu

170

Val

His

Ser

Tyr
250

Ser

Glu

Asp

Pro

75

Pro

Asn

Pro

Pro

Thr

155

Ser

Thr

Ser

Val

Asn

235

Leu

Gly

Pro

Cys
60

Thr

Gly

Gln

Ser

140

Trp

Ile

Val

Ser

Ser

220

Gln

Ala

Gly

Leu

Ser

Ile

Glu

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

205

Gln

Pro

Glu

Leu

Pro
285

Arg

Ile

Gln

Ile

110

Thx

Ser

Gln

Thr

His

190

Ala

Leu

Ala

Ile

270

Val

Gly

Gly

Ly=s
95

Trp

Tyr

Gly

175

Arg

Phe

Arg

Thr

Asp
255

Ser

Thr

Gly

Ala

80

Val

Gly

Ser

Trp

160

Arg

Arg

Thr

Ala

Phe

240

Leu

Arg

Ala



Gln

Pro

ao0s

Asn

Pro

Val

Ala

Met

385

Thr

Gln

Ile

Ser

Arg

465

Gly

Glu

Thr

Vval

290

val

Thr

Gly

Pro

Glu

370

Gly

Pro

val

Pro

Ile

450

Leu

Ser

Ile

Val

val

Fro

Thr

Gln

Thr

KLL

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

435

Thr

Val

Phe

Leu

Ser
515

Leu

Gly

Ala

Ala

0

Thr

Thr

Thr

Glu

Thr

4120

Pro

Gly

Lys

Ser

Gln

500

Cys

Gln

Thr

Gly

325

Pro

Glu

Gly

Leu

val

405

Thr

Glu

Ser

Arg

Val

485

Ala

Gln

ES 2 584 956 T3

Ala

Thr

310

Gln

Thr

Val

Met

Ala

3%0

Ser

Glu

Leu

Gln

470

Thr

Val

Gly

Ala

295

Asp

Val

Ala

Ile

Thr

375

Glu

Ile

Trp

Pro

Gly

455

Val

Leu

Pro

Gly

Ile

Gly

Pro

Glu

Sar

360

Pro

Met

Vval

Val

Asp

440

Pro

Pro

Asp

Ser

Leu
520

116

Pro

His

Thr

Pro

348

Thr

Glu

Ser

val

Glu

425

Ala

Leu

Ile

Gly
505

Pro

Axg

Thr

330

Ser

Ala

Lys

Thr

Leu

410

Thr

Ser

Leu

Asp

Vval

190

Glu

Lys

Thr

Pxo

315

Glu

Gly

Pro

Val

Pro

395

Ser

Thr

Ser

Asp

Cys

475

Gln

Gly

Glu

Ser

300

Thr

Val

Thr

Val

Pro

380

Glu

Gly

Ala

Ile

Gly

460

Val

Gly

Asp

Ala

Cys

Ala

Val

Thr

Gln

365

Val

Ala

Thr

Arg

Met

445

Thr

Leu

Ile

Ala

Cys
525

Gly

Glu

Gly

Ser

aso

Met

Ser

Thr

Glu

4130

Ser

Ala

Tyr

Glu

Phe
510

Ser

Ala

Thr

335

Val

Pro

Glu

Gly

Ala

415

Leu

Thr

Thr

Arg

Ser

495

Glu

Glu

Ser

Pxo

320

Thr

Gln

Thx

val

400

Ala

Pro

Glu

Tyr
480

Ile



10

15

20

Ser Ser
530

Leu Pro
545

Gly Ser

Leu Ala

Leu Gly

val val
610

Phe Ser
625

Pro Arg

Ser Gly

<210> 88
<211>9
<212> PRT

Pro

Ser

Gly

val

Gln

595

Leu

Val

Ile

Gln

Gly

Pro

Thr

Val

580

val

Ala

Pro

Phe

Gln
660

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 88

<210> 89
<211>9
<212> PRT

Ile Met Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

1l

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 89

Cys

Ala

Tyr

565

Ser

Pro

Ser

Gln

Cys

645

Vval

ES 2 584 956 T3

Gln

Cys

550

Cys

Thr

Leu

Leu

Leu

630

Ser

Pro

535

Gln

Leu

Gln

Ile

Ile

615

Pro

Cys

Pro

Leu

Asn

Leu

val

600

Tyr

His

Pro

5

117

Ala

val

val

Ila

585

Gly

Arg

Ser

Ile

Gln

Leu

Ser

570

Met

Ile

Arg

Ser

Gly
650

Arg

His

555

Leu

Pro

Leu

Arg

Ser

635

Glu

Leu

540

Gln

Ala

Gly

Leu

Leu

620

His

Asn

Cys

Ile

Asp

Gln

val

605

Met

Trp

Ser

Gln

Leu

Thr

Glu

590

Leu

Lys

Leu

Pro

Pro

Lys

Asn

575

Ala

Met

Gln

Arg

Leu
655

val

Gly

560

Ser

Gly

Ala

Asp

Leu

640

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

Ile Thr Asp Gln Val Pro Phe Ser Val

1

<210> 90

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 90

<210> 91

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 91

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 92

<210> 93

<211> 1160

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 93

ES 2 584 956 T3

5
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Ser

Tyx

Ala

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Arg

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Leu
20

Trp

AEn

Phe

Ber

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Ser

Val

Ser

Thr

Arg

85

Leu

Val

Cys

Lys

Len

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys
245

ES 2 584 956 T3

Cys

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

150

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Phe

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Thr

Thr

40

Gly

Arg

Ser

His

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

119

Ser
25

Pro

Ser

Glu

Ala

105

Lys

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Gly

Glu

Thr

Asn

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leun
250

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Lysa

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Mat

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr
255

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leun

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe
240

Pro



Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ber

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Asp

Thr

465

Leu

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

Thr

450

Thr

Arg

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Thr

Lys

Thr

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Glu

val

Lys

Val

Tyx

Glu

His

Lys

325

Gln

Pro

Aan

Leu

405

val

Gln

Pro

Pro

Ala
485

ES 2 584 956 T3

Val

val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Ala

Arg

470

Trp

Val

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ber

Ser

455

Asn

Asn

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Pro

Gln

Arg

120

Val
265

val

Ser

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Thr

Asp

Gln

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

val

Len

Thr

Trp

Leu
490

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Ser

Pro

Leu

475

Tyr

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

val

Asp

His

Leu

Val

460

Gly

Pro

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Thr

Val

Glu

Pro

270

Ala

Vval

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Thr

Ser

Trp

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Aan

Ser

Arg

415

Leu

Ala

Pro

Arg

Thr
495

Val

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Ser

Thr

Gln

480

Glu



Ala

Ser

Ala

Ile

545

Gln

Gly

Tyr

Val

Thr

625

Pro

Phe

His

Ala

Ala

705

Asn

Gln

Asn

Leu
530

Trp

Pro

Gly

val

Ser

610

Met

Leu

Ser

Phe

690

Ala

Thr

ES 2 584 956 T3

Arg Leu Asp Cys

Asp

515

Asn

Val

Val

Pro

595

Gly

Glu

Ala

Val

Leu

675

Ser

Thrx

500

Gly

Phe

Asn

Tyr

Cys

580

Lys

Leu

Val

His

Ser

660

Arg

Pro

Gly

Pro

Pro

Asn

Fro

565

Pro

Thr

Ser

Thr

Ser

845

Val

Amsn

Thr

Thr

Gly
725

Thr

Gly

Thr

550

Gln

Ser

Trp

Tle

Val

630

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

710

Gln

Trp

Laeu

Sar

535

Ile

Glu

Gly

Gly

Gly

615

Tyr

Ser

Gln

Ala

Thr

695

Asp

Val

Arg

Ile

520

Gln

Ile

Thr

Ser

Gln

600

Thr

His

Ala

Leu

Ser

680

Pro

Gly

Pro

121

Gly

505

Gly

Lya

Asn

Asp

585

Tyr

Gly

Axrg

Phe

Arg

665

Thr

Thr

His

Thr

Gly

Ala

val

Gly

Asp

570

Ser

Trp

Arg

Axrg

Thr

€50

Ala

Asn

Val

Arg

Thr
730

Gln

ABD

Lau

Sar

555

Ala

Gln

Gln

Ala

Gly

635

Ile

Leu

Gly

Asn

Pro

715

Glu

Val

Ala

Pro

540

Gln

Cys

Lys

val

Met

620

Ser

Thr

Asp

Ser

Ala

700

Thr

Val

Ser

Ser

525

Asp

val

Ile

Arg

Leu

605

Leu

Gln

Asp

Gly

Ile

685

Thr

Thr

val

Leu

310

Phe

Gly

Trp

Phe

Ser

590

Gly

Gly

Ser

Gln

Gly

670

Thr

Pro

Glu

Gly

Lys

Ser

Gln

Gly

Pro

575

Phe

Gly

Thr

Tyr

Val

655

Asn

Val

Ser

Ala

Thr
735

Val

Ila

Val

Gly

560

Asp

Val

Pro

His

Val

640

Pro

Lys

Ala

Ala

Pro

720

Thr



Pro

val

Ala

Met

785

Thr

Ala

Thr

Thr

Pro

865

Gly

Lys

Ser

Val

Ser

545

Fro

Gly

Pro

Glu

770

Gly

Pro

Ser

Thr

Thr

850

Glu

Ser

Arg

Val

Ala

530

Ala

Ser

Gln

Thr

755

Ser

Thr

Ala

Thr

Ile

835

Glu

Gly

Leu

Gln

Thr

915

Ala

Ala

Gly

Ala

740

Thr

Thr

Thr

Glu

Val

B20

Thr

Trp

Pro

Gly

Val

900

Leu

Thr

Ala

Glu

Pro

Glu

Gly

Leu

Val

805

Thr

Pro

vVal

Asp

Pro

885

Pro

Asp

Ala

Ser

Gly
965

ES 2 584 956 T3

Thr

Val

Met

Ala

780

Ser

Pro

Thr

Glu

Ala

870

Leu

Leu

Ile

Pro

Gly

950

Asp

Ala

Ile

Thr

715

Glu

Ile

Ala

Thr

855

Ser

Leu

Asp

Val

935

Ile

Ala

Glu

Ser

760

Fro

Met

Val

Ala

Thr

840

Thr

Ser

Asp

Cys

Gln

920

Val

Glu

Phe

122

Pro

745

Thr

Glu

Ser

val

Thr

825

Thr

Ala

Ile

Gly

Val

905

Ala

Thr

SBer

Glu

Ser

Ala

Lys

Thr

Len

810

Ala

Lys

Arg

Met

Thr

890

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu
970

Gly

Pro

val

Pro

795

Ser

Thr

Pro

Glu

Ser

875

Ala

Tyr

Thr

Thr

Glu
955

Thr

Val

Fro

780

Glu

Gly

Pro

Ala

Leu

860

Thre

Thr

Arg

Asn

Val

940

Ile

Val

Thr

Gln

765

val

Ala

Thr

Ser

Ser

845

Pro

Glu

Leu

Tyr

Gly

925

Asn

Leu

Ser

Ser

750

Met

Ser

Thr

Thr

Ala

B30

Gln

1le

Ser

Arg

Gly

910

Ser

Ala

Gln

Cys

Val

Pro

Glu

Gly

Ala

815

Ile

Val

Pro

Ile

Leu

895

Ser

Ile

Thr

Ala

Gln
975

Gln

val

Met

800

Ala

Val

Thr

Glu

Thr

880

val

Phe

Thr

Pro

Val

960

Gly



ES 2 584 956 T3

Gly Leu Pro Lys Glu Ala Cys Met Glu Ile Ser Ser Pro Gly Cys Gln
980 985 990

Pro Pro Ala Gln Arg Leu Cys Gln Pro Val Leu Pro Ser Pro Ala Cys
995 1000 1005

Gln Leu Val Leu His Gln Ile Leu Lys Gly Gly Ser Gly Thr Tyr
1010 1015 1020

Cys Leu Asn Val Ser Leu Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala Val Val
1025 1030 1035

Ber Thr Gln Leu Ile Val Pro Gly Ile Leu Leu Thr Gly Gln Glu
1040 1045 1050

Ala Gly Leu Gly Gln Ala Ser Thr Val Thr Pro Thr Ala Thr Ala
1055 1060 1065

Thr Pro Ser Ala Ile Val Thr Thr Ile Thr Pro Thr Ala Thr Thr
1070 1075 1080

Lys Pro Ala Ser Pro Leu Thr Phe Ala Leu Gln Leu His Asp Pro
1085 1090 1095

Ser Gly Tyr Leu Ala Glu Ala Asp Leu Ser Tyr Thr Trp Asp Phe
1100 1105 1110

Gly Asp Ser Ser Gly Thr Leu Ile Ser Arg Ala Leu Val Val Thr
1115 1120 1125

His Thr Tyr Leu Glu Pro Gly Pro Val Thr Ala Gln Val Val Leu
1130 1135 1140

Gln Ala Ala Ile Pro Leu Thr Ser Cys Gly Ser Ser Pro Val Pro
1145 1150 1155

Ala Ser
1160

<210> 94

<211> 1161

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 94

123



Arg

Thr

Ser

Trp

Leu

65

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

Len

Leu

Tyr

Ile

50

Arg

Leu

Ala

Lys

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Gln

Ber

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Ala

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ber

Ser

135

Asn

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Arg

Leu

Gly

lo0

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Gln

Thr

Gly

Ile

Val

Asp

85

His

Ser

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

ES 2 584 956 T3

Glu

Cys

Tzp

Asn

Thr

70

Ser

Leu

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

Ser

Thr

Val

Phe

55

Met

vVal

vVal

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Gly

vVal

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Met

Pro

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

124

Pro

Ber

25

Gln

Gly

Ala

Ala

Gly

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Axg

Glu

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Asp

Ala

90

Phe

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Thr

Val

Phe

Leu

Asp

Pro

Met

75

Asp

Gly

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Ala

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

220

Gly

Lys

Val

Lys

45

Tyr

Glu

Ala

His

Gly

125

Ser

Val

Phe

Val

val

205

Lys

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

Asn

Val

Trp
110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thrx

190

Asp

Tyx

Pro

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Ser

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Gly

Ser

Val

Ser

Glu

Ser

Phe
B8O

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

Val



225

Phe

Pro

Val

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Trp

His

Ser

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Asp

450

Thr

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His

435

Thr

Thr

Pro

Thx

260

Agn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Gln

Phe

Glun

Phe

Gly

420

Tyr

Thr

Lys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Gln

Tyx

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Glu

vVal

ES 2 584 956 T3

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Pro

Pro

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lya

Ala

455

Arg

Lys

Val

Asp

280

Fhe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

440

Thr

Asn

125

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glua

34S

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Lau

Pro

Gln

Thr

250

val

Val

Sar

Leu

Ser

330

Fro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

SBer

Thr

Asp

235

Leu

Ser

Glu

Thr

AEn

315

Sear

Gln

Val

val

Pro

3585

Thr

Val

Leu

Thr

Trp

Met

Gln

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

val

Met

Ser

Pro

460

Leu

Ile

Glu

Hia

285

Azg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

val

Asp

His

Leu

445

Val

Ser

Asp

270

Aan

Val

Glu

Lya

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Thr

Val

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

338

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lya

Thr

Ser

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Ala

Pro

Arg



465

Gln

Glu

Val

Ile

Val

545

Gly

Vval

Pro

His

625

Val

Pro

Lys

Ala

Als

Leu

Ala

Ser

Ala

530

Ile

Gln

Gly

Tyr

Val

610

Thr

Pro

Phe

His

Ala

690

Ala

Arg

Gln

Asn

515

Leu

Trp

Pro

Gly

Val

595

Ser

Met

Leu

Ser

Phe

&75

Thr

Thr

Arg

500

Asp

Asn

Val

val

Pro
580

Trp

Gly

Glu

Ala

Val

660

Leu

Ala

Serx

Lys

485

Leu

Gly

Phe

Asn

Tyr

565

Cys

Lys

Leu

val

His

645

Ser

Pro

Gly

ES 2 584 956 T3

470

Ala

Asp

Pro

Pro

Asn

550

Pro

Pro

Thr

Ser

Thr

630

Sar

Val

Asn

Thr

Thr

Trp

Cys

Thr

Gly

535

Thr

Gln

Ser

Trp

Ila

615

Val

Ser

Ser

Gln

Val

€95

Thr

Aan

Trp

Leu

520

Ser

Ile

Glu

Gly

Gly

600

Gly

Tyr

Ser

Gln

Ala

680

Thr

Asp

126

Arg

Arg

505

Ile

Gln

Ile

Thr

Ser

585

Gln

Thr

His

Ala

Leu

665

Ser

Pro

Gly

Gln

450

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

570

Trp

Tyr

Gly

Arg

Pha

650

Arg

Thr

Thr

His

g

Leu

Gly

Ala

Val

Gly

555

Asp

Ser

Trp

Arg

Arg

635

Thr

Ala

ABD

Val

Arg

Tyr

Gln

Asn

Leu

540

Ser

Ala

Gln

Gln

Ala

620

Gly

Ile

Leu

Gly

Asn

700

Pro

Pro

Val

Ala

525

Pro

Gln

Cys

Lys

Val

605

Met

Ser

Thr

Asp

Ser

€85

Ala

Thr

Glu

Sar

510

Ser

Asp

val

Ile

Arg

590

Lau

Lau

Gln

Asp

Gly

670

Ile

Thr

Thr

Trp

495

Leu

Phe

Gly

Trp

Phe

375

Ser

Gly

Gly

S8er

Gln

655

Gly

Thr

Pro

Glu

480

Thr

Lys

Ser

Gln

Gly

560

Pro

FPhe

Gly

Thr

Tyr

640

Val

Aan

Val

Ser

Ala
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945 950 955 960

Val Pro Ser Gly Glu Gly Asp Ala Phe Glu Leu Thr Val Ser Cys Gln
965 970 975

Gly Gly Leu Pro Lys Glu Ala Cys Met Glu Ile Ser Ser Pro Gly Cys
980 985 99¢

@Gln Pro Pro Ala Gln Arg Leu Cys Gln Pro Val Leu Pro £Ser Pro Ala
995 1000 1005

Cys Gln Leu Val Leu His Gln 1Ile Leu Lys Gly Gly 8Ser Gly Thr
1010 1015 1020

Tyr Cys Leu Asn Val Ser Leu Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala Val
1025 1030 1035

Val Sar Thr Gln Leu Ile Val Pro Gly Ile Leu Leu Thr Gly Gln
1040 1045 1050

Glu Ala Gly Leu Gly Gln Ala Ser Thr Val Thr Pre Thr Ala Thr
1055 1060 1065

Ala Thr Pro Ser Ala Ile Val Thr Thr Ile Thr Pro Thr Ala Thr
1070 1075 1080

Thr Lys Pro Ala Ser Pro Leu Thr Phe Ala Leu Gln Leu His Asp
1085 1090 1095

Pro Ser Gly Tyr Leu Ala Glu Ala Asp Leu Ser Tyr Thr Trp Asp
1100 1105 1110

Phe Gly Asp Ser Ser Gly Thr Leu Ile Ser Arg Ala TLeu Val Val
1115 1120 1125

Thr His Thr Tyr Leu Glu Pro Gly Pro Val Thr Ala Gln Val Val
1130 1135 1140

Leu Gln Ala Ala Ile Pro Leu Thr Ser Cys Gly Ser Ser Pro Val
1145 1150 1155

Prc Ala Ser
1160

<210> 95
<211> 2142
<212> ADN

128
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<213> Secuencia artificial

129

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 95
gatacaacag aacctgcaac acctacaaca cctgtaacaa caccgacaac aacaaaagta &0
cccagaaacc aggactggct tggtgtctca aggcaactca gaaccaaage ctggaacagg 120
cagctgtatc cagagtggac agaagcccag agacttgact gctggagagg tggtcaagtg 180
tcecectcaagg tcagtaatga tgggcctaca ctgattgogbg caaatgocte ctteoteotatt 240
gccttgaact tcoccctggaag ccaaaaggta ttgceccagatg ggcaggttat ctgggtcaac 300.
aataccatca tcaatgggag ccaggtgtgg ggaggacage cagtgtatcc ccaggaaact 360
gacgatgcct gcatcttcoccc tgatggtgga ccttgcccat ctggectcecttg gtctcagaag 420
agaagctttg tttatgtcoctg gaagacctgg ggccaatact ggcaagttct agggggocca 480
gtgtetggge tgageattgg gacaggeagg geaatgetgg gecacacacac catggaagtg 540
actgtctacc atcgccgggg atcccagage tatgtgecte ttgctcatte cagotcageo €00
ttcaccatta ctgaccaggt gcctttctce gtgagcqgtgt cccagttgeg ggecttggat 660,
ggagggaaca agcacttcct gagaaatcag gctagtacca acggcagcat caccgtggcc 720
gccaccgccc ccaccgtgac cocccacegtg aacgoccaccc ccagcogccdc cgctagtggo 780
accacagatg ggcacaggcc aactgcagag geccctaaca ccacaqctgg ccaaqtgect 840
actacagaag ttgtgggtac tacacctggt caggegcocaa ctgocagagee ctcoctggaace 006
acatctgtgc aggtgccaac cactgaagtc ataagcactg cacctgtgca gatgccaact 960
gcagagagca caggtatgac acctgagaag gtgccagttt cagaggtcat gggtaccaca 1020
ctggcagaga tgtcaactcoc agaggctaca ggtatgacac ctgcagaggt atcaattgtg 1080
gtgctttetg gaaccacage tgocagetagt accgtgaccee ccaccgcecac cgccaceeee 1140
agcgecateg tgaccaccat CACGCOCACT Jgocaccacca agcccgctag tcaggtaaca 1200
actacagagt gggtggagac cacagctaga gagctaccta tccctgagcc tgaaggtcca 1260
gatgceagct caatcatgtc tacggaaagt attacaggtt cectgggece cctgetggat 1320
ggtacagcca ccttaaggct ggtgaagaga caagtcecece tggattgtgt tetgtatcega 1380
tatggttcect ttteoecgtcac cctggacatt gtecaggeta gtaccaacqgg cagcatcacc 1440
gtggccgcca ccgcoccccac cgtgacccce accgtgaacg ccacccccag cgccgocget 1500
agtggtattg aaagtgccga gatcctgeag getgtgecgt ccggtgaggg ggatgeattt 1560



10

15

20

<210> 96
<211> 690
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 96
gatacaacag
cccagaaace
cagctgtate
tecctcaagg
gccttgaact
aataccatca
gacgatgect
agaagctttg
gtgtctggge
actgtctace

ttcaccatta

ggagggaaca

<210> 97
<211> 230
<212> PRT

aacctgcaac
aqqactqggct
cagagtggac
tcagtaatga
tccctggaag
tcaatgggag
gcatcttcece
tttatgtctg
tgagcattgg
ategocgggg
ctgaccaggt

agcacttcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 97

ES 2 584 956 T3

acctacaaca
tggtgtctea
agaagecccag
tgggcctaca
ccaaaaggta
ccaggtgtgg
tgatggtgga
gaagacctgg
gacaggcagg
ateccagage
gcectttetee

gagaaatcag

cctgtaacaa
agqgqcaacteca
agacttgact
ctgattggtg
ttgeccagatg
ggaggacagc
ccttgeceocat
ggccaatact
gcaatgctgg
tatgtgcctce

gtgagcgtgt

130

caccgacaac
gaaccaaagc
getggagagg
caaatgccte
ggcaggttat
cagtgtatce
ctggctettg
ggcaagttct
gcacacacac
ttgctecatte

cccagttgcg

aacaaaagta
ctggaacaqq
tggtcaagtg
cttetctatt
ctgggtcaac
ccaggaaact
gtctcagaag
agggggccea
catggaagtg
cagctcagee

ggccttggat

60
120
180
240
300
3éo
420
8o
540

660
690
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Asp Thr Thr Glu Pro Ala Thr Pro Thr Thr Pro Val Thr Thr Pro Thr

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

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

Ala Gln Arg Leu Asp Cys Trp Arg Gly Gly Gln Val Ser Leu Lys Val
50 55 €0

Ser Asn Asp Gly Pro Thr Leu Ile Gly Ala Asn Ala Ser Phe Ser Ile
65 70 75 80

Ala Leu Asn Phe Pro Gly Ser Gln Lys Val Leu Pro Asp Gly Gln val
85 30 85

Ile Trp Val Asn Asn Thr Ile Ile Asn Gly Ser Gln Val Trp Gly Gly
100 105 110

Gln Pro Val Tyr Pro Gln Glu Thr Asp Asp Ala Cys Ile Phe Pro Asp
115 120 125

Gly Gly Pro Cys Pro Ser Gly Ser Trp Ser Gln Lys Arg Ser Phe Val
130 135 140

Tyr Val Trp Lys Thr Trp Gly Gln Tyr Trp Gln Val Leu Gly Gly Pro
145 150 155 160

Val Ser Gly Leu Ser Ile Gly Thr Gly Arg Ala Met Leu Gly Thr His
165 170 175

Thr Met Glu Val Thr Val Tyr His Arqg Arg Gly Ser Gln Ser Tyr Val
180 185 190

Pro Leu Ala His Ser Ser Ser Ala Phe Thr Ile Thr Asp Gln Val Pro
195 200 205

Phe SBer Val Ser Val Ser Gln Leu Arg Ala Leu Asp Gly Gly Asn Lys
210 215 220

His Phe Leu Arg Asn Glin
225 230

131
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15

20

25
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<210> 98
<211> 327
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 98
ggcaccacag atgggcacag gccaactgca
cctactacag aagttgtggg tactacacct
accacatctg tgcaggtgcc aaccactgaa
actgcagaga gcacaggtat gacacctgag
acactggcag agatgtcaac tccagaggct
gtggtgettt ctggaaccac agctgca
<210> 99
<211>109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético.
<400> 99
Gly Thr Thr Asp Gly His Arg
l 5
Ala Gly Gln Val Prec Thr Thr
20
Ala Pro Thr Ala Glu Pro Ser
35
Thr Glu Val Ile Ser Thr Ala
50 55
Thr Gly Met Thr Pro Glu Lys
65 70
Thr Leu Ala Glu Met Ser Thr
85

gaggccccta
ggtcaggcgce
gtcataagca
aaggtgccag

acaggtatga

Pro Thr

Ala

acaccacagc
caactgcaga
ctgcacctgt

tttcagaggt

cacctgecaga

Glu Ala

10

Glu Val

25

Gly Thr

Prc Val

Val

Pro

Pro Glu

Val

Thr

Gln

Val

Ala

Gly Thr

Ser Val

Met Preo

60

Ser Glu

75

Thr Gly

20

tggccaagtg

gccectcoctgga
gcagatgcca
catgggtacc

ggtatcaatt

Pro Asn

Thr Fro

30

Gln
45

Val

Thr

Ala

Val

Met

Met Thr

Thr

15

Gly

Pro

Glu

Gly

Pro
95

Glu Val Ser Ile Val Val Leu Ser Gly Thr Thr Ala Ala

100

132

105

60
120
180
240
300
327

Thr

Gln

Thr

Ser

Thr

80

Ala
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15

20

25

30

<210> 100
<211> 225
<212> ADN

ES 2 584 956 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 100

caggtaacaa ctacagagtg ggtggagacc

gaaggtccag atgccagctc aatcatgtct

ctgctggatg gtacagccac cttaaggctg

ctgtategat atggttcctt ttecgtcace

<210> 101
<211>75
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 101

Gln val
1

Tle Pro

Ser Ile

Arg Leu
50

Gly Ser
65

<210> 102
<211> 327
<212> ADN

Thr Thr Thr Glu Trp

Glu Pro Glu Gly Pro
20

Thr Gly Ser Ieu Gly
35

Val Lys Arg Gln Val
55

Phe Ser Val Thr Leu
70

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 102

acagctagag agctacctat ccctgagect

acggaaagta ttacaggttc cctgggcocc

gtgaagagac aagtcccecct ggattgtgtt

ctggacattg teccag

Val

Asp

Pro

410

Pro

Asp

Glu

Ala

25

Leu

Ile

133

Thr Thr Ala Arg Glu Leu
10 15

Ser Ser Ile Met Ser Thr
30

Leu Asp Gly Thr Ala Thr
415

Asp Cys Val Leu Tyr Arg
60

Val Gln
75

&0
120
180D

225

Pro

Glu

Tyr



10

15

20
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ggtattgaaa gtgccgagat cctgcagget
ctgactgtgt cctgccaagg cgggctgocc
gggtgccage cccctgecca goggetgtge
ctggttctgc accagatact gaagggtggc
gctgatacca acagcctggce agtggtcagce
acaggtcaag aagcaggcct tgggcag

<210> 103

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 103
Gly Ile Glu Ser Ala Glu Ile
1 5
Asp Ala Phe Glu Leu Thr Val

20
Ala Cys Met Glu Ile Ser Ser
35
Leu Cys Gln Pro Val Leu Pro
50 55
Gln Ile Leu Lys Gly Gly Ser
65 70
Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala
85
Gly Ile Leu Leu Thr Gly Gln
100

<210> 104

<211> 219

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 104

gtgccgtceg gtgaggggga
aaggaagcct gcatggagat
cagcctgtge tacccagecce
tcggggacat actgcctcaa

acccagctta tcgtgcctgg

G1ln Ala

10

Len val

Ser Cys Gln

25

Gly

Pro Gln

40

Gly Cys

Ser Pro Ala Cys

Gly Thr

Tyr Cys

75

Val Val Ser Thr

90

Glu Ala

105

Gly Leu

134

Pro

Pro

Gln

60

Leu

Gln

Gly

tgecatttgag
ctcatcgeca
agcctgecag
tgtgtctetg

gattcttctc

Ser Gly

Pro
30

Leu

Pro Ala

45

Leu Val

Val

Asn

Ile

Leu

Gln

Glu

15

Lys

Gln

Leu

Ser

Val
95

60
120
180
240
300
327

Gly

Glu

Arg

His

Leu

80

Pro



10

15

20

25

cctectgacet ttgocctoca getccatgac

ES 2 584 956 T3

tcctacacct gggactttgg agacagtagt

actcatactt acctggagec tggcccagtce

¢ctetcacet coctgtggete ctoccecagtt

<210> 105
<211>73
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<220>
<221> misc_feature
<222> (38)..(38)

cctagtggct atctggctga agctgaccte
ggaaccctga tetctcggge acytgtggte

actgcccagg tggtcctgca ggcetgccatt

ccagctagc

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 105

Pro Leu Thr
1

Glu Ala Asp

Leu Ile Ser
35

Pro Val Thr
50

Cys Gly Ser
&5

<210> 106
<211> 438
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 106

Phe

Leu
20

Ala

Ser

Ala

Ser Tyr

Leu

Ala Xaa

Gln Val

Pro Val

70

Gln

Thr

Val

Val

55

Pro

Leu

Trp

Val
40

Leu

Ala

His Asp Pro Ser Gly
10

Asp Phe Gly Asp Ser
25

Thr His Thr Tyr Leu
45

Gln Ala Ala Tle Pro
60

Ser

Tyr

Ser

30

Glu

Leu

60
By
180
219

Leu Ala

15

Gly Thr

Pro Gly

Thr Ser

Met Ala Leu Arg Val Thr Arg Asn Ser Lys Ile Asn Ala Glu Asn Lys

1

5

10

15

Ala Lys Ile Asn Met Ala Gly Ala Lys Arg Val Pro Thr Ala Pro Ala

20

135

25

30



Ala

Gly

Glu

65

Lys

Pro

Glu

Pro

Ala

145

Gly

Tyr

Leu

Leu

Met

225

Lys

Lys

Thr

Asn

50

Ala

Pro

Val

Lys

Met

130

Phe

Ala

Leu

Gly

Val

210

Thr

Lys

Tyr

Ser

35

Lys

Lys

Leau

Pro

Leu

115

Glu

Ser

Asp

Arg

Arg

195

Gln

Val

Met

Glu

Lys

Val

Pro

Glu

Glu

100

Ser

Thr

Asp

Pro

Gln

180

Glu

Val

Ser

Leu

Glu
260

Pro

Ser

Ser

Lys

85

Pro

Pro

Ser

Val

Asn

165

Leu

Val

Gln

Ile

Gln

245

Met:

ES 2 584 956 T3

Gly

Glu

Ala

70

val

Glu

Glu

Gly

Ile

150

Leu

Glu

Thr

Met

Tle

230

Leu

Tyr

Leu

Gln

55

Thr

Fro

Pro

Pro

Cys

135

Leu

Cys

Glu

Gly

Lys

215

Asp

Val

Pro

Arg

40

Lau

Gly

Met

Glu

Ile

120

Ala

Ala

Ser

Glu

Asn

200

Phe

Arg

Gly

Pro

136

Pro

Gln

Lys

Leu

Fro

105

Leu

Pro

val

Glu

Gln

185

Met

Arg

Phe

Val

Glu
265

Arg

Ala

val

val

90

Glu

val

Ala

Asn

Tyr

170

Ala

Arg

Leu

Met

Thr

250

Ile

Thr

Lys

Ile

75

Pro

Pro

Asp

Glu

Asp

155

Val

Val

Ala

Leu

Gln

235

Ala

Gly

Ala

Met

&0

Asp

Val

Glu

Thr

Glu

140

Val

Lys

Arg

Tle

Gln

220

Asn

Asp

Leu

45

Pro

Lys

Pro

Pro

Ala

125

Asp

Asp

Asp

Pro

Leu

205

Glu

Asn

Phe

Phe

Gly

Met

Lys

Val

Val

110

Ser

Leu

Ala

Ile

Lys

1530

Ile

Thr

Cys

Ile

Ala
270

Asp

Lys

Leu

Ser

95

Lysa

Pro

Cysa

Glu

Tyr

175

Tyr

Asp

Met

Val

Ala

255

Phe

Ile

Lys

Pro

80

Glu

Glu

Ser

Gln

Asp

160

Leu

Trp

Tyr

Pro

240

Ser

val



10

Thr

Ile

Phe

305

Thr

His

Lys

Ser

Asn

385

Asn

Leu

His

Asp

Leu

290

Leu

Leu

Phe

Ile

Tyr

370

Val

Lys

Asn

His

<210> 107
<211> 50

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn
275

Ala

Pro

Leu

355

Thr

Val

Tyr

Ser

His
435

Thr

Ala

Lys

Pro

340

Asp

Glu

Ala

Ala
420

His

<223> Péptido sintético.

<400> 107

Tyr

Leu

Ala

Tyr

325

Ser

Asn

Glu

Val

Thr

405

Leu

His

ES 2 584 956 T3

Thr

Asn

Ser

310

Leu

Gln

Gly

Ser

Asn

390

Ser

Val

His

Lys

Phe

295

Lys

Ile

Glu

Leu

375

Gln

Lys

Gln

His

280

Gly

Ile

Glu

Ala

Trp

360

Leu

Gly

His

Asp

137

Gln

Leu

Gly

Thr

Ala

345

Thr

Pro

Leu

Ala

Leu
425

Ile

Gly

Glu

Met

330

Gly

Pro

val

Thr

Lys

410

Ala

Val

315

Leu

Ala

Thr

Met

Lys

395

Ile

Lys

Gln

Pro

300

Asp

Asp

Phe

Leu

Gln

380

His

Ser

Ala

Met

285

Leu

Val

Tyr

Cys

Gln

365

His

Thr

Val

Glu

Pro

Glu

Asp

Leu

350

His

Leu

Thr

Leu

Ala
430

Leu

Gln

Met

335

Ala

Tyr

Ala

val

Pro

415

Lys

Lys

His

His

320

Val

Leu

Leu

Lys

Lys

400

Gln

Val



10

15

20
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Met Glu Met Lys Ile Leu Arg Ala Leu Asn Phe Gly Leu Gly Arg Pro
1 5 10 15

Leu Pro Leu His Phe Leu Arg Arg Ala Ser Lys Ile Gly Glu Val Asp
20 25 30

val Glu Gln His Thr Leu Ala Lys Tyr Leu Met Glu Leu Thr Met Leu
35 40 45

Asp Tyr
50

<210> 108

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 108

Asp Trp Leu Val Gln Val Gln Met Lys Phe Arg Leu leu Gln Glu Thr
1 5 10 15

Met Tyr Met Thr Val Ser Ile Ile Asp Arg Phe Met Gln Asn Asn Cys
20 25 30

Val Pro Lys Lys
35

<210> 109
<211> 594
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 109

138
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Glu Val Lys Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala
20

Tyxr Met Tyr Trp Val Arg Gln
35

Ala Tyr Ile Asn Ser Gly Gly
50 55

Gly Gly

Thr Ser
25

Thxr Pro
40

Gly Ser

139

Gly Leu Val Gln
10

Gly Phe Thr Phe

Glu Lys Arg Leu
45

Thr Tyr Tyr Pro
60

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly Gly

15

Asp Tyr

Trp Val

Thx Val
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Aan Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Arg Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

Ala Arg Arg Gly lLeu Pro Phe His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Lys Gly Fro Ser Val Phe
115 120 125

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

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

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

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

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

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

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

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

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

G1ln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 2B5

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
250 295 300

140
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Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asan Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

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

Lys Ala Lys Gly Gln Fro Arg Glu Preo Gln Val Tyr Thr Leu Fro Fro
340 345 350

S8er Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
355 360 365

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

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

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

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

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu S8er Leu Ser Leu Gly Lys Ala Ser
435 440 445

Gln Thr Pro Thr Asn Thr Ile Ser Val Thr Pro Thr Asn Asn Ser Thr
450 455 460

Pro Thr Asn Asn Ser Asn Pro Lys Pro Asn Pro Ala Ser Asp Trp Leu
465 470 475 480

Val Gln Val Gln Met Lys Phe Arg Leu Leu Gln Glu Thr Met Tyr Met
485 490 495

Thr Val Ser Ile Ile Asp Arg Phe Met Gln Asn Asn Cys Val Pro Lys
500 505 510

Lys Ala Ser Met Glu Met Lys Ile Leu Arg Ala Leu Asn Phe Gly Leu
515 520 525

Gly Arg Pro Len Pro Leu His Phe Leu Arg Arg Ala Ser Lys Ile Gly
530 535 540

141



10

Glu
545

Val

Thr Met

Asp Val Glu Gln

Leu Asp Tyr Ala

ES 2 584 956 T3

550

565

Thr Ala

580

Ala Ser

<210> 110

<211> 1842

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 110

Pro Thr Val Thr

atgaacttgg
gtgaagctgg
tgtgcaacct
gagaagaggc
gacactgtaa
caaatgagcce
ccgttccatg
acgaagggcc
geegeectgg
tcaggegeee
tactooctea
tgcaacgtag
ggteccceat
ttccececaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtec

gtctecaaca

ggctcagcett
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
ggctgaagtce
ctatggacta
catccgtctt
getgectggt
tgaccagegg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccetg
aacccaagga
tgagccagga
atgccaagac
tcaccgtcct

aaggecteee

gattttcctt
gggaggctta
tttcagtgac
cgcatacatt
caccatctce
tgaggacaca
ttggggtcaa
cccectggeg
caaggactac
cgtgeacace
gaccgtgece
cagcaacacc
cccagcacct
cactctcatg
agaccccegag
aaagccgcegg
gcaccaggac

gteetceate

555

570

585

gtccttgttt
gtgcagecccg
tattacatgt
aattectggtg
agagacaatg
gccatgtatt
ggaacctcag
ccctgctcca
ttececcegaac
ttcecggetg
tccageaget
aaggtggaca
gagttcgaag
atctceccgga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacg

gagasaacca

142

taaaaggtgt

gagggtccct

attgggtteg
gtggtagcacg
ccaagaacac
actgtgcaag
tcacegtete
ggagcaccte
cggtgacggt
tectacagte
tgggcacgaa
agagagttga
ggggaccate
cccetgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta

tctecaaaqge

550

ccagtgtgaa
gaaactctce
ccagactcea
ctattatcea
cctgtacctg
acgggggtta
ctcagccaaa
cgagagcaca
gtegtggaac
etcaggacte
gacctacace
gtccaaatat
agtctteectg
cacgtgecgtg
ggatggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag

caaagggeag

575

His Thr Leu Ala Lys Tyr Leu Met Glu Leu

560

Ser Thxr Asn Asp Ser Ile Thr Val Ala Ala

Pro Thr Val Asn Ala Thr Pro Ser Ala Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
560

1020

1080
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ccccgagage cacaggtgta cacoctgeoce ccatcccagg aggagatgac caagaaccag 1140
gtcagcectga cectgectggt caaaggette taccccageg acategecgt ggagtgggag 1200
agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc ccgtgctgga ctcoccgacggc 1260
tcetteottee tetacagecag gotaacecgtqg gacaagageca ggtggcagga ggggaatgte 1320
ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact acacacagaa gagcctctcoco 1380
ctgtctctgg gtaaagctag tcagacccecc accaacacea tecagegtgac ccccaccaac 1440
aacagcaccc Ccacoaacaa cagoaaccocc aagceccaace ccgetagtga ctggetagta 1500
caggttcaaa tgaaattcag gttgttgcag gagaccatgt acatgactgt ctecattatt 1560
gatcggttca tgcagaataa ttgtgtgeoce aagaaggcta gtatggaaat gaagattcta 1620
agagetttaa actttggtet gggteggect ctacetitge acttectiteg gagageatcet 1e80
aagattggag aggttgatgt cgagcaacat actttggeca aatacctgat ggaactaact 1740
atgttggact atgctagtac caacgacagec atcaceqgtgg ccgeccaccge ccccaccgtg 1800
acccccaccg tgaacgccac ccccagcgcce gocgctaget ga 1842

<210> 111

<211> 542

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 111
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20 25 30
Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr Tle Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Ser Arg Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

143



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Arg

Ser

Lau

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Val

Arg

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Gly

100

Thr

Pro

vVal

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Agn

ES 2 584 956 T3

Leu Pro

Val Ser

Cys Ser

Lys Asp
150

Lau Thr
165

Leu Tyr

Thr Lys

Val Asp

Pro Ala
230

Lys Pro
245

val val

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

310

Lys Gly
325

Phe

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

val

Phe
295

Asp

Leu

His

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

144

Ala

105

Lys

Thr

Pro

Val

Bear

185

Thr

val

Phe

Thr

val

265

Val

Ser

Leu

Ser

Met

Thr

8er

Glu

His

170

Jer

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser
330

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Tyr

Gly

S8er

140

vVal

Phe

val

val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Trp

Pro

128

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Vval

Glu

Lys

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val

130

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Gln

Val

Ala

Sar

val

175

Pro

Lys

Pro

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Gly

Phe

Lau

Tep

160

Lan

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

val

Thr

val

Cys

320

Ser



Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gln

Pro

465

val

Thr

Lys

val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

Thr

450

Thr

Gln

Val

Thr
530

<210> 112

<211> 1686
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Tyr

435

Pro

Asn

val

Ser

Ser

515

Thr

Gly
340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Thr

Asn

Gln

Ile

500

Thr

Ile

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Ser

Met

435

Ile

Val

Thr

ES 2 584 956 T3

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Thr

Asn

470

Lys

Asp

Thr

Pro

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Ile

455

Pro

Phe

Arg

Pro

Thr
535

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Ser

Lys

Arg

Phe

Thr

520

Ala

145

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

val

Pro

Leu

Met

505

Thr

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

val

Leu

Thr

Asn

Leu

490

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Ser

Pro

Pro

475

Gln

Asn

Lys

Tyr

Leu

Trp

380

Vval

Asp

His

Leu

Thr

460

Glu

Asn

Thr

Pro
540

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

445

Asn

Ser

Thr

Cys

Pro

525

Ala

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Asn

Asp

val
510

Ser

Ser

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Ala

Ser

Trp

Tyr

495

Pro

Ala

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Ser

Thr

Leu

480

Met

Ile
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 112
atgaacttgg ggctcagectt gatttteoctt gtecttgttt taaaaggtgt ccagtgtgaa 60
gtgaagetgg tggagtetgg gggaggetta gtgeagcceg gagggtccct gaaactctee bt o]
tgtgcaacct ctggattcac tttcagtgac tattacatgt attgggttcg ccagactcca 18
gagaagaggc tggagtgggt cgcatacatt aattctggtg gtggtagcac ctattatcca ﬁiﬂ
gacactgtaa agggccgatt caccatctcc agagacaatg ccaagaacac cctgtacctg 300
caaatgagcc ggctgaagtc tgaggacaca gecatgtatt actgtgcaag acgggggtta :ﬁﬁﬁ
ccgttcocatg ctatggacta ttggggtcaa ggaacctcag tcaccgtctc ctcagecaaa i20
acgaagqggcc catccgtcott cecccetggeg cectgetocca ggagcaccte cgagagcaca 480
gccgecetgg getgectggt caaggactac ttecccgaac cggtgacggt gtcgtggaac ‘5&@
tcaggcgcec tgaccagegg cgtgcacace ttcoccoccggeoctg toctacagtc ctcaggactce -Qﬁ@
tactcccteca geocagogtggt gaccgtgcecce tcocagcocagct tgggocacgaa gacctacaco BE4
tgcaacgtag atcacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agagagttga gtccaaatat ‘728
ggtcccecat goccaccotg cccagecaccet gagttcgaag ggggaccatc agtettectg ’1‘&
ttcceccocaa aacccaagga cactcetcatg atctecccgga eccctgaggt cacgtgegtg 840
gtggtggacg tgagccagga agaccccgag gteccagttca actggtacgt ggatggegtg -ﬂﬁﬂ
gaggtgcata atgccaagac aaagocogogg gaggagcagt tcaacagcac gtaccgtgtg Sﬁﬁ
gtcagcgtoc tcoaccgtoct geaccaggac tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag 1020
gtctccaaca aaggcctcoecc gteoctccatc gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag 1080
ccccgagage cacaggtgta caccotgece ccatccoccagg aggagatgac caagaaccag 1140
gtcagcctga cctgeootggt caaaggettc taccccageg acatcgoccegt ggagtgggag 1200
agcaatgggc agcoggagaa caactacaag accacgccete eegtgectgga ctccgacggco 1260
tecttcttoce tctacagcag gctaaccgtg gacaagagca ggtggcagga ggggaatgtc 1320
ttetecatget ccgtgatgeca tgaggctctg cacaaccact acacacagaa gagcectcecteoc 1380
ctgtectctgg gtaaagctag tcagacccecc accaacacca tcagogtgac ccccaccaac 1440
aacagcaccc ccaccCaacaa cagcaacccc aagcccaacce ccgctagtga ctggctagta 1500
caggttcaaa tgaaattcag gttgttgcag gagaccatgt acatgactgt ctecattatt 1560
gatcggttca tgcagaataa ttgtgtgccc aagaaggeta gtaccgtgac cecccaccgcc 1620
accgccacce ccagcgccat cgtgaccace atcacceeea cogoccaccac caagocoget 1680
agctga 1686

<210> 113

<211> 556

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 113
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Preo Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Tyr Ile Asn Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyrx
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Arg Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

Ala Arg Arg Gly Leu Pro Phe His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

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

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

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

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

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

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Ser

Asn

210

Pro

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

Leu

195

Pro

Pro

Thr

Asn

2715

Arg

Val

Ser

Lys

Gl

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Tcp

Glu

Len

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
420

Thr

Val

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

ES 2 584 956 T3

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

3%0

Tyr

Thr

Lys

215

Pro

Lys

val

Asp

Phe

295

Leu

Arg

Lys

Asp

3715

Lys

Ser

Ser

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

148

Thr

val

Phe

Thr

val

265

Val

Ser

Leun

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
425

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

val

His

Asp

205

Tyt

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Len

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
430

Lys

Pro

Val

Thr

2535

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
415

Pro

Pro

Phe

240

Pro

val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp



10

Asn

Gln

Fro

465

Lys

His

His

Ser

Pro
545

His

Thr

450

Thr

Ile

Phe

Thr

Thr

530

Thr

<210> 114

<211> 1728
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

435

Pro

Asn

Leu

Leu

Leu

515

Asn

Val

Thr

Thr

Asn

Arg

Arg

500

Ala

Gly

Asn

Gln

Asn

Ser

Ala

485

Arg

Lys

Ser

Ala

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 114
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Lys

Thr

Asn

470

Leu

Ala

Tyr

Ile

Thr
550

Ser

Ile

455

Fro

Asn

Ser

Leu

Thr
535

Pro

Leu

440

Ser

Lys

Phe

Lys

Met

520

val

Ser

149

Ser

Val

Pro

Gly

Ile

505

Glu

Ala

Ala

Leu

Thr

Asn

Leu

420

Gly

Leu

Ala

Ala

Ser

Pro

Pro

475

Gly

Glu

Thr

Thr

Ala
555

Leu

Thr

460

Ala

Arg

val

Met

Ala

540

Ser

Gly

445

Asn

Ser

Pro

Asp

Leu

525

Pro

Lys

Asn

Leu

val
§10

Asp

Thr

Ala

Ser

Glu

Pro

495

Glu

Tyr

Val

Ser

Thr

Met

480

Leu

Gln

Ala

Thr



atgaacttgg
gtgaagctgg
tgtgecaacct
gagaagaggc
gacactgtaa
caaatgagec
ccgttcecatg
acgaagggcc
gecgeectgg

teaggegeocce

tactccctca
tgcaacgtag
ggtececccat
ttecccocaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgteoco
gtctccanaca
ccecgagage
gtcagcctga
agcaatggge
tccttettee
ttctcatget
ctgtctctgg
aacagcacce
attectaagag
gcatctaaga
ctaactatgt

accgtgacece

<210> 115
<211> 295
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

ggctcagctt
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggecgatt
ggctgaagtc
ctatggacta
catccgtctt
gctgectggt

tgaccagegg

gcagegtggt
atcacaagce
geccecaccctg
aaceccaagga
tgagccagga
atgccaagac
tcaccgtoct
aaggcecteoce
cacaggtgta
cctgectggt
agceggagaa
tctacageag
ccgtgatgca
gtaaagctag
ccaccaacaa
ctttaaactt
ttggagaggt
tggactatgc

ccacecgtgaa

ES 2 584 956 T3

gattttcctt
gggaggctta
ttteocagtgac
cgcatacatt
caccatgtce
tgaggacaca
ttggggtcana
ccccctggeg
caaggactac

cgtgeoacace

gqaccgtgecce
cagcaacacc
cccagcacct
cactctcatg
agaccccgag
aaagccgegg
gcaccaggac
gtccteoecate
caccetgecee
caaaggette
caactacaag
gctaaccgtg
tgaggctctg
tcagacccee
cagcaaccce
tggtetgggt
tgatgtcgag
tagtaccaac

cgccacaocc

gtccttgttt
gtgcagcccg
tattacatgt
aattetggtg
agagacaatg
gccatgtatt
ggaacctcag
ccctgectcocca
ttececcgaac

ttcceggetg

tccagcaqgct
aaggtggaca
gagttegaag
atctccegga
gtccagttea
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacea
ccatcccagg
taccccageg
accacgecte
gacaagagca
cacaaccact
accaacacca
aagcecaace
cggectctac
caacatactt

ggcagcatca

agegecgeceg

150

taaaaggtgt
gagggtccct
attgggtteg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcaag
tcacegtcte
ggagcacctc
cggtgacggt

tectacagte

tgggcacgaa
agagagttga
ggggaccate
cccecctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
aggagatgac
acatcgccgt
cecgtgctgga
ggtggcagga
acacacagaa
teagegtgac
cegetagtat
ctttgcactt
tggccaaata
ccgtggccge

ctagetga

ccagtgtgaa
gaaactctcc
ccagactcca
ctattatcca
cctgtacetg
acgggggtta
ctcagccaaa
cgagagcaca
gtegtggaac

ctcaggactc

gacctacacc
gtccaaatat
agtettcectg
cacgtgegtg
ggatggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
cteocgacgge
ggggaatgtec
gagcctctco
ccoccaccaac
gqgaaatgaaqg
cectteggaga
cctgatggaa

caccgcccca

€0
120
180
240
300
360
420
480
540

600

6¥a

720

780

840

900

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

1728



ES 2 584 956 T3

<400> 115

Met Glu His Gln Leu Leu Cys Cys Glu Val Glu Thr Ile Arg Arg Ala
1 5 10 15

Tyr Pro Asp Ala Asn Leu Leu Asn Asp Arg Val Leu Arg Ala Met Leu
20 25 30

Lys Ala Glu Glu Thr Cys Ala Proc Ser Val Ser Tyr Phe Lys Cys Val
35 410 45
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Gln

Lau

653

Ala

Sar

Met

Asp

Val

145

Ile

Ile

Val

Val

Ser

225

Pro

Ser

Glu

Lys

50

Glu

Mat

Arg

Lys

Agn

130

Aan

Glu

Ila

Lys

Ala

210

Tyr

Asp

Ser

Glu

Glu

Val

Asn

Leu

Glu

115

Ser

Lys

His

Arg

Phe

195

Ala

Tyr

Cys

Leu

Glu
275

Val

Cys

Tyr

Gln

100

Thr

Ile

Leu

Phe

Lys

180

Ile

Val

Arg

Leu

Arg

260

Glu

Leu

Glu

Leau

85

Lan

Ile

Arg

Lya

Leu

165

His

Ser

Gln

Leu

Arg

245

Gln

Glu
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Pro

Glua

70

ABp

Leu

Pro

Pro

150

Ser

Ala

Asn

Gly

Thr

230

Ala

Ala

Glu

Ser

55

Gln

Arg

Gly

Leu

Glu

135

Asn

Lys

Gln

Pro

Leu

215

Arg

Cys

Gln

Glu

Met

Lys

Phe

Ala

Thr

120

Glu

Leu

Met

Thr

Pro

200

Asn

Phe

Gln

Gln

Glu
280

152

Arg

Cys

Lau

Thr

105

Ala

Leu

Ala

Pro

Phe

185

Ser

Leu

Leu

Glu

Asn

265

Val

Lys

Glu

Ber

90

Cys

Glu

Leu

Ala

Glua

170

val

Met

Arg

Ser

Gln

250

Met

Asp

Ile

Glu

75

Leu

Met

Lys

Gln

Met

155

Ala

Val

Ser

Arg

235

Ile

Asp

Leu

Val

60

Glu

Glu

Phe

Lau

Met

140

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

220

Val

Glu

Pro

Ala

Ala

Val

Pro

Val

Cys=

125

Glu

Pro

Glu

Cys

Ala

205

Asn

Ile

Ala

Lys

Cys
285

Thr

Fha

val

Ala

110

Ile

Leu

His

Aan

Ala

150

Gly

Asn

Lys

Leu

Ala

270

Thr

Trp

Pro

Lys

9%

Sear

Tyr

Leu

Aap

Lys

175

Thr

Ser

Phe

Cys

Leu

255

Ala

Pro

Len

80

Lys

Lys

Thr

Leu

Phe

160

Gln

Asp

Val

Leu

Asp

240

Glu

Glu

Thr



10

15

20

25

<210> 116

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 116

ES 2 584 956 T3

Met Glu His Gln Leu Leu Cys

1

Tyr Pro Asp Ala hsn Leu Leu

20

Lys Ala Glu Glu Thr Cys Ala

s

<210> 117

<211>95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 117

Gln Lys Glu Val
1

Leu Glu Val Cys
20

Ala Met Asn Tyr
35

Ser Arg Leu Gln
50

Met Lys Glu Thr
65

Asp Asn Ser Ile

Leu Pro

Glu Glu

Leu Asp

Leu Leu

Ile Pro

70

Arg Pro
85

Ser

Gln

Arg

Gly

55

Leu

Glu

Cys

Asn

Pro
40

Lys

Phe

40

Ala

Thr

Glu

153

Glu Val Glu Thr Ile Arg Arg Ala
10 15

Agp Arg Val Leu Arg Ala Met Leu
25 30

Ser Val Ser Tyr Phe Lys Cys Val
45

Arg Lys Ile Val Ala Thr Trp Met
10 15

Cyes Glu Glu Glu Val Phe Pro Leu
25 30

Leu Ser Leu Glu Prec Val Lys Lys
45

Thr Cys Met Phe Val Ala Ser Lys
60

Ala Glu Lys Leu Cys Ile Tyr Thr
75 80

Leu Leu Gln Met Glu Leu Leu
20 95
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15

20

25

<210> 118
<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 118

Leu Val Asn
1

Phe Ile Glu

Gln Ile Ile
35

Asp Val Lys
50

<210> 119
<211> 92
<212> PRT

Lys

His

20

Arg

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético.

<400> 119

Ala Ala Gly
1

Pro Asn Asn

Val Ile Lys
35

Glu Ala Leu
50

Pro Lys Ala
65

Ala Cys Thr

<210> 120

Ser

Phe

20

Cys

Leu

Ala

Pro

Leu

Phe

Lys

Ile

Val

Leu

Asp

Glu

Glu

Thr
85

ES 2 584 956 T3

Lys

Leu

His

Ser

Val

Ser

Pro

Ser

Glu

70

Asp

Trp

Ser

Ala

Asn
55

Ala

Tyr

Asp

Ser

55

Glu

Val

Asn

Lys

Gln

40

Pro

Ala

Tyr

Cys

40

Leu

Glu

Arg

154

Leu

Met

25

Thr

Pro

Val

Arg

25

Leu

Glu

Asp

Ala

10

Pro

Phe

Ser

Gln

10

Leu

Arqg

Gln

Glu

Val
90

Ala

Glu

Val

Gly

Thr

Ala

Ala

Glu

75

AsSp

Met

Ala

Ala

Val
60

Leu

Arg

Cys

Gln

60

Glu

Ile

Thr Pro

Glu Glu

Leu Cys

45

Asn

Phe

Gln

45

Gln

Glu

30

Leu

Leu

30

Glu

Asn

Val

His Asp
15

Asn Lys

Ala Thr

Arg Ser

15

Ser Arg

Gln Ile

Met Asp

Asp Leu
80
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<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 120

Val Gly Phe Pro Val Thr Pro Gln Val Pro Leu Arg Pro Met Thr Tyr
1 5 10 15

Lys Ala Ala Val Asp Leu Ser His Phe Leu Lys Glu Lys Gly Gly Leu
20 25 30

<210> 121

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 121

His Thx Gln Gly Tyr Phe Pro Asp Trp Gln Asn Tyr Thr Pro Gly Pro
1 5 10 15

Gly val Arg Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Trp Leu Tyr Lys Leu
20 25 30

<210> 122

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 122

Glu Lys Ile Arg Leu Arg Pro Gly Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys
1 S 10 15

His Ile Val

<210> 123

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 123
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<210> 124

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético.

<400> 124

Ala Ile Phe Gln Ser Ser Met Thr Lys Ile Leu Glu Pro Phe Arg Lys
1 5 10 15

Gln Asn Pro Asp Ile Val Ile Tyr Gln Tyr Met Asp Asp leu Tyr
20 25 30
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de union a antigeno del mismo que se une a CD40, que
comprende al menos un dominio variable que t iene una identidad de s ecuencias de un 90 % con al menos una
region variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7;y al menos un dominio variable que tiene una
identidad de secuencias de un 90 % con una regién variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6y en
el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena
pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente:

una region constante de cadena pesada, en el que la regién constante de cadena pesada comprende una region
constante de c adena pesada humana gamma-1, gamma-2, gamma-3, o0 g amma-4 o una variante de | a region
constante de cadena pesada humana; y

una region constante de cadena ligera, en el que la region constante de cadena ligera comprende una region
constante de cadena ligera humana lambda o kappa.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que el fragmento de unién se selecciona entre el grupo que consiste en
Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y un diacuerpo.

4. E | anticuerpo de | areivindicaciéon 1, enla que el anticuerpo es h umanizado y comprende | a secuencia de
polipéptidos de SEQ ID NO: 6 y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO: 7.

5. Una composicion que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en combinacion
con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el anticuerpo es el anticuerpo de la
reivindicacion 1.

6. Un método para preparar un anticuerpo que comprende: expresar, en una célula hospedadora, un anticuerpo
recombinante humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, ambos de los cuales se unen a CD40,
que comprende al menos una region variable de c adena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7 y al menos una
region variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6, en el que la célula hospedadora es una célula
bacteriana, fungica, de insecto, o de mamifero, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado y el anticuerpo tiene las
CDR obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una
cadena ligera de SEQ ID NO: 7.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo solo es capaz de hacer que las células dendriticas
secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IL-12p40 o TNFalfa sin activacién previa de las células dendriticas.

8. El método de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo es capaz de hacer que las células dendriticas activadas
con GM-CSF e Interferén alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40.

9. Un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a CD40, en el
que el anticuerpo solo es capaz de causar la proliferacion de linfocitos B de al menos un 10 % de los linfocitos B, en
el que el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %,
99 % o un 100 % con al menos una regién variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7 y al menos un
dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con una region variable de
cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del
anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID
NO: 7.

10. El anticuerpo de la reivindicacion 9, en el que el porcentaje de linfocitos B que proliferan es al menos un 15 %,
20 %, 25 %, 28 %, 30 % o un 35 %.
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FIG. 1
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FIG. 6A
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FIG. 6B+
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FIG. 11A
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FIG. 11B
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